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ALBERT JAN KLUYVER T

' Con la pérdida del microbiélogo holandés Albert Jan Kluyver, la
Ciencia - ha sido privada de uno de sus mds entusiastas contribuidores.

Su nombre como microbiélogo se identifica con algunos de los progre-
sos principales de la Bioquimica. ,

Con ayuda de técnicas bioquimicas estudia las actividades de los micro-
organismos, y estos estudios, en reciprocidad, le conducen a algunos de
los fundamentos de la Bioguimica. Kluyver demuestra las grandes ven-
tajas que ofrecen los micro-organismos para el estudio de muchos fené-
menos bioquimicos y hace Que el bioquimico se interese por los microbios.
Kluyver ha formado quimicos-microbidlogos durante treinta y cinco afios
de su vida de maestro, y con €], la Universidad Técnica de Delft ha adqui-
rido una reputacién mundial como uno de los centros mas importantes de
investigaciones microbiolégicas.

Albert Jan Kluyver nace el afio 1888 en Breda (Holanda). Cursa la
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ensefianza superior en la Universidad Técnica de Delft, donde en 1910 se
gradua en ingenieria quimica, con premio extraordinario.

Durante los afios 1909-1914 trabaja como asistente del profesor van
Iterson, con una interrupcién en 1911, afio en que marcha a Viena para
ampliar sus conocimientos de bioquimica de plantas. De nuevo en Delft,
idea un método bioquimico para valoracién de aziicares en mezclas. Para
ello utiliza la produccién de CO, por levaduras especificas cuando crecen
en anaerobiosis. Con este trabajo obtiene, en 1914, el grado de Doctor en
Ciencias, también con premio extraordinario. El mismo afio, por necesi-
dades de la primera Guerra Mundial, el joven doctor se incorpora al ejéf-
cito holandés, donde pasa méas de un afno.

De nuevo incorporado a la vida civil en 1916, acepta una plaza de
asesor industrial en las Indias holandesas. Contrae matrimonio con
H. J. van Lutsemburg Maas, habil colaboradora de van Iterson, y con su
joven esposa marcha para las colonias. .

En 1919, por especial encargo del Gobierno, realiza un extenso estu-
dio, que publica en 1921, sobre la fibra de coco, de valor industrial en
Ceilan y Malabar. En 1920 es nombrado director del laboratorio de in-
vestigacién de la «N. V. Olienfabriken Insulinda», en Bandoeng.

Un afno después le es ofrecida la catedra de Microbiologia de Delft,
empleo que, por fin, después de. muchas vacilaciones, acepta. La catedra
que en Delft ha de cubrir es la vacante que el reputado microbidlogo
Beijerinck ocupé desde 1895 hasta su jubilacién en el afio 1921. La su-
cesi6n no era facil, y asi lo manifiesta Kluyver al exponer su indecisién
para aceptar aquel puesto. Arguye que sus limitados conocimientos de
microbiologia no le permitirian continuar la labor realizada por el ilustre
predecesor. Sin embargo, las cualidades apreciadas en el candidato hi-
cieron que las razones de Kluyver no fuesen atendidas por ser conocidas
en él: un gran sentido de la responsabilidad, una capacidad de trabajo
enorme, amplios conocimientos, habilidad muy fina para la critica, deseo
incesante de perfeccién y un acentuado interés por la microbiologia.

Ya catedratico, comienza una vida de trabajo intenso, se impone en
los conocimientos acumulados por la microbiologia general, y con un
programa propio, en el que manifiesta la tendencia, como idea central de
su concepcién, de reunir en grupos representativos los diversos procesos
bioquimicos que realizan los microorganismos, comienza su vida de
maestro. .

Para unificar la multiplicidad de procesos, €l concibe una generaliza-
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cién del concepto‘expreso de Lavoisier, concluyendo que el manteni-
miento de la vida es posible por la energia elaborada por los procesos de
transferencia enzimatica de hidrogene de un donador a un aceptador (1).

Aplicaciones posteriores del concepto unitario llevan a Kluyver a la
base de la bioquimica comparada. El concepto comprendido en este tér-
mino es expuesto por Kluyver con el titulo «Chemical Activities of Mi-
croorganisms» en la Universidad de Londres. Toda una serie de poste-
riores investigaciones en el laboratorio de Kluyver y en otros centros
revelan la gran utilidad y armonia que ha reportado el concepto de bio-
quimica comparada

En el campo de la mlcrob1010g1a préactica destacan sus aportaciones
al estudio del metabolismo de los mohos. Kluyver introduce la técnica
de «cultivos sumergidos» para el crecimiento de mohos; con el empleo
de esta técnica ha sido posible el estudio del metabolismo de mohos bajo
condiciones, cuyos resultados son completamente reproducibles. Varias
industrias utilizan su procedimiento; primero la manufactura de ribo-
flavina, més tarde la de penicilina, y después la de otros antibiéticos pro-
ducidos por mohos y actinomicetos.

Unas doscientas publicaciones (2), entre ellas treinta y dos tesis doc-
torales, testimonian la grandiosa aportacién de Kluyver a la microbiolo-
gia y bioquimica. Muchos asuntos son alli tratados: metabolismo de
hidratos de carbono, fermentacién metanica, reduccién de nitratos,
microbiologia de alimentos, estudios taxonémicos y de otros muchos
temas especializados que serfa prolijo enumerar. Dignas de mencién
son las series .de monografias sobre levaduras; en ellas se agota la
literatura y se hace un estudio comparativo de la prodigiosa coleccién
de levaduras mantenida en el laboratorio de Delft en colaboracmn con
el «Central Bureau voor Schimmelcultures», de Baarn.

Kluyver se interesa también por problemas de biologia general; asf
lo revela en aquellas conferencias dadas a bi6logos en la Harvard Uni-
versity en.1954 (en colaboracién con van Niell) con el titulo «The micro-
be’s contribution to Biology».

En 1937, bajo la direccién del Kluyver y Ornstein, se crea en Utrecht
una seccién de investigaciones biofisicas patrocinada por la Fundacién

(1) EIl concepto unitario fué expuesto principalmente en dos publicaciones:
¢«Die Einheit und der Biochemie», en 1926, en colaboracién con Donker, y en
«Eenheid en verscheidenheid in de stofwisseling der microben», en 1924.

(2) -La bibliografia completa de las publicaciones de Kluyver ha sido publi-
cada en Chem. Weekblade, 36, 320 (1956).
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Rockefeller. De alli salieron varias publicaciones sobre fotosintesis y so-
bre bioluminiscencia de bacterias. .

Todas estas contribuciones revelan cémo la mente de Kluyver supo
esparcirse sobre varios campos, llevado a todos ellos de su gran interés.

Y toda esta prolija- actividad no le quitaba tiempo para conocer a
cada uno de sus alumnos y colaboradores. En la catedra y en las relacio-
nes con sus discipulos fué muy particular, original en sus conferencias,
claro al exponer y muy famoso por sus muchos y buenos consejos. Kl
gran interés que el maestro toma por el trabajo personal, problemas es-
pirituales y sociales, e incluso deportivos, de sus discipulos sorprendia
a quienquiera que trabaj6 en su laboratorio. La libertad y responsabili-
dad concedida en la Biblioteca, coleccién de productos quimicos, alma-
cenes de material de vidrio o aparatos, maravillaba de inmediato a todo
aquel que llegaba por primera vez al laboratorio de Delft. )
. Entre sus centenares de nombramientos son de destacar: miembro
de las Academias «Koninklijke Nederlanse van Wetenchappen», de la
que fué presidente; «Finnish of Sciences, National of Sciences U. S. A.»,
v de la «Amer. de Arts & Sciences»; miembro honorario de las socieda-
des «Bacteri6logos Americanos», «Real de Londres» y de la« Britanica
de Microbiologia General». Recibié grados honorificos del «Iowa State
College», «University of Louvain», «Rutgers University» y de la «Eidge-
ndssische Technische Hochschule», de- Ziirich. Entre otras medallas le
fueron adjudicadas la de Emil Christian Hausen, en Copenhague, y la k
Copley de la «Royal Society», de Londres. Lorentz y Kluyver son los
dos tnicos holandeses a quienes les fué concedida esta Gltima distincion.

El profesor A. J. Kluyver ha dado una gran contribucién a la ciencia
v ha dejado ademéas un recuerdo inolvidable para todos aquellos que tu-
vimos la fortuna de conocerle y de experimentar su influencia benefi-
ciosa.

GonzALO SIERRA (¥)

(*) Becario del Instituto «Jaime Ferrdn» de Microbiologia del C. S. I. C., en
el «Laboratorium voor Microbiologie», Amsterdam.



C.S8. 1.C.
INSTITUTO JAIME FERRAN”, DE MICROBIOLOGI A
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ANTIBIOGRAMA PARA ASOCIACIONES DE ANTIBIOTICOS,
SOBRE PAPEL DE FILTRO IMPREGNADO, EN SILUETA
MULTIPLE (*)

POR
A. Socias y A. PorTo1EsS.

Puesto que ya es patente la evolucién de los microorganismos hacia
la resistencia para los distintos antibiéticos mas comtinmente usados, se-
gin hemos podido comprobar experimentalmente y por publicaciones
més o menos recientes (1, 4, 9, 10, 14), y apoyandonos en la idea de que,
con fines clinicos, es absolutamente necesario disponer de un método

- que sea relativamente cémodo y sencillo para averiguar lo més rapida-
mente posible la sensibilidad de los gérmenes a las asociaciones de estos.
agentes terapéuticos. Nos propusimos desarrollar una técnica que per-
mitiera conocer el comportamiento de las diferentes especies bacterianas
frente a diferentes asociaciones bivalentes de antibidticos, en un plazo

"méaximo de dieciocho a veinticuatro horas, pudiéndose realizar esta de-
terminacién como método de rutina .y simultdneamente con las otras in-
vestigaciones usuales en el examen bacteriolégico de cualquier producto
patologico.

Es sabido que la sensibilidad de los microorganismos para antibiéti-
cos, sulfamidas y otros medicamentos puede averiguarse rapidamente y
con la precision necesaria a las exigencias del clinico, mediante discos de
papel impregnados de estas sustancias, asi como también las modificacio-
nes que estas pruebas han sufrido desde Morley (11) y O'Toole (12), pri- |
meros en usarlas,—hasta las técnicas mas recientes (Bondi, Spaulding,
Smith y Dietz (2), Gould y Bowie (6), Goldin y David Sohn (7), Fusillo y
Kuhns (5), entre las que se encuentran la de los discos multiples de
Scherr (13).

(*) Segtn la técnica propia, montada en nuestra Seccién para la determina-
cién de antibiogramas en los productos patolégicos gue nos son remitidos.
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Sin embargo, para las asociaciones de antibidticos tan sélo se viene
usando el método de Chabbert (3) de las diluciones en tubos sembrados,
incubado de los mismos y posterior resiembra de tubos problemas y pa-
trones, para hacer las correspondientes comparaciones. Este método, que
viene usandose con éxito, precisa de una abundancia de mateérial y gasto
de medio de cultivo que para ciertos laboratorios no resulta facil y, ade-
maés, requiere ur minimo de cuarenta y ocho horas para conocer los re-
sultados, y lo mismo sucede con el publicado mas rec1entemente por
Jawetz y colaboradores (8). .

Por ello, nosotros proponemos este método de discos de papel impreg- .
nados en silueta multiple, que permite realizar el antibiograma para
asociaciones bivalentes de antibi6ticos, de un modo facil, cémodo y rapido,
v con la suficiente exactitud exigida para la clinica.

METODOS EXPERIMENTALES Y RESULTADOS

Conocidas las ligeras variaciones que pueden encontrarse para estos
métodos sobre papel de filtro impregnado, que depende de la dilucién del
germen, caracteristicas del medio, etc., asi como también las contradiccio-
nes, en cuanto a los resultados, que incluso para una misma especie bacte-
riana se han encontrado al estudiar in vitro la accién antimicrobiana de
distintas asociaciones de antibiéticos, debido principalmente a la distinta
sensibilidad manifestada por el germen a los antibidticos que constituyen
la asociacién y a los tiempos, dosis y modos de accién de las sustancias,
aisladamente consideradas: hemos realizado un examen analitico de los
distintos factores que intervienen en esta técnica desde el puntd de vista
de la consecucién de mejora de resultados.

Las placas de 15 x 30 cms. son metdlicas, con base de cristal, y las
tapas perforadas por 48 pequefios agujeros (foto 1).

. Los medios utilizados son dos: uno, con el que se forma la capa base
de unos dos milimetros de espesor (jugo de carne, 50; jugo de higado,
50; peptona, 2,y agar, 1,2; pH = 74); y otro, para hacer una capa de
siembra de uno a dos milimetros (caldo Liebig, 1; bactotriptona, 2;
suero, 7,5; agar, 1,5; agua, 100). Este tltimo a pH = 7,2 que es con el
que hemos obtenido resultados méis homologables, ya que esta interme-
dio entre las exigencias de la penicilina (pH 6ptimo 6,5 — 7), y el de la
estreptomicina (pH 6ptimo 7,6 — 7,8). Se le afiade el suero en esa canti-
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dad para facilitar el desarrollo de los gérmenes recién aislados del orga-
nismo, y no mas, porque entorpece ligeramente la accién de la aureo-
micina. “ _ :

Los gérmenes se siembran preparando una suspension en solucién sa-
lina estéril, de forma que este in6culo tenga una concentracién de unos
300.000.000/c. c. Se amplean 2 c. ¢., y cuando se trata de gérmenes de
desarrollo pobre, se hacen las suspensiones mas concentradas.

Las condiciones de humedad de las placas en el momento de colocar
las siluetas de papel impregnado tiene bastante influencia en la difusién
de los antibi6ticos y en la correcta formacién del halo; por tanto, para
evitar que haya una humedad excesiva en la suf)erﬁcie de la placa, se
mantendran de una a dos horas en estufa a 37°, antes de colocar las si-
luetas, con lo cual se lograra trabajar siempre en condiciones uniformes
de humedad. Hemos comprobado que de quince a veinte minutos es poco
tiempo, y pasando de dos horas y media es demasiado.

Al describir las siluetas de paplel de filtro hemos de tener en cuenta:
a) La calidad del papel, ya que las diferentes clases de papel de filtro en-
sayadas, que pueden ser agrupadas en tres clases, nos demuestran que
los mejores halos se lograban con papel wathmamm nam. 2, y con el de
filtro para jarabes; por otra parte, en el primero de los dos y con el
de filtro corriente se tiene la dificultad de su manejo y la rapidez de di-
fusién del liquido impregnante, que no se contrarresta con la facilidad
de su cortado. b) Hemos adoptado la caracteristica de siluetas polivalen-
tes por su facil manejo y rapidez de colocacién sobre las placas, dismi-
nuyendo los riesgos de contaminacién. ¢) La forma de M (fot. 2) creemos
que es la mas acertada, porque permite conseguir facilmente un reparto
perfectamente simétrico de los discos de titulacién, no siendo necesario,
ademds, marcarlos ni ponerlos sefial alguna, ya que empezando por el
extremo inferior izquierdo y siguiendo el trazo normal de una eme ma-
yuscula se logran situar en todo momento los tubos con sus diluciones,
segun se indica en el esquema correspondiente (fot. 3). d) El tamafio es
el que resulta de una silueta inscrita en un cuadrado que tiene 60 mm. de
lado, con lo que se pueden colocar por placa tres siluetas, perfectamen-
te distanciadas, y sin que haya confusién de halos. €) Los discos de titu-
lacién, de 10 mm. de didmetro, estan disefiados sobre las ramas de la M,
de modo que permitan medir perfectamente los didmetros de los halos
(fot. 4), y los segmentos de unién entre ellos, tienen un ensanchamiento
central para hacer a las siluetas méas manejables y sin riesgo de roturas.
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Las diluciones de antibiéticos utilizadas se corresponden a dos gru-
pos: las de los ensayos experimentales y las de la técnica propiamente
dicha, que se describiran mas adelante. Para los ensayos tan s6lo hemos
trabajado con los cuatro antibiéticos més caracteristicos en cuanto a es-
tructura quimica y propledades penicilina, d1h1droestreptom1cma clo-
romicetina y terramicina.

Con ellos y agua destilada estéril se preparan soluciones madres a
las concentraciones siguientes: )

Penicilina ... ... ... ... ... ... ... ... = 800 U.O./cc.
Dihidroestreptomicina = 2.000 y/cc.
Cloromicetina ... ..: ... ... ... ... = 2.000 y/cc.
Terramicina... ... ... ... ... ... ... = 2.000 vy/cc.

y con ellas se establecen las asociaciones blvalentes de antlblotlcos a las
diluciones que se indican:

ESQUEMA DE LAS DILUCIONES

TUBOS
ANTIBIOTICOS
1 2 3 4 3
<
Penicilina... ... ...| 1 c. c. 1ec c. lec e — — g
Dihidroestrep. ... .| 1 c. c. — — lcec | lc c. 3
Cloromicetina... ... — lcec — lecec — =
Terramicina ... ... — — lcec — lcc
TUBOS 6 7 S 9 10
. jea}
Dilucién A ... ... ... lecc lcec 1c ¢ lecc 1cc =
E
Agua destilada.. ...| 1 c.ce. | 1c.c. | 1e e | 1ee | 1c P
Sl
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TUBOS 11 12 .13 14 15 i
@)
&
Dilucién B ... ... ... lcc lcc lce | 1lece 1c. c g
=1
; a
Agua destilada.. ...] 1 c. ¢ lc c 1ec e lcc 1 c:c.
TUBOS 16 1718 19 20 _
| ] A
] | 8
Dilucién C ... ... ... teec | lce lee | lee | lecec 2
. | =
ot | A
Agua destilada.. ...| 1 c. ¢ lecc 1ec c lecc ‘ 1c c
‘ \
CONCENTRACIONES QUE SE OBTIENEN EN CADA. TUBO
1 2 3 4 5
400 400 400 200 200
U. 0. U. 0. U. 0. gam. gam.
penicil. penicil. penicil. estrep estrep.
200 200 200 200 200
gam. gan. . gam. gam. gam.
estrep clorom. terram. clprom. terram.
6 7 8 9 10
200 U. 0. 200 U. 0. 200 U. O. 100 gam. 100 gam.
penicil. penicil. penicil. estrep. estrep.
100 gam. 100 gam. 100 gam. 100 gam. 100 gam.
estrep. clorom. terram. clorom. terram.
£
11 ] 12 13 14 15
100 U. O. 1 100 U. O. 100 U. O. - 50 gam. 50 gam. !
penicil. penicil. penicil. estrep. estrep. !
50 gam. 50 gam. 50 gam. 50 gam. 50 gam.
estrep. clorom. terram. clorom. terram.
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16 17 18 19 20
50 U. O. 50 U. O. 50 U. O. 25 gam. 25 gam.
penicil. penicil. penicil. estrep. estrep.
25 gam. 25 gam. 25 gam. 25 gam. 25 gam.
estrep. clorom. terram. ¢lorom. terram.

De estas diluciones a cada disco correspondiente, se le afiade 0,02 c. c.
6 0,01 c. c. (segln el ensayo), mediante una jeringuilla de 0,25 c. c., como’
las utilizadas corrientemente para inoculaciones de virus en cerebro de
ratén, y provista de una aguja 25 — 5 b. c., con lo cual los discos de ti-
tulacién llevan las concentraciones que se indican en el cuadro a con-

tinuacién :
CONCENTRACIONES DE ANTIBIGTICOS POR DISCO
Tubos 1 2 3 4 5
Serie .
. 40U.0. | 40U.0. | 4U.0. |10 gam. | 10 gam.
‘A Concentraciones| penicil, | Penicil. | Penicil. | Estrep. | Estrep.
de antibi6ti 15 gam. | 10 gam. | 10 gam. | 10 gam. | 10 gam.
COS... ... ... .-l Fstrep. | Clorom. | Terram.| Clorom. | Terram.
Tubos ... ... 6 7 8 9 10
Serie .
C traci 2U.0.1]2U.0.|2U. O.| 5gam. | 5 gam.
B o(;'lcen r"?{j')l_o?f,s Penicil. | Penicil. | Penicil. | Estrep. | Estrep.
e antiblotl 5 g9 | 5 gam. | 5 gam. | 5 gam. | 5 gam.
COS.. ..o -oe -+l Estrep. | Clorom. | Terram.| Clorom. | Terram.
Tubos ... ... 11 12 13 14 15
Serie \
) /10.0.11U0.0.|10..0.125 gam. 25 gam.
C Concentraciones| penjcil, | Penicil. | Penicil. | Estrep. | Estrep.
de antibiéti- o5 gam. |25 gam.|2.5 gam.|2,5 gam.| 25 gam.
COS... ... ... ---| Fgtrep. | Clorom. | Terram.| Clorom. | Terram.
' | Tubos ... oo .| 16 17 18 19 20
Serie -
. 10,5 U.0.l0,5 U. 0.{0,5 U. 0.1,25 gam. |1,25 gam.
D Concentraciones| penicil. | Penicil. | Penicil. | Estrep. | Estrep.
de antibidti-ly o5 oam |1,25 gam. [1,25 gam. |1,25 gam. |1,25 gam.
CO8... ... ... .| Estrep. | Clorom, | Terram.| Clorom. | Terram.
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Para la preparacion de los discos, una vez cortadas las siluetas de pa-
pel, hay que colocarlas en placas de Petri y esterilizarlas a calor seco
(160° a 170°) durante una hora. La esterilizacién himeda no conviene
porque influye en la difusién (fot. 5), haciendo que se confundan los halos.

Después de frias, se afiaden las mezclas de antibiéticos lo més estéril-
mente posible (fot. 6), y siguiendo el orden de los tubos. A continuacién
se llevan a desecador de vacio con P, O, donde a una temperatura de 18°
se secan perfectamente en tres a cuatro horas, al cabo de las cuales pue-
den utilizarse o guardarse en nevera para usarlas més tarde.

Para las pruebas de antibiogramds se colocan cuidadosamente y con
. la maxima rapidez sobre la capa de medio sembrado, después de haber
tenido estas placas durante noventa minutos en estufa a 37°. )

Las lecturas de resultados pueden hacerse normalmente a las quince
o dieciséis horas, aunque para algunas especies del género Corynebacte-
riwm y otras de crecimiento pobre. hemos comprobado resulta convenien-
te hacer esta lectura a las dieciocho a veinte horas, distinguiendo asi per-
fectamente los halos, de los que habrid de medirse el didmetro precisa-
mente.

ALGUNAS CONSIDERACIONES SOBRE LOS RESULTADOS

En los numerosos ensayos efectuados para el mejor desarrollo de la
técnica hemos ido comprobando las ventajas o inconvenientes derivados
de las diferentes maneras de operar;  de sus resultados se deducen:

a) Es ventajoso disponer los discos perfectamente secos, porque si
no la difusién viene aumentada, llegando incluso a confundirse los halos
entre si (fot. 7); este mismo problema se tiene si la superficie de la placa
tiene demasiada humedad. De aqui la necesidad de su desecacién en es-
tufa de una a dos horas. _ ,

b) Resulta conveniente que las cantidades con que se impregnan los
discos (fot, 8) no pasen de 0,02 c. c. (derecha), ya que si no, no se puede -
evitar la confusién de halos (izquierda); esto mismo sucede si se afiaden
los antibidticos sobre las siluetas ya montadas en la placa (centro).

¢) Se recomienda dar una ligera curvatura a los segmentos de la M
para obtener imigenes maés claras y definidas.

d) Untilizando las diluciones de las series A, By C no se observa ape-

" nas diferencia en el tamaifio de los halos, cuando se emplean cantidades

9
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de 0,02 c. c. para cada disco (fot. 9); es decir, que para concentraciones
comprendidas entre 1 — 4 U..0O./c. c. de penicilina y 2,5 — 10 gamas/c. c.
de los otros antibiéticos, influye mas en la disminucién del halo la can-
tidad de liquido afladido que la concentracién efectiva del antibiético,
por lo que definitivamente se establece 0,01 c. c. de liquido, exactamente
medido, para cada disco. ‘

e) Utilizando las diluciones de las cuatro series A, B, C'y D para la
cantidad de 0,01 c. c. por disco (fots. 10 y 11), se obtuvieron los resulta-
dos siguientes: ’

DIAMETROS COMPARATIVOS DE LAS ZONAS DE INHIBICION, EN MM., CON LOS DISCOS
IMPREGNADOS POR LAS DIFERENTES ASOCIACIONES Y CONCENTRACIONES

0o

CONCENTRACIONES

ASOCIACIONES
BIVALENTES DE A B c D
ANTIBIGTICOS 4 U. O./cc. | 2 U. O./ce. |1 U. 0./cc. 0,5 U. O./cc.
10 gam./cc.|-5 gam./cc. |2,5 gam./cc. |1,25 gam./cc.
Penicil. + Estrep. .... 29 26 25 17
Penicil. + Clorom. ... 28 26 25 20
Penicil. + Terram. ... 30 26 25 23
Estrep. 4+ Clorom. .... 14 13 0 0
Estrep. + Terram. ... 25 24 20 20

De aqui que se eligieran las concentraciones tipo A y C para utilizar-
las en la técnica, como diluciones limites entre las que puede fijarse la
sensibilidad de una cepa bacteriana, ya que en ellas se pueden apreciar
bien las diferencias en el tamafio y aparicién de los halos, como puede

- verse en la foto 12 que corresponde a estas concentraciones.

f) Es preferible realizar la preparacién de las siluetas impregnadas
de un modo extemporaneo y mantenerlas guardadas, bien secas y a haja
temperatura. ‘

g) Las diluciones mezcladas conservan su actividad a 2° — 0° du-
rante diez a doce dias (fot. 13), y las siluetas desecadas y mantenidas a
estas temperaturas’ pueden usarse durante treinta-cuarenta dias (fot. 14).

De todos estos ensayos, cuya realizacién y resultados hemos indica-

do anteriormente, hemos desarrollado la técnica que exponemos a con-
tinuacién, y con la cual hemos obtenido buenos resultados para los dis-
tintos gérmenes y productos patolégicos examinados.

10
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DESARROLLO DE LA TECNICA

En ella se pueden diferenciar las fases que a continuacién iremos des-
cribiendo:

a) Preparacion de los pdpeles impregnadas. Una vez cortadas las
siluetas y esterilizadas tal como se dijo anteriormente (a 165° durante
una hora en horno Pasteur), se impregnan con 0,01 de cada tubo de las
dos series de diluciones, y se desecan a vacio, sobre P,0,, y a la tempera-
tura de 18°. : _

Los tubos de. diluciones se preparan a partir de soluciones madre
que contienen una concentracién de antibiético determinada, mezclan-
dolas en el orden y cantidades que se indicaran seguidamente. ’

CARACTERISTICAS DE LOS ANTIBIOTICOS USADOS

MARCAS POTENCIA CONCENTRACION
Y CARACTE{RfSTICAS DE LOS ANTIBIOTICOS DE LAS SOLUCIONES

DEL PRODUCTO EMPLEADOS MADRES

Penicilina G. sélida cristali- :
zada. Merck ... ... ... ... ... 1.667 O. U./mgr. 800 U. O./c. c.

Dihidroestreptomicina, sulfa- )
to. Merck ... ... ... ... ... ... 800 gam./mgr. 2.000 gam./c. c.

Chloramfenicol - micromiza- .
do. Parke Davis ... ... ... 1.000 gam./mgr. 2.000 gam./c. c.

Aureomicina, clorhidrato.
Lederle ... ... ... ... ... ... 1.000 gam./magr. 2.000 gam./c. c.

Terramicina, clorhidrato.
Pfizer ... ... ... ... ... ... ... 925 gam./mgr. 2.000 gam./c. c.

Tetracilina, base pura. Bris- |

980 gam./mgr. 2.000 gam./c. c.

15



368

A. SOCIAS Y A. PORTOLES

- ESQUEMA DE LOS

ANTIBIOTIGOS

(8]

Penicilina... .

6

-1

Dihidroestrep. .....

Cloromicetina.. ...}

Auremicina ... ...

1 ce.

Terramicina ... ...

Teiracilina... vee Ve

Agua dest. est. ...

TUBOS

[ep}

-1

Diluciones de la
concentracién A. |

Agua des’p. est. ...

1,5

© 05

1,5

1,5

0,5 0,5

1,5 ' 1,5

- De cada uno de estos 42 tubos se colocan 0,01 c. c. de liquido sobre
cada disco, con lo cual se necesitan tres siluetas para las asociaciones
‘que van montadas sobre una placa cuadrada, y otra silueta mas un disco
para los antibidticos aislados. TFodo se dispone sobre tres placas, de modo
que el dignéstico de la sensibilidad para asociaciones bivalentes de anti-

16
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f

-TUBOS DE DILUCION

10 11 12 13 14. 15 16 17 - 18 19 20 21
—_ — — — — — 1 ce — — — — —
— — — — — — — 1 cc — — — —
<
=}
©
lee [ 1ce 1 ce. — — — e — 1 ce. — — — k3
g
— E— =
8l
1ce — —_ 1 ce 1cc — — — — 1ecc — — g !
sl
O
—_— 1 cc — 1cc — 1ce — — — - 1 ce — ‘
— — 1lec — 1ce 1ce — — — — — 1ce
—_ —_ — — — — 1 cc 1 cc 1ce 1cc 1 cc 1 cc
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 |®
N
- N S . . -g
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0.5 05 0,5 ‘;:
= [ R N R -
155 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 | 15 |=

biéticos, de un producto patolégico o germen determinado, se realiza
tal y como se puede apreciar en la fotos 15 y 16, correspondientes a un
micrococo Gram positivo y un bacilo Gran negativo, respectivamente, y
y cuyo antibiograma—que no interpretaremos porque sélo le indicamos
como ejemplo—es el que se indica:

17
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DIAMETRO EN MM. DE LOS HALOS DE INHIBICION
ASOCIACIONES
BIVALENTES Micrococo Gram positivo| Bacilo Gram negativo
ENSAYADAS - -
Dilucién A | Diluciéon B | Dilucién A | Dilucién B
Penicil. + Estrep. .... 23 24 0 0
Penicil. + Clorom. ... . 30 23 C 24 : 12
Penicil. + Aureom. ... 30 23 0 0
Penicil. + Terram. ... 26 25 0 0
Penicil. + Tetrac. ... 27 23 0 0
Estrep. + Clorom. .... 17 12 20 0
Estrep. + Aureom. ... 18 15 0 0
Estrep. - Terram. ... 23 . 18 =0 ]
Estrep. 4+ Tetrac. .... 26 16 0_ : 0
Clorom. + Aureom. ... 23 16 19 16
Clorom. + Terram. ... 24 17 19 15
Clorom. -+ Tetrac. ... 22 18 21 12
Aureom. + Terram. .. 24 18 0
Aureom. + Tetrac. ... 22 17 0
Terram. + Tetrac. ... 25 19 0
Penicilina ... ... ... ... 28 18 0 0
Estreptomicina ... ... 0 0 ' 0 0
~Cloromicetina... ... ... ‘ 18 11 18 16
Aureomicina ....... 16 ‘ 13 0 ’
Terramicina ... ... ... 20 13 0 0
. Tetraciclina.. ... ... ... 23 21 0

- Como puede verse, la proporcionalidad entre los halos y las concen-
traciones varia para cada asociacién de antibiéticos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La técnica anteriormente descrita, que si bien no da la tasa de sens!-
bilidad absoluta, permite, sin embargo, establecer qué asociacién de an-
tibiéticos es la mas eficaz para un germen de una determinada resisten-
cia al tratamiento por antibi6ticos, ya que éste serd inhibido mas o
menos segun su sensibilidad a la asociacién. '

18
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Esta interpretacién de resultados podrd hacerse con respecto a dos
puntos de vista: '

a) Considerando a la asociacién como antibiético complejo, cuya efi-
cacia se desea conocer, frente al germen o gérmenes que se investigan,
se puede usar de la pauta que indicamos a continuacion.

DILUCION A DILUCION B CALIFICACION
i ASIGNADA AL GERMEN
REPRESEN- | REPRESEN- QUE SE INVESTIGA
Halo en mm. TACION Halo en mm.; TACION
Mds de 25 + o+ o+ De 25 a20 &+ + Muy sensible.
De 25 a 20 + 4 De 19 a 12 -+ Sensible.
' Moderadamente resis-

De 19 a 12 + Menos de 12 +

- = tente.
Menos de 12 + Ninguno — Resistente.

Ninguno —_ Ninguno i —_ ‘| Muy resistente.
]

~ b) Considerando aisladamente los antibiéticos, para ver cudl de ellos
potencializa mejor la accion de los otros, asi podremos hablar de que una
asociacion presenta sinergismo cuando los halos correspondientes a esta
asociacion tienen mayor didmetro que los obtenidos para cada uno de
los antibiéticos que la forman, cuando se utilizan por separado. La aso-
ciacién es indiferente cuando los halos con ella obtenidos son iguales a
los de la sustancia mas activa de las utilizadas aisladamente. Y, por 1ul-
‘timo, hay antagonismo cuando los halos de la asociacién son menores .
que los del antibi6tico mas activo de los usados separadamente. :

¥

CONCLUSIONES ~

Aplicada esta técnica para mas de un centenar de exdmenes bacterio-
logicos, se han comprobado las ventajas de la forma y disposicién de las
siluetas, evitando las confusiones, a pesar de ser 42 las diluciones que
intervienen, asi como también su manejabilidad y rapidez de'colocacién.

Con el uso de estos discos miultiples se reduce el tiempo y el trabajo,
asi como las posibilidades de contaminacién, ya que la operacién de im-
plantar tales siluetas reduce en cinco veces la labor de los discos con-

19
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" vencionales, y con relacién a los métodos de dilucién se consiguen los
resultados en la mitad de tiempo.

Las relaciones de difusién de las distintas asociaciones en el medio
son méas uniformes, y, por tanto, se hace mejor la comparacién de resul-
tados. ’

Estudiada la técnica sobre gérmenes aislados de infecciones del apa-
rato génito-urinario y sobre diferentes productos patolégicos, se obtu-
vieron resultados que permiten afirmar se trata de un método que, aun
con los inconvenientes apropiados a estas técnicas de tantas variables,
se puede considerar altamente satisfactoria como investigacién de ruti-
na, pudiéndose sefialar por este procedimiento el tratamiento antibiético
més activo en el menor tiempo posible, a la vez que, si no esquemas fijos,

- si indicar el sentido del sinergismo o antagonismo de las diferentes aso-
ciaciones bivalentes. :

Usando las dos concentraciones establecidas, se puede obtener una
relativa idea del estado cuantitativo de la resistencia o sensibilidad a las
asociaciones que se ensayan.

RESUMEN

Se describe un nuevo tipo de discos de papel impregnado, para deter-
minar la sensibilidad bacteriana a diferentes asociaciones bivalentes de
antibiéticos. ]

Estos discos se han proyectado en silueta miltiple, para sobre una mis-
ma pieza de papel ensayar cinco asociaciones distintas.

’ Las ventajas de estas técnicas son discutidas e ilustradas.

SUMMARY

In this paper, a new type of paper-impregnated disc for determining
bacterial sensivity to diferents bivalents associations of antibiotics is des-
cribed.

These discs are projected in multiple siluete, on the same piece of
paper, to impregnate five different association.

The advantages of this technique are discussed and illustrated.

20
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INSTITUTO DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL
SECCION DE MICROBIOLOGIA DE MADRID

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE LAS FORMAS «'L,»
Y FILTRABLES DEL AGROBACTERIUM TUMEFACIENS
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. - . - ! 02 oo
M. Rusio Huertos (*) vy P. R. DESJARDINS (%)

INTRODUCCION

Desde el descubrimientos de las formas «L» por Klieneberger-No-
bel (3) se ha comprobado que gran numero de especies bacterianas se
reproducen, bajo especiales circunstancias, por medio del llamado ciclo
«Ly», con sus diferentes fases pleomoérficas, una de las cuales, la fase fil-
trable, recientemente demostrada, ha venido a afiadir interés al estudio
de esta forma de reproduccién en las bacterias. La obtencién, observa-.
cién al microscopio electrénico y descripciéon de las formaciones «L» y
filtrables en el Agrobacterium tumefaciens y una discusién sobre el pa-
pel que puedan jugar estas formas en la produccién de tumores, consti-
tuye el objeto de este trabajo.

MATERIALES Y METODOS

" Hemos empleado la estirpe B 38 del A. tumefaciens que nos fué ama-
blemente cedida por el doctor D. E. Munnecke, dei ‘«Dept. of Plant Pa-
thology. University of California. Los Angeles», el cual probé la pato-
geneidad de la misma. Como medio de cultivo, al principio, empleamos
agar, patata, dextrosa que va muy bien para la bacteria normal, pero
para la obtencion de las formas «L» nos dié mejor resultado el agar caldo
corriente, empledndolo siempre en tubo inclinado. La induccién de las

(¥) Becario del «Institute of International Education» en U. S. A.
(**) Department of Plant Pathology. University of California. Riverside (Ca-
lifornia) U. S. A.
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formas «L» a partir de un cultivo normal, la realizamos por medio de
soluciones de glicina anhadidas al medio de cultivo una vez inoculado con
la bacteria. Empleamos soluciones de 5 a 1 por 100 en agua destilada,
esterilizando dichas soluciones en autoclave a 120° C. durante media hora.
Para seguir la marcha del paso de formas normales a formas «L» to-
mamos muestras a diferentes intervalos, haciendo examen con el micros-
copio 6ptico por medio de tinciones simples (violeta de genciana, fuchsi-
na), algunas veces tincién de Gram y observaciones en gota pendiente.
Las preparaciones para el microscopio electrénico fueron hechas suspen-
diendo las bacterias normales o las formas «L» en agua destilada y de-
positando una gota de la suspensién sobre la rejilla-porta del microscopio
electrénico recubierta con un film de parlodion; se dejaron secar al aire
. (desecamos algunas al vacio, congelando con nieve carbénica) y se som-
- brearon con paladio a un angulo de 23-24°. Algunas ‘de las prepara-
ciones fueron hechas depositando el espécimen por medio de la técnica
de Hartman y colaboradores (2) de dispersién en capa monomolecular
de proteina.
Hemos empleado un microscopio electrénico R. C. A. de 50 y 100 Kv.,
modelo 1956, del laboratorio de la «Citrus Experimental Station. Univer-
sity of California. Riversidey.

RESULTADOS

A la media hora de haber sido sembrados con el A. tumefaciens los
tubos de agar caldo inclinados, les afiadimos una solucién estéril de gli-
cina al 1 por 100, a unos, y al 5 por 100, a otros, poniéndoles en estufa
a 25° C. ‘

A las veinticuatro horas, en los tubos que habian recibido la solucién
de glicina al 5 por 100, el crecimiento habia sido inhibido por completo.
En los tubos que recibieron una solucién al 1 por 100 se pudo apreciar
el crecimiento de colonias muy pequefias, transparentes y redondas, muy
abundantes, y en la parte superior del tubo, es decir, en el lugar del
medio de cultivo méas-alejado de la solucién de glicina, algunas colonias
blanquecinas.

La observacion en el microscopio 6ptico de preparaciones de las dis-
tintas colonias en tinciones simples, nos mostré que las colonias trans-
parentes estaban formadas, en su mayor f)arté, por formas intermedias,
es decir, las de paso entre forma normal y forma «L» redonda o cuerpo
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globoso, encontrando también alguna forma normal y alguna forma re-
, donda, y que las colonias blanquecinas estaban formadas exclusivamen-
te por formas normales.

A las cuarenta y ocho horas pudimos observar que en las colonias
transparentes no aparecian ya formas normales, y que, al lado de alguna
forma intermedia predominaba la forma redonda o globosa, muy grande
con respecto al tamafio normal de la bacteria.

Desde los cuatro a los ocho dias se ven aparecer, hasta predominar
totalmente, formas granulares muy pequefias, que a veces son casi im-
posibles de distinguir. ‘ ,

Al mismo tiempo que estas observaciones con tinciones, se hicieron
otras en gota pendiente y al microscopio electrénico; del conjunto de
estas observaciones, principalmente de las del microscopio electrénico,
nos hemos valido para explicar la morfologia de las diferentes formas.

Formas intermedias: la de paso. desde la forma normal a la forma
«L» madura, se producen como en otras bacterias estudiadas anterior-
mente (7, 8), es decir, por abultamientos polares o laterales de la forma
normal (fig. 1, A, B), habiendo encontrado, ademaés, una forma no obser-
vada anteriormente, con dos abultamientos polares como en ramifica-
cién (fig. 1, C). Estas forias conducen a la forma redondeada, esférica
mejor dicho (formas «L» intermedias),.con un nucleo central opaco a los
electrones y a veces con flagelos (fig. 1, D), Estas formos tienen una mem-
brana bien definida; de aqui, y por fragmentacién de la parte central en
pequefios granulos, se pasa a una forma globosa de mayor tamafio, més
transparente a los electrones, y que se tifie menos con los colorantes co-
rrientes (fig. 1, E). Por lisis o rotura de la fina membrana de estas for-
mas quedan en libertad los pequenos granulos que constituyen las for-
mas filtrables (fig. 1, F). ' :

Fia. 1.
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DISCUSION

Como hemos visto, los resultados obtenidos por induccién con glicina
apenas difieren de aquellos hallados trabajando con otras bacterias (7),
especialmente con aquellas mas afines, segtn la reciente clasificacién del
«Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology», como son el género
Rhizobium. La formacién sigue los mismos pasos, v, ademds, -en este
caso hemos podido observar con mayor claridad en las microfotografias
con el microscopio alectrénico la presencia de las formas filtrables dentro
de los cuerpos «L» grandes, asi como su liberacién por lisis de los mismos.

También nuestras observaciones vienen a confirmar las realizadas por
Levine (4) en 1925, también en el A. tumefaciens, en que vié cémo de la
forma bacilar pasaba a una forma lenticular que a veces daba diminutos
cuerpos esféricos, y que resembradas estas formas lenticulares en un
medio estéril regeneraban la forma bacilar. Levine interpret6 la apari-
cién de cuerpos lenticulares como formacién de esporas, como sabemos
ahora, equivocad-aniente, y maés tarde en sus numerosos trabajos sobre
el A. tumefaciens no volvié a mencionar estas observaciones.

En el mes de enero de 1955 uno de los autores (7) demostré por mi-
croscopia electrénica la presencia de una membrana en las formas «L»
(«Liarge bodies») producidas por Proteus vulgaris, Rhizobium y Pseudo-
monas fluorescens. En agosto del mismo afio, Stempen (9), observando
las formas «L» de Proteus vulgaris, vino a confirmar la presencia de di-
cha membrana en estas formas por medio de tinciones especificas y con
el microscopio de contrastes de fases. Radler y Rippel-Baldes, en un re-
ciente trabajo’ (6); también sobre Proteus vulgaris, dicen, por el contra-
rio, que las formas «L» no poseen dicha membrana, y que son, las por
ellos llamadas formas de involucién, las que poseen una membrana po-
siblemente doble. .

Las observaciones realizadas por nosotros en el presente trabajo, mues-
tran claramente la presencia de una membrana en las formas «L» en di-
‘ferentes estados del ciclo. Asi, en las formas globosas («L» intermedias)
de nicleo compacto, esta membrana aparece similar a la que posee la
célula bacteriana normal (fig. 2, 3), haciéndose mas fina y elastica en las
formas «L» grandes, en las cuales el nticleo se encuentra dividido en gra-
nulos (fig. 3, 5). En algunos casos esta 'membrana se abre por uno de sus

“lados o se lisa totalmente, liberandose las formas filtrables (fig. 6). Por:

4
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tanto, creemos que la asercién de Radler y Rippel-Baldes de que las for-
mas «L.» no poseen membrana, y si la tienen las formas de involucién, es
mas bien una cuestion de vocabulario.

La presencia de una forma filtrable en el A. tumefaciens es de un es-
" pecial interés, pues podria explicar algunos de los hechos tan oscuros
que existen en la génesis de los tumores secundarios, en los cuales no se
encuentran bacterias (se consideran estériles), y cuya formacién se ha
interpretado, sin llegar a nada conclusivo, de distintas formas, principal-
mente como inducidos por productos del metabolismo de las bacterias)
en especial sustancias de tipo hormonal de crecimiento, actuando en el
tumor primario. )

Si pensamos que las formas filtrables pueden ser facilmente llevadas
poi‘ la corriente circulatoria, e incluso que puedan pasar de una célula
a otra a través de los plasmodesmos, podemos imaginar la formaciéon de
tumores secundarios como causados por estas formas que no volverian
a‘la forma normal, y que, por lo tanto, serian invisibles en los examenes
con microscopio corriente y de muy dificil cultivo en los medios que han
sido empleados hasta ahora para comprobar-la preseﬁcia de microorga-
nismos en dichos tumores secundarios.

Damos las gracias al doctor D. E. Munnecke, del «Dept. of Plant Pa-
thology. U. of California», Los Angeles, por cedernos los cultivos de
A. tumefaciens. Al doctor R. W. Woods, «College of Medical Evangelists»,
Loma Linda, California, cuyo aparato de sombreado para el microscopio
electrénico nos dejé amablemente usar para todas nuestras preparacio-
nes, y al sefior C. T. Lange por su asistencia técnica. - '

RESUMEN

Se describen las formas «L» y filtrables de Agrobacterium tumefa-
ciens inducidas por solucién de glicina al 1 por 100, habiéndose obtenido
microfotografias electrénicas de las mismas.

Se discute la posibilidad de que las formas filtrables jueguen un papel
en la formacién de tumores secundarios.
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SUMMARY

The «L» and filterable forms of Agrobacterium tumefaciens induced
by 1 por 100 glycine solution are described and Electron micrographs‘
of these forms are shown. :

" The possibility of a role played by the filterable forms in the forma-
tion of secundary tumors is discussed.
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: Fic. 2.
Forma normal. Cultivo de 26 horas depositado por capa monomolecu-
lar de proteina. 50 kv. — X 21.600.

Fia. 3.
A la izquierda, una forma intermedia de nicleo compacto y fla-
gelo; a la derecha, forma «L» grande con granulos dentro. De-
positada por gota. 100 kv. — X 15.000.

Fia. 4.
Dos formas «L» grandes mostrando granulos (formas filtrables) dentro.
Depositado por gota. 100 kv. — X 18.940.



FiG. 5.
Forma intermedia con flagelos. Depositado por gota. 100 kv. — X 30.000.

Fic. 6.

Formas filtrables liberandose por lisis de la forma «L» grande. De-
positado por gota; desecado al vacio, congelando con hieve carbdnica.
100 kv, — X 22.350.
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EL BACILLUS SUBTILIS COMO FLORA NORMAL
DEL PIMENTON

POR

A. Socias y J. PirEz SiLva.

Al verificar el andlisis microbiolégico de unas aceitunas alifiadas en °
conserva, las cuales sufrian una cierta alteracién al cabo de algtn tiempo
de ser envasadas, encontramos en gran. canti‘dad un bacilo aerobio,
Gram-positivo, productor de endosporos y, por consiguiente, pertenecien-
te al género Bacillus. ’ '

Con animos de averiguar la procedencia de este microorganismo em-
prendimos una serie de analisis, ocupandonos primeramente de las acei-
tunas antes de ser alifiadas, en éstas sélo encontramos levaduras y Lacto-
bacillus; este resultado nos hizo pensar que el microorganismo en cues-
tién era introducido al afadir el alifio. En efecto, cuando realizamos el
analisis del alifio encontramos en abundancia el bacilo, aunque ademas
existian otros microorganismos, principalmente mohos y levaduras, pero
en cantidad insignificante. -

Comeo el alifio a que nos referimos consta de varios 1ngred1entes tuvi-
mos que analizar separadamente cada uno de ellos, y, como resultado de
este analisis, llegamos al conocimiento de que dicho bacilo se encontraba
con relativa abundancia en el pimentén. ’

Con el fin de evitar la alteracién de las aceltunas decidimos emplear
para la confeccion del alifio pimentén de otra procedencia, pero, al hacer
el analisis previo de una nueva muestra, nos encontramos con que llevaba -
también el mismo bacilo.

Este hecho nos movig-al estudio de d1st1ntas muestras de pimentén
procedentes de varias provincias de Espafia con el propésito de comprobar
si se trataba de una bacteria que se encuentra normalmente en este con- -
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dimernito. En efecto, los resultados de las experiencias que a continuacién
describiremos confirmaron nuestras sospechas, puesto que en todas las
muestras analizadas- hemos encontrado el mismo bacilo.

MATERIAL

Como es sabido, ‘el pimentén es una sustancia pulverulenta de color
rojizo, que es utilizado desde muy antiguo como condimento en las salsas
y comidas y como conservador de embutidos. -

Se fabrica el pimentén a partir de los pimientos rojos; éstos se secan
previamente al sol en lugares bien ventilados, luego se separa el pericar-
pio de las semillas, cdliz y pedinculo, y, por tltimo, se reduce a polvo en
molinos adecuados.

Para nuestros trabajos hemos elegido siete muestras de pimentén pro-
cedentes de las principales provincias productoras.

- Las muestras analizadas son las siguientes:

Procedente de Murcia (dulce).
Procedente de Murcia (picante).
Procedente de Albacete (dulce).
Procedente de Albacete (picante).
Procedente de Caceres (dulce).
Procedente de Caceres (picante).
Procedente de Sevilla (dulce).

GUks W o

N

MEDIOS

Hemos utilizado los siguientes medios de cultivo:
Czapek-sacarosa al 10 por 100.
Czapek-maltosa al 3 por 100.
Agar comun. '
Agar-malta.

TECNICAS

‘Para conseguir el aislamiento hemos hecho una suspensiéon de pimen-
tén en solucién salina estéril y luego hemos sembrado con el asa de
platino en placas de Petri de los cuatro medios de cultivo ya indicados.

" Incubamos las placas indistintamente a 25° C. o a la temperatura del
laboratorio. ‘ ’
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RESULTADOS |

A las veinticuatro horas de incubacién no se observa desarrollo alguno
en las placas de Czapek, mientras que en las de agar comin y agar-malta
ya se pueden observar colonias bacterianas, aunque muy pequenas to-
davia. . - ' '

A las cuarenta y ocho horas se puede apreciar desarrollo microbiano
en todas las placas:

En Czapek-sacarosa al 10 por 100 se forman unas colonias pequenas,
muy rugosas, de aspecto de miga de pan, que al principio son incoloras
pero con el tiempo se van pigmentando de pardo unas veces; en otros
casos producen abundante mucilago incoloro y brillante. En preparaciéon
microscépica de estas colonias (fig. 6) podemos.observar unos bacilos
Gram-positivos, de extremos redondeados, que miden aproximadamente
0,8 micras por 3 micras. Casi todas las células presentan un endosporo

_elipsoidal que en la mayoria de los casos es central, aunque hay algunos
-de posicién paracentral.
En Czapek-maltosa al 3 por.100 hay un crecimiento analogo al anterior,
" pero las colonias son mucho méas pequefias. La morfologia microscépica
es idéntica que en los cultivos en Czapek-sacarosa al 10 por 100.

En agar comun se desarrolla el bacilo, dando lugar a dos tipos de
colonias: @) Una muy brillante y mucosa, hemisférica, que a las setenta
y dos horas de incubacién alcanza de 8 a 10 mm. de didmetro (fig. 1) y
qu/e en preparacién microsccépica deja ver unos bacilos Gram-positivos
que miden aproximadamente 0,9 micras por 3,5 a 4 micras y que estin
rodeados por una capsula mucosa; suelen estas aislados o formando cor-
tas cadenas de 3 a 4 elementos (fig. 8). b) El otro tipo de colonia (fig. 1) es
algo rugosa e irisada, mucho mas plana que la anterior, y a veces forma
en su centro una depresién en forma de crater;. el didmetro de estas
colonias oscila entre 5 y 6 mm. a las setenta y dos horas de incubacién.
En preparacién microscépica se observan unos bacilos de forma y tamafio
igual a los de las colonias mucosas, pero estidn. iotalmente desprovistos
de capsulas. ' )

En bastantes casos se pueden observar colonias de tipo intermedio
entre los dos anteriores; dichas colonias tienen un centro alto y mucoso,
mieniras que los bordes son p}ahos, rugcesos y con 1risaciones (fig, 1).

En las placas de agar-malta crecen unas colonias (fig. 2) blancas, crate-
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riformes y muy rugosas, que, observadas con mas de diez aumentos,
presentan (figs. 3, 4 y 5) una superficie de aspecto azucarado. El olor del
cultivo en este medio es peculiar, muy parecido al olor del café con leche.
La morfologia de los bacilos es algo diferente a la que presentan en agar
comin: son algo mas cortos y mas gruesos. Cuando el cultivo es joven,
los bacilos presentan una capsula muy mucosa o filamentos mucoides,
como se puede apreciar en las figuras 9 y 10; pero cuando el cultivo tiene
ya més de cinco dias, se aprecian bacilos esporulados, cuyo aspecto es
igual que en la figura 7.

Ademas de los datos anteriores, nos parecié interesante hacer el re-
cuento de bacilos vivos por gramo de pimentén, para lo cual hemos usado
las técnicas corrientemente empleadas en Bacteriologia del suelo, basan-
donos en la analogia existente entre las particulas de pimentén y las de
una muestra de tierra seca. )

Sembramos en placas de agar comin y de agar-malta, incubamos a
25° C. y verificamos el recuento de colonias a las cuarenta y ocho horas.
Obtuvimos los resultados que a continuacién exponemos:

MUESTRA GRAMO DB PIMENTON
Murcia (dulce) 1.204.000
Murcia (picante) -~ 1.099.000°
Albacete (dulce) T 840.000
Albacete (picante) | 1.355.000
Caceres (dulce) 630.000
Caceres (picante) 1.855.000
Sevilla (dulce) 1694000

. CLASIFICACION

-

Para la identificacién del bacilo hemos seguido las claves de Bergey (2)
v las técnicas y claves recomendadas por Smith, Gordon y Clark (10),
segun las cuales hemos llegado a la conclusién de que se trata del Bacillus
subtilis. '

4 -
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~ Las caracteristicas que nos han servido para la determinacién son
las siguientes: .

Bacilos de 0,8 a 1 micra por 3 a 3,5 micras que se presentan aislados
o en cadenas cortas. Extremos redondos. M6vil. Gram-positivo; cuando
se tifie débilmente se pueden distinguir unas pequefas granulaciones en
el citoplasma. Presenta dos variantes: una con capsula mucosa y otra
sin ella. . _

Cuando se cultiva en agar glucosado, los bacilos alcanzan mayor
longitud (de 7 a 10 micras) y las granulaciones citoplasméaticas son méyo-
res que cuando es cultivado en agar comin. - »

Produce rdpidamente endosf)oros ‘elipsoidales de 0,5 a 0,8 micras
por 1,5 micras de posicién central o paracentral. El didmetro de estos
endosporos nunca es mayor que el de la célula vegetativa.

Cultivado en agar comin, produce abundante crecimiento, que suele
ser mucoso al principio, pero luego las colonias se vuelven rugosas, exten-
diéndose sus bordes en un crecimiento plano, rugoso y veteado.

En tubos de caldo comtn se desarrolla en la superficie, permaneciendo
el medio casi transparente; en la superficie del medio se forma un ligeri-
simo velo que, al agitar, se deshace en grumos.

Produce acetil-metii-carbinol. Hemos hecho esta prueba a las cuaren-
ta y ocho, sesenta y dos y noventa y seis horas de incubacién a 28 C,

‘afhadiendo al cultivo un volumen igual de sosa al 40 por 100 con o sin la
adicién de creatina; la reaecién fué siempre positiva, pero la coloracién
roja no aparecia inmediatamente, sino después de diez a veinte horas a la
temperatura del laboratorio.

. Reduce los nitratos a nitritos. )

Crece bien en agar comun y en caldo comtun a pH=6.

Hidroliza rdpidamente el almidén, la gelatina y la caseina.

Es francamente hemolitico. _ . ,

Forma &cido sin gas a partir de la arabinosa, xilosa, glucosa, fructosa,
mannosa, maltosa, sacarosa, glicerina, manitol, dextrina, inulina, salicina
y lactosa. No forma 4cido a partir de la galactosa, ramnosa y rafinosa.

DISCUSION

Hemos elegido las muestras de pimentén procurando que fueran
procedentes no sélo de las principales provincias productoras, sino tam-
bién que estas provincias sean distanciadas entre si con el fin de eludir

@
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el error que pudiera encerrar una generalizacién; nos falta, sin embargo,
estudiar el pimentén de La Rioja, pero, hasta el presente, no nos ha
sido posible conseguir muestras de esta regién. »

Explicamos la presencia del B. subtilis en el pimentén segun la
siguiente hipétesis: Dado que el B. subtilis se encuentra en todos los
suelos de labor, puede pasar facilmente a los pimientos, sobre los que se
desarrolla activamente durante el tiempo en que el fruto permanece,
expuesto al sol, secdndose hasta que la pérdida de agua consiguiente
impida el desarrollo vegetativo; entonces esporul'a quedando los endos-
poros adheridos a las partlculas ‘de pimentén después de la molturacién
de los pimientos.

Seguramente los nimeros qﬁle nosotros hemos obtenido del analisis
cuantitativo son inferiores al ntiimero real de bacterias vivas por gramo -
de pimentén, puesto que, como ocurre en el recuento de bacterias del -
suelo, una colonia puede corresponder a varios endosporos que Se en-
cuentren adheridos a la misma particula de pimentén. Ademaés, estas
cifras, por ahora, tienen relativa importancia porque, seglin nuestra hip6-
tesis, dependen del perfodo de tiempo que permanezcan htimedos los
pimientos; este tiempo dependera, a su-vez, de varios factores, como son
" la humedad atmosférica, la nubosidad, la temperatura, etc.

Si compaginamos los conocimientos que hemos adquirido a lo largo
de este trabajo con los hechos que encontramos descritos en la literatura
concerniente al caso, surgen inmediatamente dos cuestiones: 1.* ;Es
el B. subtilis el que determina ciertas propiedades del pimentén como
condimento y como conservador? 2.* La adicién de pimentén ;es eficaz
en todos los casos? ' _ '

La p'rimera cuestién surge de los trabajos de Jordanoff (7) y Dold y
*Knapp (4), en los que se le atribuye al pimentén un marcado efecto anti-
bacteriano, al relacionarlos con una serie de recientes trabajos, como son
los de Cercos (3), Gupta (5), Hassall (6), Landy (8), Tsukamura y Yasu-
tami (11) y Alexopoulos, Arnet e Intosh (1), en los que se demuestra que
el B. subtilis produce una serie de sustancias inhibidoras del crecimiento
no sélo de bacterias, sino también de ciertos hongos. Actualmente nos
encontramos verificando trabajos encaminados a la resolucién de esta
cuestion, cuyo resultado ‘comunicaremos en una nueva publicacién.

También creemos légico suponer qué el B. subtilis desempena algliin
papel en la serie de transformaciones quimicas que Martinez Garcia (9)



«B. SUBTILIS» COMO FLORA NORMAL DEL PIMENTON 389

ha demostrado que tienen lugar durante el periodo de desecacién de los
pimientos. ]

La segunda cuestion se deriva del hecho cierto de que el pimentén se
viene usando como conservador eficaz de numerosos -alimentos, pero‘en
algunos casos es contraproducente, como ocurre en lds aceitunas alihadas
que nosotros hemos analizado, en las que encontramos al B. subtilis,
introducido con el pimentén, como el causante del reblandecimiento que
se opera en las aceitunas. . . :

Ademés del B. subtilis hemos aislado del pimentén otros dos micro-
organismos: un coco Gram-positivo y un moho del género Mucor. El
primero surgié sélo en alguna de las placas con pimentén dulce de Alba-
cete en una proporcién unas cien veces menor que el B. subtilis. El
Mucor aparecié solamente en la muestra de pimentén sevillano, también
en muy baja proporcion. Por su poca abundancia y, sobre todo, porque
no se encuentran en todas las muestras de pimentén, consideramos acci-
dental la presencia de estos dos microorganismos. ’

CONSECUENCIAS

1.—FE1 Bacillus subtiiis se encuentra con relativa abundancia en las
“siete muestras de pimentén que hemos analizado.

2.—Es posible que el pimentén deba ciertas propiedades antifermen-
tativas a productos metabélicos del B. subtilis. _

3.—Es extrafio que un producto que contiene abundantes microorga-

nismos vivos activamente hidroliticos, se emplee como conservador
de alimentos.

RESUMEN

Hemos estudiado siete muestras de pimentén y en todas ellas hemos
encontrado con relativa abundancia una bacteria que identificamos como
Bacillus subtilis.

SUMMARY

Seven samples of paprika have been studied and in all of them a rela-
tively abundant bacterium have been found. This bacterium has been
studied and identified as being Bacillus subtilis.
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Fic. 1.

Siembra de pimentén en placa de agar comun. Cultivo de cuatro dias. Se
pueden apreciar las colonias de tipo mucoso, tipo rugoso y colonias intermedias.

Fig. 2.

Siembra de pimentén en placa de agar-malta. Cultivo de cuatro dias, donde
se pueden ver las colonias crateriformes.



Fia. 3.

FiG. 4.



FiGs. 3, 4 Y 5.
Colonias crateriforme$ vistas con mayor aumento.
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Fic. 6.
B. subtilis. Cultivo de seis dias en Czupek—sacarosu al 10 por 100.



Fic. 7.

B. subtilis. Extension de colonia rugosa irisada, a los tres dias de incubacién
en agar comun.

Fia. 8.
B. subtilis. Extension de colonia mucosa a los tres dias de incubacion
en agar comun,



F:cs. 9 y 10.
B. subtilis. Extension de colonia mucosa a los tres dias de incubacion
en agar-malta.
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INTRODUCCION

En nuestros trabajos con el género Rhizobium, nos encontramos con
un bacilo dos o tres veces mayor que éste, capaz de infectar las legumi-
nosas, de cuyos nédulos fué aislado junto con la forma normal.

Revisando la bibliografia, vimos que Bisset y Hale (1951) y Bisset
(1952) lo citan como Rhizobium, aunque tiene caracteristicas totalmente

' diferentes; entre otras, el qu posee endosporas resistentes a la ebulli-
cién; Kleczkowska (1950) también lo cita como Gram positivo.

Viendo estas grandes diferencias, se pens6 hacer el estudio de la ac-
cién de la luz U. V. sobre ambas formas. '

PARTE EXPERIMENTAL

Disponemos de una estufa de luz ultrdavioleta que nos ha sido cedida
por la casa Siemens, a la que sinceramente agradecemos su colaboracién.

La estufa posee las siguientes caracteristicas, segtin informe del Ins-
tituto «Daza de Valdés» de Optica (Seccién de Fotometria y Colorime-
tria), del C. S. 1. C.:

Estufa con dos ldmparas de mercurio de Sylvania, de tipo germicida
de 15W. Las paredes de la estufa estan recubiertas por planchas de alu-
minio.

Método y medidas realizadas.

Se ha medido la irradiacién que recibe un punto en el centro de la
eStufa, con los dos estantes de plexiglds puestos. Para ello, se ha emplea-
do una termopila, que se ha dirigido en varias direcciones, una vez situa-

1
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da en el centro de la estufa. Como se obtenian valores de irradiancia muy
aproximados, hemos supuesto que la irradiancia sobre un punto en el
centro de la estufa estd compuesta por dos sumandos:

Uno constante, y que es igual para cualquier punto interior de la
estufa, y es debido a la energia procedente de todas las paredes, debida
a las interreflexiones. Como para un angulo sélido de 20- x 45° (que-es
el de recepcién de la termopila), resultaron 1,45 W. X m?, integrando
en todo el espacio, resultd que esta irradiancia es igual a 68,7 W. por m?.

El otro es la energia recibida por el punto directamente de las lam-

. paras, que medida resulté ser de 5,23 W. por m? para cada ldmpara, es
decir, de 10,5 W. por m? entre las dos. ‘

Resultados obtenidos.

De las medidas descritas en el parrafo anterior se deduce que la ener-

gia recibida por un punto situado en el centro de la estufa es un total
de 79,1 W. por m*.
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Segtn se ha encontrado en los catdlogos, las lamparas del-tipo de las
que se usan en esta estufa emiten el 90,4 por 100 de su energia total en la



LA LUZ ULTRAVIOLETA SOBRE LOS «RHIZOBIUM» 399

rava de mercurio de longitud de onda 2537 A y, por tanto, de la ener-
gia interior solamente es energia en el ultravioleta y con poder germi-

" cida de 71,5 W. por m?.
‘Como se sabe, el maximo del poder germicida de la radiacién estd

hacia los 2600 &, v en raya de mercurio antes citada la eficiencia ger-
micida es de 0,96.
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Por tanto, la efectividad germicida de la estufa serd 68,6 W. equiva-
lentes por m?, o bien expresado en mlw, como a veces se hace, 68.600mlw
equivalentes-por m?2.

Disponemos también de una coleccion de filtros Necron, que dejan
pasar cada uno una determinada longitud de onda. Las graficas 1 y 2
. indican las caracteristicas de los filtros primero y tultimo de la coleccitn.

Estirpes de Rhizobium y procedencia.

De las estirpes de Rhizobium de nuestra coleccién, elegimos aquellas
que mostraban caracteristicas menos afines entre ellas, para comprobar
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si estas mismas diferencias se reflejan al actuar sobre ellas la luz ultra-
violeta.

Estirpe§ Procedencia Carta
Ne 1 Trifolium incarnatum Ne1
» 3. Vicia sativa » 2
» 4 Medicago sativa » 3
» 5 Lupinus angustifolius » 4
» 10 Lens sculenta , » 5

Experiencias de tanteo.

.

Como la estufa de que disponemos, anteriormente descrita, emite una
longitud de onda de poder bactericida y sé6lo queremos provocar muta-
ciones en los Rhizobium, hacemos uso de los fil'ros 1 y 7 (graficas 1 y 2),
que s6lo dejan pasar una longitud de onda de 340 mm. en adelante.

' Hicimos ensayos para encontrar el momento en que se produjera al-
guna alteracién en las bacterias, para lo cual hicimos una suspensién en
agua destilada estéril de cada una de las estirpes, sembramos en placas
Petri que contenian medio 79" agar, e inmediatamente las sometimos a la
acciéon de la luz ultravioleta. ] '

Empezamos por un tiempo de irradiacién de cinco minutos, aumen-
tando de 5 en 5 hasta llegar a 100".

Pusimos las placas a cultivar en estufa de 25°; a los cinco dias tanto
las placas irradiadas bajo la proteccién del filtro nam. 1, como las irra-
diadas bajo la proteccion del filtro nim. 7, tenfan crecimiento normal,
y al observar al microscopio comprobamoes que no habian sufrido ningu-
na modificacién en su morfologia.

Entonces las sometimos directamente a la accién de la lampara, em-
pezando por 5" y aumentando de 5 en 5 hasta 110". -
A los cinco dias de cultivo en estufa de 25° aparecieron colonias tipi-
cas de estas estirpes, que disminuian de tamafto y en ntimero segin iba
aumentando el tiempo de irradiacién, llegando a ser practicamente nulo
su crecimiento a los 105"

Al observar al microscopio vemos que hasta los 35 no se producia
ninguna modiacacién en su-forma. De los 40’ a los 100’ se mostraban
muy polimorfos. Unas estirpes disminuyen de tamafo tomando un as-
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- 2
pecto cocoide, siendo tanto més pequefio cuanto mayor es el tiempo de
irradiacién. Otras aumentan de tamafo, tomando una forma cuadran-
gular.

Proceso evolutivo.

Estudiamos el proceso evolutivo de estas formas sembrando e irra-
diando en las mismas condiciones que d131mos anteriormente, y hacien-
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%

do preparaciones de los cultivos periédicamente, hasta sorprender el mo-
mento en que se produjeran estos cambios. Comprobamos que en los
Rhizobium normales la dlsmlnucwn de tamafo se produce durante el
tiempo de irradiacién. .

En las formas que nosotros llamamos gigantes se producen el siguien-
te ciclo, que detallamos en el grafico nim. 3, reconstituyendo los distin-
tos estadios que hemos visto en las preparaciones al microscopio corrien-
te, microscopio de fases y microscopio electrénico, y que recogemos en
las fotografias del 1 al 15.

De una forma bacilar, de bordes redondeados, con un protoplasma

GRAFICA 3.

ut
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vhomogén;o Yy a veces con masas internas mas opacas (se tifien més fuer-
te con los colorantes bésicos, y al microscopio electrénico son mas opacas
a los electrones), que probablemente corresponden a granulos nucleares,
se pasa a una forma maés alargada, en la que las partes mas densas unas
veces se polarizan en los extremos, dejando una zona clara en el centro,
que parece esta constituida sélo por la membrana otras cruzan trans-
versalmente el cuerpo bacilar.

Tanto en un caso como en otro la membrana de la bacteria acaba por
romperse por el claro del centro, y se pueden ver separados los extremos
que han tomado una forma redondeada por un lado y cuadrangular por
‘otro, en el cual se pueden apreciar restos de la membrana.

Estas formas, conservando su tamafio y su aspecto cuadrangular, pa-
san a una nueva fase, en la cual se puede observar cémo la parte més
densa del protoplasma se condensa en los bordes, dando un aspecto de
mucha mayor refrigencia a la bacteria y dejando en el centro una zona
clara con el aspect'o'de una gran vacuola cuadrangular, probablemente
formada por la membrana y un liquido interno. )

En la fase posterior hemos podido observar cémo estos bordes com-
pactos y bien delimitados con el aspecto de un cordén que rodea la célu-
la.se rompe por uno, dos o maés sitios, liberando formas bacilares.

Estas nuevas formas son algo mayores que la forma bacilar normal
del Rhizobium, més compaétas y algo mas refringentes.

Comportamiento biolégico.

1. Sembramos cada una de las estirpes irradiadas durante 40, 60,
80y 90'; en los distintos azicares y medios de cultivo en que lo habia-
mos hecho con las mismas estirpes, antes de someterles a la accién de la
luz ultravioleta. ’

Los resultados los expresamos en las tablas nims. 6, 7, 8, 9 y 10.

2> Sembramos cada una de las estirpes irradiadas durante 40’, 60",
80" y 90’ a distintos pH, cuyos resultados expresamos en las tablas na-
‘meros 11, 12, 13 y 14.

3° Sobre un soporte de vermiculita, y en condiciones de esterilidad
(ver E. Cabezas de Herrera, 1956), sembramos alfalfa inoculada con es-
tirpe nim. 4, irradiado durante 40°, 60’, 80’ y 90’. Llevamos las macetas
al invernadero y regamos con solucién nutritive de Bond, modificada
por. Crone, alternando con agua, segin las necesidades de la planta.

6
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A los dos meses de cultivo en invernadero obtuvimos los siguientes
resultados:

No de macetas Tiempo de N.o de macetas
sembradas - irradiacion - . que nodularon -
4 40 ‘ 3
4 i 60’ ' 2
4 80 —
4 90’ ’ —

‘Al hacer el aislamiento de los Rhizobium, de los nédulos de estas
plantas observamos que tenian las mismas caracteristicas que las de la
estirpe con que infectamos.

4° En las mismas. condiciones que exphcamos anteriormente (3.°)
sembramos alfalfa inoculada con estirpe ntm. 4, sometida a irradiacién
durante 40’, 60’, 80" y 90’, y cultivada posteriormente en un medio de
cultivo a pH 3,5 (E. Cabezas de Herrera, 1956). '

Sembramos 8 macetas para cada tiempo de irradiacién; de ellas ha-
cemos tres lotes, uno lo regamos con solucién nutritiva de Bond a pH 6,5,
otro con esta misma solucién nutritiva a pH 4,5 y otro’con solucién nutri-
tiva a pH 3,5. Los riegos con estas solu<:1ones los alternamos con agua
segin las necesidades de las plantas. -

A los dos meses de cultivo en el mvernadero obtuvimos los resulta—
dos que’ expresamos en la tabla nim. 15, y en las fotos nums. 16, 17,
18 y 19.
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TABLA NUM. 1

«RIZOBIUM» AISLADO DE «TRIFOLIUM INCARNATUM». ESTIRPE NUM. 1

Procedencia ... ... ... ... Tapias de Casariego.
Morfologia... ... ... ... ... Bacilos cortos y bacteroides.
Colonias... ... ... ... ... ... Blancas traslicidas.
~ - Gram ... ... Negativo. _ R
L; U '
MEDIO A 5 pias
Fructosa. Acidifica.
Glucosa. ’ »
Sacarosa. »
Maltosa. »
Galactosa —
Manosa. ‘ Acidifica.
Lactosa. -
Xilosa. ' —
Arabinosa. R
Ramnosa. -
Rafinosa. Acidifica.
© Almidén. -
Salicina. — y gas.
Leche. ! Acidifica, gas.
Clark y L. —
: Nitratos. 4 —
Indol. : —

— = reaccién negativa.
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-

TABLA NUM. 2
«RHIZOBIUM» AISLADO DE «VICIA SATIVA», ESTIRPE NUM. 3

Procedencia ... ... ... ... Archidona.

Morfologia ... ... ... ... ... Bacilos cortos y bacteroides.
Colonias... ... ... ... ... ... Blancas trasliicidas.

Gram ... ... ... ... ... ... ... Negativo.

MEDIO 5 pias

Glucosa. —
Fructosa. —
Sacarosa. -
Maltosa. -
Galactosa.
Manosa
Lactosa.
Xilosa. *
Arabinosa.
Ramnosa.
Rafinosa.
Almidén.
Salicina. -
Leche. Acidifica.
Clark y L. ' —
Nitratos. —

Indol. | -

— = reaccién negativa.
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TABLA NUM. 3

«RHIZOBIUM» AISLADO DE «MEDICAGO SATIVA»., ESTIRPE NUM. 4

10

-
Procedencia ... ... ... ... Toledo.
Mortfologia ... ... ... ... ... Bacilos cortos y bacteroides.
Colonias... ... ... ... ... ... Blancas traslucidas.
‘Gram ... ... ... ... ... ...... Negativo.
MEDIO 5 pias
Glucosa. —
Fructosa. Acidifica.
Sacarosa. —
Maltosa. —
Galactosa. —
Manosa. —
Lactosa. —
Xilosa. Acidifica.
Arabinosa. —
Ramnosa. —
Rafinosa. -
. Almidon. Acidifica.
Salicina. —
Leche. Acidifica.
Clark y L. —
Nitratos. —
Indol. —
— = reaccién negativa.
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TABLA NUM. 4
«RHIZOBIUM» AISLADO DE «LUPINUS ANGUSTIFOLIUS». ESTIRPE NUM. 5

Morfologia ... ... ... ... ... Bacilos cortos y bacteroides.
Procedencia ... ... ... ... Felanitx.

Colonias... ... ... ... ... ... Blancas traslucidas.

Gram ... ... ... ... ... ... ... Negativo.

MEDIO 5 pias

Glucosa. —
Fructosa. —

" Sacarosa. —
Maltdsa. - —
Galactosa. - —
Manosa. ’ —
Lactosa. —
Xilosa. _
Arabinosa. —
Ramnosa. —
Rafinosa. —
Almidoén. —
Salicina. —
Leche. . Acidifica.
Clark y L. —_ .

Nitratos. —

Indol. ] —

— = reaccion negativa.

1t
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TABLA NUM. 5

«RHIZOBIUM» AISLADO DE «LENS SCULENTA». ESTIRPE NUM. 10

Procedencia ... ... ... ... Toledo.
Morfologia ... ... ... ... ... Bacilos cortos y bacteroides.
Colonias... ... ... ... ... ... Blancas mucilaginosas.
gram ... ... ... ... wer eer ... Negativo.
_MEDIO : 5 pias
Glucosa. Acidifica.
Fructosa. »
Sacarosa. »
Maltosa. ‘ —
Galactosa. Acidifica.
Manosa. ) — .
. Lactosa. Acidifica..
Xilosa/. ‘ —
Arabinosa. —
Ramnosa. —_
Rafinosa. Acidifica.
Almidoén. — ‘
Salicina. —
Leche. ) Acidifica.
Clark y L. ‘ —
Nitratos. ’ ) —
Indol. -

— = reaccién negativa.

12
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TABLA NUM. 6

409

ESTIRPE NUM. 1 DE «RHIZOBIUM» PROCEDENTE DE «TRIFOLIUM INCARNATUMM

TIEMPO DE IRRADIACION
MEDIOS
40 60’ 80" 90’
Glucosa ... . — — —_ —_—
Fructosa ... ... ... ... — — — —
Ramnosa ... ... ... ... — — —_— —
Salicina ... — — — —
Sacarosa ... ... ... ... — — — —
Galactosa ... ... ... ... _— — . —
Lactosa ... — — — —
Maltosa... *.. ... ... ... — — — —
Rafinosa ... ... ... ... —_ — — —
Almidén ... ... ... ... — — — —
Xilosa ... oo oo ol el — — . —
Manosa... ... ... ... ... — —_— — —
Leche ... ... ... ... ... + + + *
Clack y L. ... ... ... ... — — — —
Nitratos ... ... ... ... — —_ — —_
Indol ... ... ... ... ... — — — _
'— = reaccién negativa. + = acidifica. .
TABLA NUM. 7
ESTIRPE NUM. 3 DE «RHIZOBIUM» PROCEDENTE DE «VICIA SATIVA»
_ TIEMPO DE IRRADIACION
MEDIOS -
' 40 60’ 80’ 90’
Glucosa ... ... ... ... — —_ — -
Fructosa ... ... ... ... — — — —_
Ramnosa ... ... ... ... —_— _ — —
Salicina ... . — — — —
Sacarosa ... ... ... ... — _ —_ —
Galactosa ... ... ... ... —_ — —_ —
Lactosa _— — — —
Maltosa... ... ... ... ... —_ — —_— —
Rafinosa ... ... ... ... — — R — *
Almidén ... — — — —_
Xilosa ... ... ... ... ... — — —_— —
Manosa... ... ... ... ... — _— p—— o
Leche ... ....... ... ... + + + +
Clack y L. ... ... ... ... —_ — — —
" Nitratos ... e e — — ‘ — _—
Indol ... ... ... ... ... — — —_ —_

— = reaccién negativa.

+ = acidifica.

13



410 EULALIA CABEZAS DE HERRERA

TABLA NUM. 8

ESTIRPE NUM. 4 DE «RHIZOBIUM» PROCEDENTE DE «MEDICAGO SATI\«’A»

TIEMPO DE IRRADIACION

MEDIOS e e
40 607 80" - 90’
Glucosa ... ... ... ... - — _ _
Fructosa ... ... ... ... — —_— — —
Ramnosa ... ... ... ... . — — —
Salicina ... ... ... .. — — o —
Sacarosa ... ... ... ... — — — —
Galactosa .- ... ... ... — ! — ! — —
Lactosa ... ... ... ... — : — — —
Maltosa... ... ... ... ... — ! — — —
Rafinosa ... ... ... ... —_ ] — — i
Almidén ... ... ... i, — — — -
Manosa e — ' — - _
Leche ... ... ... ... ... + |- -+ - +
Clack v L. ... ... ... ... — R _ —
Nitratos ... ... ... .| — | — — —
Indol ... ... ... ... ... — | — — —

[ | .

— = reaccion negativa. + = acidifica.

- TABLA NUM. 9
ESTIRPE NUM. 5 DE «RHIZOBIUM» PROCEDENTE DE «LUPINUS ANGUSTIFOLIUS»

) TIEMPO DE IRRADIACION
MEDIOS e -
40 60" 80 90’
Glucosa + + + +
Fructosa ... ... ... T 4 + + 4
Ramnosa ... ... ... ... + + + +
Salicina -+ + + +
Sacarosa ... ... ... — ’ — — —
salactosa ... .o e Ll + + + +
Lactosa + + . 4
Maltosa... ... ... ... .. + + + —
Rafinosa ... + S, + +
Almidoén ... - -+ + +
Manosa... ... ... veu .ue e + + +
Leche ... ... ... ... ... 4+ + 4 +
Clack ¥ L. ... ... ... ... — — _ -
Nitratos ... ... ... .| — — — _
Indol ... ... ... ... — - . _ _
: — = reaccién negativa. + = acidifica.

14
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ESTIRPE NUM. 10 DE «RHIZOBIUM» PROCEDENTE DE «LENS. SCULENTA»

TABLA NUM. 10

411

TIEMPO DE IRRADIACION

MEDIOS | s -

40 60 80’ 90

Glucosa + . + + +

Fructosa ... ... ... ... + + + +

Ramnosa ... ... ... ... — — — —

Salicina — + — —

Sacarosa ... ... ... — — — —

Galactosa ... ... ... ... + + + +

Lactosa — - — —

Maltosa... ... ... ... ... — + — —

Rafinosa ... + + i —

Almidén ... ... ... ... — — — —

Manosa... ... ... .. — — —_ —

Leche ... ... ... ... ... + + + +

Clack y Lo oo oo oo —_ — — —

Nitratos ... — — — —

Indol ... ... ... — — — —

— = reaccién negativa. + = acidifica.
TABLA NUM. 11
TABLA DE PH DESPUES DE IRRADIAR LAS ESTIRPES DURANTE 4(’
PH DEL MEDIO DE CULTIVO
ESTIRPES - -

3 3.5 4 4,5 5 5,5 6
N.o o1 —_ + + + + + +
No 3 ... .. — — + + =+ + +
Neo 4 ... .. — —_ + + + + +
Neo 5. .. — + + + + + +
No 10 ... ... — — + + + + +

— = crecimiento nulo.

4+ = crecimiento normal.

15



TABLA NUM. 12

’ TABLA DE pDH _DESPUEs DE IRRADIAR LAS ES'I'IRP‘ES DURANTE 60"
. pH DEL MEDIO DE CULTIVO
ESTIRPES 3 35 " w5 | s "5 5
Ne 1 — x. + + + + +
Ne 3 ..... — —_ + —+ + + +
No -4 ... ... —_ — + + + + k +
No 5. ... — + + + + + R
No 10 ... ... — — + + + + +
— = crecimiento nulo. + = crecimiento normal.
) TABLA NUM. 13
TABLA DE DH DESPUES DE IRRADIAR LAS ESTIRPES DURANTE S0’
pH DEL MEDIO DE CULTIVO
ESTIRPES N ——35— I | 5 55 e
No 1. .. — — + + + + +
Ne 3..... —_ — + + + . + +
No 4 ... .. —_ — —_ + + + +
No 5 .. .. — + + + + + +
No 10 ... ... — — + + + + +
— = crecimiento nulo. + = crecimiento normal.
TABLA NUM. 14
TABLA DE DH DESPU}TJS‘ DE IRRADIAR LAS ESTIRPES DURANTE 90’
DH DEL MEDIO DE CULTIVO
FSTIRERS 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6
Ne 1...... — — + + + + +
No 3. ... . — + + + + +
Ne 4 ... — — — + = + +
No 5. .. — + + + + + +
N. 10 — — * + +. + +

16

— = crecimiento nulo.

+. = crecimiento normal.
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TABLA NUM. 15

N.» macetas Tiempo de pH del _PH solucién Macetas
sembradas irradiacién medio - riego - q. nodul.
4 ) 40 3,5 6,5 3
4 40 3.5 4.5 2
4 40 3.5 3,5 —
4 60’ 3.5 6,5 2
4 60 3.5 4,5 2
4 60’ 3.5 3,5 " —
4 7 80" - 3.5 6,5 —
4 80" 3.5 4.5 —
4 80’ 3,5 3,5 —
4 90’ 3.5 A 6,5 -
4 90’ 3,5 4,5 - —
4 90’ 3.5 35 —
DISCUSION

Durante muchos afos se ha pensado que la radiacién con luz U. V.
efectuaba un cambio quimico directamente en moléculas biolégicamen-
te importantes, capaces de absorber esta radiacién.

Por otra parte, se ha comprobado (Zelland y Hollaendor) que la ma-
yor accién mutagénica es producida por la longitud de onda de 2600 A,
longitud que coincide con la absorcién del acido desoxiribonucleico.
Kelner lo interpreta diciendo que el efecto basico de la luz U. V. sobre
una célula bacteriana es la inmediata y especifica inhibicién de la sintesis
del 4cido desoxiribonucleico, y que muchos de los efectos de la luz U. V.,
tales como la letalidad, mutacién, etc., pueden ser consecuencias secun-
darias de este efecto fundamental.

Por nuestra parte, hemos podido observar que toda longitud de onda
inferior a 2537 A no produce ninguna alteracién en el eultivo y morfo-
logia de los Rhizobium, aunque el tiempo de exposicién se prolongue has-
ta cien minutos. .

Con longitud de onda 2537 A, y después de una irradiacién de cua-
renta-noventa minutos, comienza a disminuir el crecimiento de los cul-

- tivos, llegando a inhibirse totalmente a los ciento cinco minutos de ex-
posicién.

17



414 EULALIA CABEZAS DE HERRERA

Durante ‘el periodo de irradiacién se produce una disminucién de
tamarfio en los Rhizobium, siendo éste tanto més pequefio cuanto mayor
es el tiempo de exposicién, hasta que desaparecen. o

Esta disminucién de tamafio también se produce cuando crecen estas
bacterias en un medio de cultivo de pH inferior-al de su crecimiento
normal; pero en este caso vuelven a su estado normal ‘al cesar condi-
ciones que lo provocan (E. Cabezas de Herrera, 1956).

Al poner a cultivar las extensiones de Rhizobium después de irra-
diadas, la estirpe normal crece, conservando la forma coco bacilar pro-
ducida por la accién de la luz U. V.; la forma gigante sufre una serie
de cambios segtn el ciclo antes descrito, y da una forma mas resistente
a la accién de los pH bajos, llegando a vivir en medios de cultivo de
pH 3,5. ’

Esta gran resistencia puede explicarse, ya que, segin observaciones

~de Bisset que hemos podido cbmprobar en nuestro trabajo, esta estirpe
posee endosporas resistentes’ (fotos 7 y 11), lo que les permite poder
permanecer en estado latente hasta que de nuevo se produzcan condicio-
nes favorables para su desarrollo, conservando su poder de nodulacion.
Al comprobar éste, inoculando la leguminosa respectiva con la nueva
estirpe, observamos que la estirpe aislada de los nédulos de esta planta
tenia las mismas caracteristicas que las de la estirpe con la que infec-
tamos. -

Las fotografias del microscopio electrénico han sido hechas en el Ins-
titpto «Daza Valdés» de Optica, con un modelo R. C. A-M. V. 2.
) Agradecemos a la doctora Gonzélez Pefia su valiosa ayuda en el ma-
nejo (el mismo. ' ‘

RESUMEN

Estudiamos las modificaciones que sufren los Rhizobium por la ac-
cién de la luz ultravioleta y la repercusion que estas modificaciones tie-
nen en su comportamiento biolégico, especialmente en su resisténcia a
los pH bajos. .

18
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SUMMARY

Modifications on Rhizobium sp. produced by U. V. L, are studied.
Change in its biological behaviuor, esvecially in resistence to low after
this modifications, was obtained.
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IDENTIFICACION DE BACTERIOFAGOS MEDiANTE
TECNICAS SEROLOGICAS |

I.. Bacteriéfagos aislados a partir de heces humanas.

POR

M. Luisa ALoNsO : N

" A) INTRODUCCION

En esta nota, presentamos unos-ensayos realizados mediante una téc-
nica de tipb serolégico para identificacién de fagos, aplicindola a la de-
terminacién de virus obtenidos a partir de heces humanas procedentes
de enfermos de afecciones intestinales de etiologia no conocida.

Esta técnica, ideada por Bordet y Ciuca en 1921, ha sido utilizada por
diferentes autores con las consiguientes modificaciones para 1nvest1ga-
ciones de este tipo, y son ya antiguas las lpubhcacmnes referentes a la
antigenicidad de los fagos; asi, Woilman (1925) encontré que los distin-
tos bacteriéfagos presentaban autonomia antigénica. Bais, y maés tarde
Burnet y Mc Kie, demuestran que entre los numerosos fagos del grupo
coli-tifico-disentérico la accién neutralizante de los sueros permite distin-
guir doce grupos, serolégicos. D’Herelle y Eliava (1927) observan que la
reaccién fago-antifago es reversible en la mayoria de los casos, y que
esta reaccién parece seguir la ley de las proporciones definidas, segin
Otto y Munter (1922), o la de los porcentajes, segiin Andrewes y Elford
(1933). El mecanismo de esta accién estid basado, segin las ideas de Bur-
net y colaboradores (1933), en que el corptisculo bacteri6fago posee dos
variedades de recepcién: A) y B) Sobre los primeros se fijan los anti-
cuerpos neutralizantes, mientras que los segundos condicionan la fijacién
del fago sobre la bacteria. Kalmason, Hersey y Bronfenbrenner publi-
can teorfas acerca del aspecto cuantitativo de esta reaccién.
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Estos trabajos, que pueden considerarse los fundamentos tedricos de
esta aplicacién serolégica de la investigacion de 'fagos, recogen una serie
de propiedades y caracteristicas de la reacciéon que con la simplicidad de
un esquema exponemos a continuacion:

1. Los fagos, presentando carécter antigénico, son capaces de pro-
ducir en el suero de los animales inoculados, ademas de los anticuerpos
neutralizantes, otros anticuerpos distintos, y a veces precipitinas, aglu-
tininas y sensibilizantes para los bacteriéfagos.

2. Hay absoluta especificidad entre el fago y los anticuerpos del
suero por €l generados, aunque es posible que.los antifagos producidos
neutralicen a fagos consideradcs como vecinos muy cercanos tipolégi-
camente, si bien esta neutralizacién es de titulo mas bajo y no reversible.

3. IDsta especificidad antigénica, mantenida a través de generacio-
nes sucesivas, concede un gran valor a este método de clasificacién e
identificacién de fagos mediante el empleo de sueros neutralizantes.

4. Fagos diferentes, activos sobre una misma bacteria, pueden dar
en determinados casos anticuerpos distintos, no dando neutralizacién
. 3 .
cruzada.

5. Esta reaccién de neutralizacién es reversible en la mayoria de

los casos y tiene lugar de un modo cuantitativo.

6. Los factores que pueden intervenir en el mecanismo de esta reac-
cién son: la accién perjudicial del calor; temperaturas de 70 a 75° C.
durante una hora desproveen al bacteriéfago de su antigenicidad. Sin
embargo, el formol, pese a su efecto inactivador sobre la propiedad litica -
de los fagos, no solamente deja intactas sus propiedades—segin com-
probaron Muckenfuss (1928), Schultz y colaboradores (1929), Schultz y
Gebhardt (1935) y Moriyama y Ohashi (1939)—, sino que aumenta su
resistencia a la temperatura (Nicolle y Ducrest, 1948).

Esto es cuanto constituyen los antecedentes bibliograficos que en
relacién con este problema hemos tenido ocasién de consultar, quedan-
donos tan sélo pasar a la parte experimental, pero no lo haremos sin
antes mencionar al profesor Nicolle, con quien hemos trabajado sobre
temas con esto relacionados, y cuyos trabajos hemos tenido que con-
sultar frecuentemente.



IDENTIFICACION DE BACTERIOFAGOS 1. 423
4

B) PARTE EXPERIMENTAL
I. Material y muestras.

a) Para este trabajo no se ha precisado de material -especial, bas-
tando tan sélo el material de uso diario en un laboratorio de Bacterio-
logia. : ‘

b) Los gérmenes empleados han sido:

1. Escherichia coli.

I1. Salmonella typhi.
I1I. Salmonella paratyphi A.
IV. Salmonella paratyphi B.

¢) Heces humanas_procedentes de enfermos con cuadro infeccioso
instestinal de etiologia desconocida.

II. Técnicas empleadas.

a) Para el aislamiento e identificacién de bacteriéfagos se han se-

guido las técnicas de uso actual en el laboratorio del profesor Nicolle del

" Instituto Pasteur, de Paris, cuya marcha esquemaética indicérpos a con-
tinuacion.

Demostracion de las propiedades (Lisicas):

Aiglamiento de estos bacteriéfagos (purificacién).

Enriquecimiento.
Titulacién. .
Identificacién.—» Caracteres ——> Gama de actividad.
] variables. |, Resistencia cruzada de cultivos se-
cundarios.
. > Caracteres - » Neutralizacién por sueros antifagos.
estables. > Morfologia y tamano.

. I'rotamiento.

e
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Las técnicas empleadas para ello han sido:

Para identificacion del fago, siembra del filtrado procedente de las
heces de cada .uno de los enfermos estudiados junto con cultivos de los
gérmenes mencionados anteriormente, sobre cuatro placas de Petri (una
para cada germen). ) :

Su aislamiento se hace.a partir de una de las marcas (plages) bien
aislada, y para su enriquecimiento se siembra este inéculo junto con una
porcién del cultivo inalterado que la rodea en 20 c. c. de caldo comin,
y se incuba durante tres horas a 37° C. Al cabo de este tiempo se filtra
por bujia Chamberland L-3.

A partir de este filtrado se realiza la titulacion de la siguiente mane-
nera: a) sembrado en sidbana sobre agar-peptonado de Escherichia coli
a partir de una suspensién en solucién salina de un cultivo en agar;
b) después de secada esta siembra se depositan, sobre casillas previamen-
te marcadas en la pplaca, una gota de filtrado puro y de cada una de las
diluciones de éste, comprendidas entre 107 y 107%; c¢) incubacién a
37° C. durante dieciocho a veinticuatro horas, y al cabo de este tiempo
hacer la lectura de los resultados, anotando la dilucién critica, es decir,
la minima concentracién de bacteriéfago que produce lisis confluente.

Para la identificacion nos hemos limitado tan sélo a los caracteres
estables, y de ellos a la neutralizacién por sueros antifagos solamente.

-b) Para la preparacién de sueros se utiliza una solucién antigénica
a partir del filtrado de un cultivo de bacteriéfago sobre caldo comin (in-
cubado a 37° durante tres horas), diluido al1/6 en solucién salina for-
molada al 2 por 1.000.

Esta solucién antigénica es la que se inyecta a los conejos en canti-
dades de 50 c. c. por via intraperitoneal durante cuatro dias consecuti-
vos. Al cabo de dos a tres semanas se practica una sangria de prueba,
que se repite semanalmente de una a tres veces hasta comprobar si se
alcanz6 el titulo 6ptimo deseado, en cuyo caso se hace sangria a muerte.
y se determina el titulo final. Si no se alcanza el titulo deseado es nece-
sario repetir las inyecciones, segin se indicé anteriormente, hasta que
esto se logre convenientemente. '

¢) La titulacion de estos sueros comprende sencillamente unas prue-
bas de neutralizacién llevadas a cabo seguin indicamos:

A partir de las diluciones criticas de los bacteriéfagos, obtenidas se-
gin se indicé anteriormente, y de los sueros diluidos a 1072, 102 y
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10 2, se preparan mezclas que han de permanecer en contacto véinticua—
tro horas a 37° C. para que sea posible la neutralizacién. Al cabo de este
tiempo de incubacién se deposita una gota de cada muestra sobre placas
Petri, que previamente se sembraron con E. coli y se dividieron en seis
parceias. Tres de ellas se dedican a las mezclas neutralizadas que se estu-
dian y otras tres.a la dilucién critica del bacteriéfago y las dos que le
siguen en orden exponencial.

En la interpretacién- de estos resultados se precisa, para considerar
que un suero tiene el titulo 6ptimo, que sea capaz de neutralizar el bac-
teriéfago de forma que la aparicién de marcas esté comprendida de 0 a
100 en relacién inversamente proporcional a las diluciones de las mez-

clas. Y para lograr mayor claridad en esta exposicién damos el esquema
que sigue: ‘

' DILUCIONES
PRUEBAS PARCELAS EMPLEADAS RESULTADOS
1 104 Lisis confluente (Cl)
Fagos 2 10-5 cr-
puros.
-3 10-8 Aprox. 100 marcas
4 101 0 marcas
Mezclas
fago- 5 102 10 marcas aprox.
antifago.
o 6 10-3 100 marcas aprox.

d) Después ya no queda mias que realizar las reacciones cruzadas,
para lo cual se acude a la técnica anterior, pero sustituyendo el suero
anti-fago especifico por los otros sueros anti-fagos obtenidos, y con ello
se logra conocer las relaciones inmunolégicas que entre los fagos pudie-
ran existir. ’ :
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“1II. Casos clmicos examinados..

Un grupo de 24 casos de infeccién intestinal, seleccionados por lo
atipico de su caracterizacién clinica de laboratorio, pese a lo caracteris-
tico de ‘sus cuadros clinicos, ha sido estudiado desde nuestro punto de
vista y hemos aislado el basfago en siete de estos casos.

Caso nam. 1.

~ —M. O..., nifio de doce anos, que presenta sintomas de fiebre, nauseas,
v6mitos, diarrea, administrandosele penicilina y estreptomicina, sin que
remitiera la fiebre. Hemocultivo negativo. Con aureomicina cede algo el
cuadro febril, sin que llegue a desaparecer totalmente. Aglutinaciones
. frente al Salmonella typhi, S.-paratyphi A, S. paratyphi By Brucella me-
litensis negativas; pese a estos resultados, se le administra cloromiceti-
na, con lo que se logra la curacién de la enfermedad.

Caso nim. 2. ,

—C. R..., muchado de dieciséis afios, con sintomas parecidos al ante-
rior. Hemocultivo negativo. No ceden los sintomas frente a la asociacién-
retardada penicilina-estreptomicina. Aglutinaciones S. typhi —, S. pare-
tiphi A —, S. para-tiphi B + al 1/40 y B. melitensis —. Curado con clo-
romicetina.

Caso nam. 3.

—F. N..,, hombre de veintisiete afios, con fiebre y vémitos que no
desaparecen con penicilina. Aglutinaciones negativas; a pesar de ello, se
le administra cloromicetina y se cura.

Caso num. 4. }

—C. U..., muchacho de quince anos. Hemocultivo negativo. Agluti-
nacién X para S. typhi al 1/250 y para S. para-typhi A al 1/100, negati-
‘vos los deméas. Curado con cloromicetina.

Caso ntm. 5. - ,
—T, L..., sefiora de sesenta y tres afios, se le presenta bruscamente
hemorragia intestinal en melena. Se trata con antihemorragicos, vitami-

nas y asociacién de penicilina y estreptomicina; consecuencia de esto
es un proceso febril interminente que no se corta por los antibiéticos ante-

6
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riores. Hemocultivo negativo. Aglutinaciéon positiva al S. para-tiphy B
al 1/80, y negativos todos los demas.

Caso nuim. 6.

—T. C..., nifia de siete afos, con cuadro febril que hace sospechar
infeccidon intestinal. Hemocultivo negativo. Aglutinaciones negativas;
pero, a pesar de ello, se la administra cloromicetina y desaparecen los
sintomas.

Caso nim. 7.

—G. A..., nifo de cinco afos, con aglutinaciones negativas y cuadro
clinico analogo al anterior.

IV. Cuadros y resultados.

A continuacién exponemos en el cuadro nim. 1 la gama de actividad
de los bacteriéfagos aislados a partir de los filtrados de heces en estos
“enfermos, frente a los cuatro gérmenes que se consideran, y cuya nu-
meracién fué dada al principio de esta parte experimental. En el cuadro
se emplea el signo Cl para indicar «lisis confluente», Cl- cuando hay lisis
«casi confluente», y mediante signos + se da idea del nimero de marcas
aproximadamente. '

s



CUADRO NUM. 1

GAMA, DE ACTIVIDAD DE LOS BACTERIGFAGOS

BACTERIOFAGOS 1 2 ' 3 4 5 6 4 7
Gérmenes I I ImIv| 1 ImHrivy 1 IIIorIv| 1 I1mImriv| 1 IIIIIV] 1 IIIII1V|] 1 10 X1V
Puro | C1 0 0 0| C ©00O|ClI 0O0O|C Cl-090[Cl 000|C o0®O0C-cCc 000
10-1 Cl C1 Cl c o+ - Cl cl 11 01"
10-2 cl- tal a c o2 cl- +++ 0| cI-
. . 1 :
n .
& - 32
S 10 |+ cl + 4+ cr o N 4+
w
2 /
g | 10 + |44 10 P 1 2 23
w
%
=]
S ‘
g 10-5 3 L2 0 5 0 0 1
= |
a |
[ .
©10-6 0 : 0 0 0
|
107 | 0 f
|
!
1008 | 0 | )
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En todas estas experiencias hemos aislado exclusivamente los fagos
especificos de la cepa de E. coli empleada en la determinacién previa de
la gama de actividad, y también con esta cepa hemos efectuado el resto
de las experiencias. _

Al cuadro 2 corresponden los resultados obtenidos en la titulacion
de los bacteriéfagos aislados, encerrando en circulos los signos Cl, que

CUADRO NUM. 2

TITULACION DE LOS BACTERIOFAGOS SOBRE «E. COLI»

DILUCIONES Puro | 101 | 10-2 | 10-3 | 10-4 | 10-5 | 10-6 | 10-7 | 10-8

Fago no° 1 cl cl Cl1 Cl. Clr{+++4+| o0 1 0
Fago n.o 2 - Cl Cl Cl Cl Cl Cl-| + 15 0
++ 0

Fago no 3 Cl Cl Cl Cl Cll + +

Fagonod4 | Cl | € [-Cl | @ |+44| 21 | 0

Fago n.o 5 Cl ‘ .Cl Cl’ Cl- + 8 3

Fago no° 6 Cl Ql Cl Ccl cl + 22 0

Fago no 7 Cl Cl Cl Cl Cl1 Cll+++| =+ 7

P

corresponden a la dilucién critica de cada uno. Estas diluciones ecriticas
son las que hemeos de utilizar mas tarde en las pruebas de titulacién de
los sueros antifagos correspondientes y en las pruebas de neutralizacién
cruzadas que se recogen en el cuadro ntim. 3.
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.CUADRO NUM. 3

PRUEBAS DE NEUTRALIZACION CRUZADAS ENTRE LOS FAGOS ESTUDIADOS
Y LOS SUEROS ANTI-FAGOS OBTENIDOS '

|
SUEROS ANTI-FAGO 1. J 11 111 v v V1 Vil
i
|
Fago n.o 1 + ‘ + — + — —_ —
|
Fago n.e 2 + + — + — — —
Fago n.o 3 — — + —_— + — —
Fago n.o 4 - ‘ — — + _ _ _
| : :
Fago no 5 e s + — + — —
Fago n.o 6 el — — —_ + 4+
Fago n.oe 7 — - —_ —_— - + +

V. Interpretacion y discusion de los resultados.

Antes de iniciar esta discusion aclararemos que los fagos estan deno-
minados por numeros que se corresponden con el del caso clinico del que
proceden, asi como los sueros anti-fagos.

Hecha esta aclaracion, pasaremos a examinar el cuadro nim. 3, y
asi podemos ver que los bacteriéfagos 1 y 2 son idénticos porque dan
redcciones cruzadas entre si, y pueden ser considerados con «parentesco
proximo» con el him. 4, ya que dan reaccién con el anti-fago 4.

Los fagos 3y 5 son idénticos entre si, por-la misma razén dada ante-
riormente, pero diferentes de todos los demas.

10
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El fago num. 4 es distinto de todos los demdas y «préximo pariente»
de los fagos 1 y 2. Sélo da reaccién frente al anti-fago especifico nam. 4.

Los fagos 6 y 7, idénticos entre si por dar reacciones cruzadas, son
a su vez distintos de todos los demas. Hubiera sido interesante continuar
la investigacion bacteriolégica de estos dos casos, ya que probablemente
se trata de dos gastro-enteritis infantiles.

C) RESUMEN

Generalmente en los casos de infeccion intestinal sospechosa de ser
de naturaleza salmonelésica, se investiga el aislamiento de bacteriofagos
v su tipacién enfrente de los tipos internacionales con la finalidad de
futuras deducciones y aplicaciones epidemiolégicas y de fisiologia bac-
teriana. ‘ : . ’

Ante los casos, en especial, de las gastroenteritis infantiles cuya etio-
logia se sospecha es de naturaleza de infeccién por E. coli, los tipos de
bacterias y bacteriéfagos no han sido atin establecidos. Nuestro trabajo
no tiene mas objeto que buscar y relacionar bacteriéfagos en un terreno
casi virgen, en busca de estos posibles tipos, de sus relaciones y deduc-
ciones como en las Salmonellas.

Se aislan siete bacteriéfagos a partir de heces humanas procedentes
de enfermos con infeccién intestinal. #

Se identifican como fagos de E. Coli.

Se preparan los sueros antifago correspondientes. ]

Se estudian y establecen mediante pruebas de neutralizacién las re-
laciones que guardan entre sf estos fagos.

.D) SUMMARY

Seven bacteriophages have been isolated from feces of human pa-
tients suffering of intestinal infection. )

They were identified as «fagos» of E. coli

The antiphago correspondent serums have been prepared.

Experiments on neutralization have been worked out in order to es-
tablish the mutual relations between these fagos.

11
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" RESULTADOS

Microscopia dptica.

Las estirpes de Pseudomonas squvastanoi aisladas de los tumores de
- olivo fueron tehidas por las técnicas usuales en Microbiologia y estu-
diadas microscépicamente, asi como también los Pseudomonds savds-
" tanoi nimeros 64, 206, 207 y 208. Pseudomonas pisi 123, Pseudomonas
marginalis 289, Pseudomonas syringae 294 y Pseudomonas medicdgi-
nis var: phaseolicola 52. '

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

RESULTADOS DE MICROSCOPIA OPTICA

Estirpes de
Pseudomonas

Tircién
de Gram

Tincién
de esporas
‘por método

de Wirtz

Tincién
de capsulas
por método
de Antony

Tincién de
flagelos por
met. de Gray
Loeffler y.
Casares Gil

Id.
Id.
Id.
1d.
1d.
1d.

. savastanoi 1 (2)...

2 (2) oo e e

2 () ... ... ..

123) oo e
12 (14).. .o
132 oo
14 @)e s

+ o+ 4+ o+ o+ o+ 4




-434 R. BELT};A

| N . e
! i . ‘ Tincién Tincion ﬂTlnclxon de
Estirpes de Tincién- de Wirtz de capsulas a%redosGI;‘:r
Pseudomonas de Gram de esporas | por método | M€t de y
or método | de Antony Loeffler y
P Casares Gil
|
Id. 64 _ | . . L
Id. 206 ... .o e e — | _ - N
1d. 207 _ - B .
Id. 208 _ . . .
Ps. pisi 123 ... ... ... — ! _ o n
Ps. marginalis 289 ... — 5 _ _ N
Ps. syringae 294... ... — | — _ N
Ps. medicaginis 92 ... — 1 _ . .

" En estas experiencias, algunas de las muestras de olivo recogidas
se han utilizado para hacer pruebas previas de .aislamiento e identifi-
cacién, y los resultados que damos en esta parte del trabajo correspon-
den solamente a parte de las muestras ensayadas, tales como las niime-
ros 1, 2,9, 12, 13 y 14. .

Con las muestras 9, 12 y 14 hemos hecho aislamientos bacterianos
partiendo de tumores jévenes y tumores viejos. Hemos podido apreciar
que las suspensiones procedentes de tumores viejos, cuando se cultivan
en medios sélidos, producen mayor ntmero de colonias de bacterias sa-
profitas que aquellas otras suspensiones procedentes de tumores jévenes
lo cual corrobora la idea de Smith y Erwin F. (1905). .

"En los distintos medios, tales como azicares, salicina, glicerina, et-
cétera, que consignamos en la parte experimeﬁtal, se sembraron los
cuitivos puros obtenidos de las suspensiones de los tumores y se han
hecho dos lecturas a los siete dias de sembrados los medios y a los die-
ciocho dias, o sea diez dias después de la primera lectura.

Aunque, segin diversos autores, se deben observar los resultados
durante veintiocho dias, cosa que nosotros hicimos, no hemos adverti-
do cambios apreciables en los tltimos dias, motivo por el cual sélo con-
signamos los resultados obtenidos en las dos primeras lecturas corres-
pondientes a los dieciocho primeros dias de incubacién de los medios
sembrados a 25° C. :
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MUESTRA NUM. 1
PRIMERA LECTURA. A LOS SIETE DiAs i)F, INOCULADOS Y EN ESTUFA A 24¢ C.

1 (1) 1 (2) 1 @3)

Crecimien. Crecimien. Crecimien.
-AGAR-GLUCOSADO blanco . blanco blanco
abundante transparen. crema

: i| fermenta.
:Salicina. Bas.
i . | crecimien.

I
+ 11

fermenta.

Xilosa. gas.
crecimien.

fermenta.

Sacarosa gas.
crecimien.

i | +1»

+lel+]e | +]»
[] >

fermenta.

Galactosa. gas.
crecimien.

.

| | »

fermenta.

Glucosa. gas.
crecimien.

[T | +]»

+ | >

fermenta.

Lactosa. | gas.
: i| crecimien.

1
[

+1
+

H : fermenta.
. Maltosa. | gas.
i i| crecimien.

+ | »

fermenta.

Glicerina. gas.
crecimien.

[ 1>
+1» |+ >

licuefac.

-+
1
+

Gelatina.

+
I
l

crecimien.

Leche tor- | acidificac. |, + -
j nasolada. | alcaliniza. — H - :
[ : reduccién — ¥ -
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MUESTRA NUM. 1
SEGUNDA LECTURA, A LOS DIECIOCHO DiAS
1 (1) 1 (2) 1 @3

Crecimién. Crecimien. Crecimien.

AGAR-GLUCOSADO blanco blanco blanco cre-

abundante transparen. |ma abundan.
T fermenta. A — A
| Salicina. gas. — - —
: i| crecimien. + ik +
fermenta. A A A
; gas. — — —
Xilosa. crecimien. + + +
fermenta. A A A
Sacarosa gas. - — —
. crecimien. + + +
_fermenta. A A A
Galactosa. ' gas. — — —
crecimien. . + + +
fermenta. A A A
Glucosa. - gas. - — —
crecimien, + + +
fer'menta. A . A
i Lactosa. gas. — — —
crecimien. + + 3 L
fermenta. A T A
Maltosa. gas. — — —
i crecimien. + e +

fermenta. A A A

Glicerina. gas. — — .
crecimien. —_ + +
licuefac. + — 4+
Gelatina. ' crecimien. o+ — —
Leche tor- ;| acidificac. + ;= +
i alcaliniza. — + —
| pasolada: | reduccion — e —
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R MUESTRA NUM. 2
PRIMERA LECTURA. A LOS SIETE DfAS DE INOCULADOS Y EN ESTUFA A 240 C.
2 (1) 2 (2) 2 (3) 24
Crec. Blan-| Crecimien. S Crecimien.
AGAR-GLUCOSADO co fluores- Blanco C;fg;ﬁf;" blan. irisado
cente fluores. crema
fermenta. A -
{ Salicina. gas. ; — —
crecimien. — s
fermenta. A A A A
ilosa. gas. - — - —
Xi crecimien. + + + +
fermenta. A A A —
Sacarosa gas. - - - -
. crecimien. — — + _—
. fermenta. A A A A
‘| Galactosa. gas. — - - -
crecimien. — —_ — +
fermenta. A A
Glucosa. gas. . — —
crecimien. + +
| fermenta. — .
i Lactosa. gas. R —
i crecimien. + +
; fermenta. A ] . |
i Maltosa. gas. — i — ;
{ crecimien. — —
fermenta. A A A A
Glicerina. gas. — — — .
crecimien. + + + —
: licuefac. — — + -
Gelatina. crecimien. — —_ — —
‘L acidiﬁqac. —_— — + —_
ngg(l)ll(;(;gr i| alcaliniza. + + — +
] TEAUCCIOD = - — -
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MUESTRA NUM. 2

SEGUNDA LECTURA. A LOS DIECIOCHO DiAS

N

2 (1) 2 (2) 2 (3) 2 (4)
Crec. Blan-| Crecimien. | Crecimien. | Crecimien.
AGAR-GLUCOSADO co fluores- blanco amarillo blanco
cente fluores. abundante irisado
......................... ‘ fermenta. — - A -
i Salicina. | gas. — — - _
; il crecimien. + i + B s +
fermenta. A A A A
Xilosa. gas. — — - —
| crecimien. + + + +
fermenta. A A A A
Sacarosa gas. — — — —
crecimien. - + + + b
fermenta. A A A A
Galactosa. gas. - — - -
crecimien. + + —_ +
fermenta. A A A A
Glucosa. gas. - - — -
crecmlien, + + + +
i fermenta. — — —
! Lactosa. | gas. — —_ —
: i crecimien. +
fermenta. —_ — A -
gas. — — —_ —
crecimien. + ot - T
fermenta. A A A A
Glicerina. gas. — — — —
crecimien. + + + —

. licuefac. — — + —
Gelatina. crecimien, — , — + —
Lachotor. | scidicae | — : -
i/ alcaliniza. — + .
| nasolada. 1 reduccion = o




MUESTRA
PRIMERA

HECHA A LOS VEINTE DfAS DE SEMBRADOS

9 (1) 9 (2) 9 (3) 9 (4) 9 (5) 9 (6)
| 62:
) ° .
N o . 0% g of~ R Q. |
: 125 9| 2 s | £ ¢ | 28E |22, £%s
-~ AGAR-GLUCOSA-LEVADURA | 892% | 8% 2,5 Leg | gSag | Sag
. Eg=d | Eag 2% Eo® | £828 | Eg9
' BESZ| S35 | S5 | SEF | S8E. | ©83
B5FE| 8E2 | BEZ | BSE | pESn) PSR
| 588E | §a% 5%8 | 5238 | 5858 | 6ok
» O > 8 > S 5 O 5 O Sy
CALDO oB% | 3% | oBE | ofE | onE | SEg
L] 92 of 5 pd 92 282
> 88 >8E >JE >o8 >8E axe
&) Fermentacién .. A —_ —_ _— —_
¢ | Salicina... Gas.. ... ... oer r] — — — — — —_
L Crecimiento.. ... + — —_ —_ —_— —
&= Fermentacion .. A A A — A -A
o || Salicina Gas.: ver e ven s — — — —_ — —
< Crecimiento.. ... + -— - - — —
s il Fermentacién .. A A A pu— A
gd |i Lactosa... .| Gas........ .. ... — — — — —_ —
o + i| Crecimiento.. ... —_— — + — —_
& Fermentacién .| A | A A A —_ A
o Gas. ... .. oot — 1 — — — —_ —_
< il Crecimiento.. ... — ! - + + —_ —_
Dl —— | - ,
&} Fermentacién .| A | A A A — A
o | Glucosa... . | Gas. ... ... ... ...|  — — — — — -
o Crecimiento.. ... — + — —_ -_ -
& Fermentacién .| A A A A — A
o | Glucosa... ... Gas.. ... cov eenwed]  — —_ —_ — — —_
< Crecimiento.. ... + — — — —_
8] Fermentacién .| A A — — — A
¢ | Sacarosa. ...| Gas. ... ... ... ...| — — — — — —
o Crecimiento.. ... + + —_ — -— —_
&= . Fermentacion . A A A — — A
w | Sacarosa. .| Gas. .| — | — | = | = | = | =
< Crecimiento.. ...| + + -— — _

- P. B.-C. = plirpura de bromocresol. A. B. T. = azul de bromotimol.



. Poco gfecimiento
L O 1 O U I O Ol Ol R B < A (e
Mucho Ci‘ecimiento
T4 | L+m | 1+e | L+e | +4p [ +4p | [+> | |+» [ oec | asecto
Velo y Crecimiento
il L D L L e |+ ]| et | Planco amarillo
. ' Velo y Crecimiento
T O O T T O B
N i l | Velo y glrecimiento
CEE b fits s [ miento. | iridiscente.
Mucho Creci{ﬁiento
", i o
l ]:1> I L:D l l:> I l> l ];P I ]:> +l> l l> grllfecrllto. . 2gixar§cliante.
. \ Poco Crecimiento
0 T I O O O N B R B I 0 T A - e o,
Velo y glrecimiento
I eci- anco crema
l I > l l » | | > l l > l l > l l > l l > ] I > %ﬁecrl:to‘ gelatinoso?
| Poco Crecimiento
[ 1] lll_ o T O O O R blanco

€n e (1) 6 (In s oD 6 6) 6 ®) 6 L) e

#1 6

O oGZ V SOAVININI & SOIqAN SOT

VENLOAT

"WAN

6



MUESTRA
SEGUNDA

HECHA A LOS VEINTE DiAS DE SEMBRADOS

9 (1) 9(2) 9 (3) 94 9(5) ' 9(6)

o8
S o =90
: § . = 2 o R
- 98 Ll e 4| 2 5| 298 (88,7 28,
- (7] Q B -
AGAR-GLUCOSA-LEVADURA § 5 3‘3 IR § . £ § 5 £ § &3 g b
o8 d 58.‘5 829 Eo0% | £E908 03
— QO m ,_og .,105: -SUu-v "‘8’0 - Qa
$5=% | &3 SES TET | S@fa| DET
@ @ : = . a [
S 500 ~ 0.0 e =520 S
Veoox O O s La.= 04T ves
. =
=8 > 9 > 8 > 8 >, 8 @ g
CALDO o e om g oss R Rl .
582 | 352 | 982 | 382 | 388 %gs
>88 | >CE | S8 | P0E | BCE | AES
Fermentacién .. A A A A A A
Gas.. ... ... ... ... — —_ — — —
Crecimiento.. ... — — —
Fermentacion .. A A A A A
m |iMaltosa... Gas., ... ceo et .l — — —_— — — J—
< Crecimiento.. ... + + — — —.
...................................... | .
:| Acidificacién. ...| - — — —_ + — ——
Leche lada., | Alcalinizacién .| — — — — — —
tornasolada.. | Reduecién ... ... + + — —_ + —_
. Almidon. H H -H H H H
N H + + + + + +
‘S H — + + + + +
N O —_ — - + + +
Indol. — + — - + . +
“ Gelatina. = Licuefaccién. — — - _ + +
* Pata Ma- Ma. | Amari-|Blanco | Amari-| zr. ...
atata. rrén rrén llo bri- llo f. ligero
o * | crema. | llante. velo. : :

P. B. C. = plrpura de bromocresol. A. B. T. = azul de bromotimol.




i

(o1 6

g I ' Poco - Crecimiento
= creci- blanco
52 i l I l [ l > l l > miento. crema.
Il | .
;)S> ' . Mucho Cretimiento
—_5 + | » creci- aspecto
1} = l +1+ T+ I miento. gomoso.
W |
Sg ] Velo y Crecimiento
= ] creci- blanco amarillo
oB L1 s l I e miento. | iridiscente.
e g
ew Velo ¥ Crecimiento
(B 1 creci- blanco verdoso
8 33 +4 ] ] I > + I ] miento. iridiscente.
°Ba
? O
cod Velo y Crecimiento
cém ++ | creci- blanco crema
g 5 g . ‘miento. iridiscente.
°eaoo | b
= g . Mucho | Crecimiento
=] creci- amarillo
5\83 + I + | I > + l > miento. abundante.
B
[}
o g Poco Crecimiento
o= l I l l ) | | 1 ] creci- blanco
8 o 2 * miento. pardusco.
_ = .
[ > Velo vy | Crecimiento
5=3 +4+.| | | > | ] > creci- “ | blanco crema
g° 2 ’ miento. gelatinoso.
B =X
e, > I Poco Crecimiento
o =3 | 1] | ] ] 1] creci- blanco
-3°% miento. escaso.
¢ a3 .

® 6 e

66

(€N 6 @D 6 (1D e

((29K¢]

D 0oGZ V SOAVENDNI d SOIGAN SO1

VENLOIT

"WAON
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MUESTRA

PRIMERA

BN ESTA SERIE LA PRIMERA LECTURA SE HIZO SIETE
. s

12 (1)

12 (2)

12 (3)

12(4)  12(5)

AGAR-GLUCOSADO

Crecimiento

amarillo
abundante.

Fermentaciéon ..

Salicina ... ... ... Gas. ... ... ... ..
Crecimiento.. ...

Xilosa ... .eo vee . [ GASLo
Crecimiento.. ...

Fermentacion ..

Crecimiento
blanco crema
con fluorescen-
cia verdosa.

Crecimiento
amarillo
oro.

Crecimiento

amarillo abunda
calor yema.
Crecimiento
crema

viscoso.

l

l

{
{
|
|

+ | =

I

Sacarosa ... ... .. Gas.....:
Crecimiento.. ...

Fermentacién ..

> %lb

+[>'+1>

[l | + | »

Galactosa ... ... .. | Gas.. ... ... ... ...
Crecimiento.. ...

Fermentacién ..

Glucosa... ... ... .. [ GaS. ... ... ... ..
Crecimiento.. ...

Fermentacion ..

s+l

+lE+] e

| »

R I - A S

I

Fermentacion ..

Lactosa... ... ... .. Gas......'
Crecimiento.. ...

I

1

I

l

[

Maltosa... ... ... .. Gas......_
Crecimiento.. ...

Fermentacion ..

+ | >

Glicerina ... ... .. | Gas.. ... ...

Fermentaciéon ..

Crecimiento.. ...

+11

1]

bl

+|l> |+ >

[ |+t | +4+ | +4+p |+ |+ | ++> | + | >

+e |+ P

. Licuefaccién. ...
Gelatina ... ... .. Crecimiento.. ...

Acidificacién. ...

Leche tornasolada Alcalinizacioén ...

” Reduecién ... ...

++

++

I

+ |

LT+

L1+

LT

12




K¢

L+ 1

SRR

+1 %

I 1w

Crecimiento
blanco con,
fluorescencia.

+l>l+l>

Ll

Crecimiento

abundante amar.

claro viscoso.

++

l+>\++>

++ >

++ B

Crecimiento
blanco
cremoso.

++

B

+ | >

+lm |+

+ | =

Crecimiento
abundante yema

{ Irisaciones.

++

+1»

+1»

+lP | +]»

+1 >

Crecimiento
amarillo
Cremoso..

+ | >

+ ||+ @

Crecimiento
blanco abundan
fluorescencia.

+ |

+ 1>

Poco crecimient
blanco.

+4

+ | P

+ l,;>

1

Crecimiento
amarillo claro
abundante.

C(®) 2T

++ |

+ | >

+ = +]p

+ | >

+| >

Crecimiento
blanco cremoso
con irisaciones.

wer (9) 21

® et

ezl @)er Goer (0D et

#1) 21

S0I1@@M SOT SOdVINDONI 0OdIS ¥AIVH FA SANISIA SVId

YaNLOET

"WAN

I



MUESTRA

SEGUNDA

HECHA DIEZ DiAS DESPUES DE LA PRIMERA LECTURA, O

12 (1)

12 (2)

12 (3)

12 (4) 12 (5)

AGAR-GLUCOSADO

Crecimiento

amarillo
abundante.

Crecimiento
blanco crema

con fluorescen-

cia.

Crecimiento
amarillo
oro abundante.

Crecimiento
amarillo abund.
color yema.
Crecimiento

crema
viscoso.

Salicina*

Fermentaciéon ..

Gas.. ... ...

Crecimiento.. ...

+1

Xilosa ... ... ... ..

Fermentacion. ..

Gas.. ... ...

Crecimientc;:..

' Sacarosa ... ... ..

Fermentaciéon ..
Gas.. tev cer e e
Crecimiento.. ...

41; + |

Galactosa ... ...

Glucosa... ... ... ..

Lactosa... ... ... ..

Maltosa... ... ... ..

Fermentaciéon ..

Gas.. ... ...

Crecimiento.. ...

Fermentaciéon ..
Gas.. ... oot
Crecimiento.. ...

Fermentacién .
Gas.. cov cen et e
Crecimiento.. ...

|+l |+l |+l |+

fle |+l

+1 0w

+ | >

+ ]

+ | >
[ 1>

++p
L 1w»

+1e | +1p

42 |+ |+

+1»

+1 |

Fermentacién ..
Gas.. ... cer e el
Crecimiento.. ...

+l= | +]®

Glicerina ... ... ..

Fermentacion ..

Gas.. ... ... ..

Crecimiento.. ...

+ 1%

Gelatina

Licuefaccioén. ...
Crecimiento.. ...

++

+ 1|+

Il

++ P

YR +1>H+h>

++

[+ | ++p
R I

++
4

Leche tornasolada

Acidificacién. ...
Alcalinizacion ...
; Reduccién...

+ ]+

++ |

|1+

|+
P+

‘14



sT

++ |

L+ |

I

L1

+ 1|

S T

+l} + | >

Crecimiento

blanco con

fluorescencia.
.

+ ]+

+ | \+l>

l

\+{>

+ |

+ | >

S

Lo | 1]

+| >

Crecimiento

"abundante amar
‘| claro viscoso.

| +

++ B

++ P

++p

P |+t

t+b |+t

++ B

Crecimiento
blanco
cremoso.

ll+,!+1>

+ 1

+ 11

e+ ]w
, |

T+

||

Creclmiento
abundante yem.
Irisaciones.

| +

+ |

+ | >

e+

+l= |+ >

+[:1>

Crecimiento
amarillo
Cremoso.

I +»

1P|+

+le |+

Creclmiento
blanco abundan
fluorescencia.

+1

+ | >

+ |

+B |+

e +]®

+ | .

Poco crecimient
blanco.

+1+

++

T4+ »

e

s

]

+ | >

+ | >

Crecimiento
amarillo claro
abundante.

++ |

+1)

e |+ 1>

Crecimiento
blanco. cremoso
con irisaciones.

'(ﬂ) 48

(T 21 anzr  nazt 6) 21 ®zgr - et 9) 21

(€1 a1
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MUESTRA NUM. 12 (SEGUNDO AISLAMIENTO)

PRIMERA LECTURA. A LOS SIETE DIAS DE INOCULADOS Y EN ESTUFA A 24° C.

12 (1)

12 (2) °

12 (3)

AGAR-GLUCOSADO

Crecimien.
amarillo
abundante

Crecimien.
blanco
crema

Crecimien.
blanco
irisado.

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

+1

Sacarosa.

Galactosa.

Glucosa.

gLaétosa.

iMaltosa.

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

[l | +]»

+ | >

Fermentacion,
Gas.
Crecimiento.

I

+1»

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

|| +]»

+1e |+

Fermentacién.
Gas.

- Crecimiento.

[ 1]

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

flel+]»

Glicerina.

Gelatina.

Leche tor
gnasolada.

Fermentacion.
© Gas.
Crecimiento. -

Il

+]® |+

Licuefaccion
Crecimiento.

+

l

+

Acidificacién.

Alcalinizacién.

Reduccién.

[+
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'

MUESTRA NUM 12 (SEGUNDO AISLAMIENTO)

SEGUNDA LECTURA. A LOS DIECIOCHO DiAS

12 (1)

12 (2)

12 (3)

AGAR-GLUCOSADO

Crecimien.
amarillo
abundante

Crecimien.
bhlanco
crema

* Crecimien.
blanco
irisado.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

%

Xilosa.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

RERERES

Sacarosa.

Galactosa.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

e+l | +]»

1w | +1 %]

Glucosa.

Fermentacién.

Gas.
Crecimiento.

+] >

Lle |+

éLactosa.

Fermentacion. -

Gas.
Crecimiento.

1 +1»

iMaltosa.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

tle |+l |+l |+l | +]F

Glicerina.

Gelatina,

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

\

| ] >

e+

Licuefaccion
Crecimiento.

+ 4+

-+

l

Leche tor-
‘ nasolada.

Acidificacién.
Alcalinizacion.
Reduccidn.

| +

+.
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MUESTRA NUM. 13

PRIMERA LECTURA. A LOS SIETE DIAS DE INOCULADOS Y EN ESTUFA A 240 C.

13 (1) 13 (2)
Crecimiento Crecimiento
AGAR-GLUCOSADO blanco ocre blanco
abundante

fluorescente

‘Salicina.

Fermentacion.
Gas. )
Crecimiento.

Xilosa.

Fermentacién.

Gas.
Crecimiento.

Sacarosa.

Fermentacion.’
Gas.
Crecimiento.

1> | +]»

Galactosa.

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

Glucosa.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

1B | +] >

Lactosa.

Maltosa.

Glicerina.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

Fermentadion.
Gas..
Crecimiento.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

Flp 4+ [+l |l ++p | +4p | +4p | +45 | + 1>

Gelatina.

Licuefaccién.

Crecimiento.

+

I

Acidificacién.
Alcalinizacion.
Reduccién.

[+
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MUESTRA NUM. 13

SEGUNDA LECTURA. A LOS DIECIOCHO DiAs

13 (1)

,13(2)

AGAR-GLUCOSADO

Crecimiento
blanco ocre
abundante

Crecimiento
blanco
fluorescente

‘Salicina.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

Xilosa.

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

Sacarosa.

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

Galactosa.

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

i

Glucosa.

Lactosa.

gMaltosa.

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

Fermentacion.
Gas:
Crecimiento.

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

Glicerina.

" Fermentacién.

Gas.
Crecimiento.

Gelatina.

Licuefaccion.
Crecimiento.

e ++p |+ |+t | ++ |+ |+t |+ >

iLeche
itornasolada.

Acidificacién.”
Alcalinizacion.

Reduccién.

+

I

[+
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MUESTRA NUM. 14

PRIMERA LECTURA. A LOS SIETE DfAS DE INOCULADOS Y EN ESTUFA A 240 c.

14 (1) ‘

14 (2)

14 (3)

14 (4)

AGAR-GLUCOSADO

Crec. blan-
co crema
viscoso

Crecimiento
amarillo
oro

Crecimiento
blanco
escaso

Crecimiento
blanco
fluores.

Fermenta.
Gas.
Crecimien.

I'l»

t1

A

Xilosa.

Fermenta.
Gas.
Crecimien.

1>

[

Sacarosa.

Fermenta.”

Gas.
Crecimien.

| 1| +]»

| »

[ %

Galactosa.

Fermenta.
Gas.
Crecimien.

+] 5

Glucosa.

Fermenta.
Gas.
Crecimien.

+11

[+

fLactosa.

Fermenta.
Gas.
Crecimien.

[l |+l +]»

[

Maltosa.

Fermenta.
Gas.
Crecimien.

+ =1 +] 1

Glicerina.

Fermenta.
Gas.
Crecimien.

1]

e+

L& +1

Gelatina.

Licuefac.
Crecimien.

I

l

Leche torn'
solada. i

Acidificac.’
Alcaliniza.
Reduccién.

I+

[ 11
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MUESTRA NUM. 14
SEGUNDA LECTURA. A LOS DIECIOCHO DiAS
- 14 (1) 14 (2) 143 14 (4)
Crec. blan- ’Crecimiento Crecimiento | Crecimiento
AGAR-GLUCOSADO co crema - amarillo escaso blanco
viscoso oro - blanco fluores.
N Fermenta. A A A | =
iSalicina. ;| Gas. — — — —
: . Crecimien. + + + s
. Fermenta. A A A A
Xilosa. Gas. - — - —
Crecimien. + + + +
Fermenta. A A A A
Sacarosa, Gas. — J— — .
Crecimien. — C o+ + +
) Fermenta. A A A A
Galactosa. Gas. — —_ — .
. Crecimien. + + + +
Fermenta. A A A A
Glucosa. Gas. - - — —
Crgc1mlen. + - + + +
Fermenta. A A A | -
Gas. — — — —
Crecimien. + — — + i
Fermenta. N N A e —
Maltosa. Gas. — — — —
H Crecimien. + + + .
Fermenta. A A A A
Glicerina. Gas. — —_ — o
Crecimien. — + + +
a . Licuefac. + — —_ —_
elatina. Crecimien. + —_ + —
Leche torn.| Acidificac. + + + [ —
! solada i Alcaliniza. — — —_— +
Reduccién. — - e .




PRIMERA

A LOS SIETE DiAS DE INOCU

Ps. Savas- . Ps. Savas- " Ps. Savas-
tanoi. tanoi. tanoi.

- 64 206 207

N

AGAR-GLUCOSADO

Crecimiento
fluorescente
Crecimiento
blanco
abundante
fluorescente
Crecimiento
blanco
abundante

crema

i | Fermentacién.
‘Salicina... || Gas. . >
: i | Crecimiento.

Fermentacién.
Xilosa ... .. Gas.
Crecimiento.

+1»

. Fermentacién. —
Sacarosa... .. | Gas. —
Crecimiento.

| ] »

+ 11

Fermentaci6n.
Galactosa. .. | Gas.
.o Crecimiento.

Gas.
Crecimiento.

‘+l:> +’1:>,

+le |+l

A
=
Fermentacion. A
"

-

Fermentacion.
Gas.
Crecimiento.

l
I
I

Fermentacién.
Gas.
Crecimiento.

Fermentacién.

‘lGlicerina.. .. | Gas.
Crecimiento.

Licuefaccién. — — . —

|Gelatina... .. c1a
| i Crecimiento. — —_ - —
\

.| Acidificacién. : —_—
Leche tor- |y | calinizacion. ; +
Reduccién. : —
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Crecimiento
blanco
crema
fluorescente

80¢
‘0UD}
-spanS ‘Sd

|

+1] 5

+»

Crecimiento
blanco

| iridiscente

+| B

+1]»

+ | >

Crecimiento
blanco
grisdceo

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

+ +

+ | »

Crecimiento
amarillo

abundante
iridiscente

34

+ | >

+ 1

+ | »

Crecimiento
blanco
fluorescente
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SEGUNDA

A LOS DIECIOCHO DfAS DE INO

Ps. Savas- Ps. Savas- Ps. Savas-
tanoi. tanoi. tanoi.
64 ) 206 207
Q o o w )
5 & 5 = 5 0@
<L 3 2 9 L. g
AGAR-GLUCOSADO Eow? goa 8o
K3} Q 8 - Q g =907
S a g 5 SRR O & 8
¢ fS905 £83 A
OB 8& O3 & 03a
P Fermentaci6n. j— = =
i Salicina... Gas. — — —
R | Crecimiento. + + +
Fermentacién. A A A
Xilosa ... .. Gas. — — J—
Crecimiento. + + +
Fermentacién. A A A
Sacarosa... .. | Gas. — —_ .
Crecimiento. + + +
) Fermentacién. A A A
Galactosa. .. | Gas. — . -
Crecimiento. + + +
Fermentacién.’ A A A
Glucosa... .. Gas. — — —
Crecimiento. + — +
Fermentaci(’)n, ----:--~--- i‘ ---------- : .......................... : ..........
Gas. - — —
Crecimiento. i + ; + +
Fermentacién. | . |i J— =
Maltosa... Gas. —_ —
i , Crecimiento. { + + 3
. Fermentacién. A A
Glicerina., .. | Gas. — —_
Crecimiento. + +
2
i cion. — —_ —
Gelatina... .. Llcu.efa'c on .
Crecimiento. — —_ —_—
- oche top. Acidificacion. — =
Leche tor Alcalinizacién. + P+ +
nasolada .. A
2| Reduccién. — — ——
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458 R. BELTRA

Significado de las abreviaturas.

A = produccién Aacido.

Fermentacién ... ... el
— = no produccién acido
P ' = produccién gas.
En aztdcares ... ... ... Gas ... .o oo +t=p g - .
— = no produccién gas.
L 4+ = hay crecimiento.
Crecimiento... ... ... .
' { —— = no hay crecimiento
Acidificacion. ... ... ( 4 = resultado positivo.
- Leche tornasolada. ....) Alcalinizacién ... ... . _
Reduccién ... . . ... ( — = resultado negativo

+ = hay licuefaccién.

En gelatina.. ... ... ... . s
— =no hay licuefaccién.
En amidén ... ... ... + = hidrolisis.
— = no hidrélisis.
En S H, ... .. . [+ = producions I,

— =no produccién S H,.

n 3 — =no produccién de N H,

+ = presencia de nitratos.

{ + = produccién de N H,.
{ — = no presencia de nitratos.

E'nNO2 e e e e

j.eche tornasolada.

La leche tornasolada sirve para formarnos una idea de la actividad
bioquimica de la bacteria que se estudia.

Como es sabido, la actividad de las bacterias en este medio depende
de su composicién. - - '

Contiene cinco sustancias principales, que son: dos azicares, dos
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proteinas y el tornasol. Los aziicares son: lactosa y una pequefia canti-
dad de glucosa que estd presente como resultado de la hidrélisis de la
lactosa durante la esterilizacion.

Las proteinas son: lactoalbtimina, presente en pequefia cantidad, y
caseinégeno, la principal proteina de la leche. ‘

Los cambios que se pueden producir en la leche como consecuencia
de la actuaciéon de las bacterias son: acidez, alcalinidad, coagulacién,
peptonizacién y réduccién, interesdndonos para nuestro trabajo solamen-
te la alcalinidad, la reduccién y, raras veces, la peptonizacién.

La alcalinidad se manifiesta exteriormente en el medio por un cambio
del color malva, tipico de la leche tornasolada a un color azul méas o me-
nos fuerte. ‘

El origen de la alcalinidad se debe siempre a formacién de sustancias
béasicas, las cuales las pueden producir bacterias de diferente comporta-
miento bioquimico. En general, atacan solamente la lactoalbimina para
producir amoniaco o aminas bésicas, produciéndose entonces el tipico
color azul de la leche tornasolada alcalina.

La bacteria puéde actuar sobre el caseinégeno de dos maneras: pro-
duciendo coagulacién o peptonizacion, pudiéndonos interesar esta ultima,
yva que se puede producir en medio alcalino. Este cambio se reconoce
facilmente porque cuando la leche estd peptonizada se aclara.

Fl indicador tornasol puede ser reducido, y asi no actuar solamente
como indicador de pH, sino también como de 6xido-reduccion.

En estado de oxidacién, su color es el rojo, malva o azul, de acuerdo
con el pH del medio; si el tornasol estd reducido la leche se queda in-
colora. . _

La reduccién del tornasol se presenta primeramenté en el fondo del
tubo, y el producto suele ascender por éL :

En resumen, los datos més importantes que debemos tener en cuen-
ta al observar en nuestras experiencias la leche tornasolada es ver si el
color es malva, azul, blanco o si se-ha producido aclaramiento del medio

Para nuestra experienéia la leche tornasolada se preparé segin la téc-
nica corriente. : ‘

Hemos hecho un estudio detallado durante quince dias de las varia-
ciones del pH que pi“odu(_:en en ella las diferentes estirpes de Pseudo-
monas y otras dos bacterias alcalinizantes (Proteus vulgaris y Bacillus
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460 R. BELTRA .

subtilis), que no pertenecen al grupo de bacterias fitopatégenas, y se han
trazado las curvas correspondientes.

Se ha experimentado con Proteus vulgaris y Bacillus subtilis solamen-
te para observar las variaciones de pH que producian en leche tornaso-
lada otras bacterias alcalinizantes que no fueran Pseudomonas. )

En la experiencia se prepararon 18 lotes de matraces, tantos como
nimero de estirpes bacterianas utilizamos en la prueba, formado cada
uno de ellos por 14 matraces, numero de dias que se midieron las varia-
ciones de pH por medio del potenciémetro.

En los matraces de 100 c. c., conteniendo cada uno de ellos 20 c. c. de
leche tornasolada, se sembré con la misma cantidad de inéculo en cada
uno y se incubaron a 24° C. todo el tiempo que duré la experiencia.

Como ya hemos indicado, se ha medido diariamente el pH de la leche
‘tornasolada y se han obtenido los datos que consignamos a continuacion,
acompafiados de las graficas ron las curvas representativas de la varia-
cién del pH. ’
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AS

TORNASOLADA POR DIFERENTES PSEUDOMO
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8.9
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464 R. BELTRA

REPRESENTACION GRAFICA DE LAS VARIACIONES DEL pH PRODUCIDAS
EN LECHE TORNASOLADA POR LOS DIFERENTES PSEUDOMONAS

ENSAYADOS
‘pH.
10 1
9
8 4
7 4
65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
TESTIGO
6
5
4
3
2 4
1 ; - -
{ 2 3 4 5 6 1 8 9 {0 {1 172 13 14 15
DIAS .
Fic. 1.
Testigo. Leche tornasolada.
pH.
Q -
3~ g5 86 86 86 86 g7 88 88 gg g7 87
PSEUDOMONAS
8 79 7
74
7 4
65 6.6 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 6.5 65 6.5 6.5 6.5 6.5
e
6 TESTIGO
5
4
34
21
1
1 ] 3 4 5 7 8 9 {0 it 2 13 14 15
DIAS
Fic. 2.

Pseudomonas sagvastanoi 1 (2).
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PH.
u:'1
9 : . v
a3 83 B4 84 84 5 825 85 83 as
8.0 PSEUDOMON
8 77 EUDOMONAS
7
7 70,
65 66 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
6 TESTIGO
5
4 N
3 ]
2 4
1 ' -
1 2 *3 4 5 7 8 0. 17 13 14 15
DIAS
Fic. 3.
4 .
Pseudomonas savastanoi 2 (2).
pH.
£0 -
° 1 8.6 6 86 86
8
7
65 65 65 65
-6 . ! TESTIGO
5 ]
4 ]
3
7
1 "
1 2 3 a4 5 7 8 9 10 # 12 13 14 15
DIAS . ‘
Fic. 4.

Pseudomonas savastanoi 2 (4).
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R. BELTRA
- ph.
10
9 - &7 87 .. a6 ae 87 28 88 4o &1 97
81 8. PSEUDOMONAS
8 4
u
7_ N
65 66 5 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
¢ TESTIGO
5 4
.4 -]
3 4
2 4
1 . -
1 2 3 4 5 7 8 9 10 17 15 14 15
DIAS
FIG. 5.
Pseudomonas savastanoi 12 (3).
pH.
10 -
S 4 a7 __88 g7 87 87 @7
a5 85 a5 86 86 i 3
PSEUDOMONAS
8 ST
. 751
7 7?/
1 i)
5 66 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
T TESTIGO
6 - X .
5
4
3
2 .
.‘ .
1 7 3 4 5 7 8 10 17 13 14 15
DIAS -
FIG. 6.

Pseudomonas savastanoi 12 (14).



IDENTIFICACION DEL «PSEUDOMONAS SAVASTANOI»

467

pH.
10 4
9 | ) . .
g4 B4 B85 B5 85 B5 ‘85 85 85 .
. PSEUDOMONAS
8 b3
74
; 1]
65 65 65 65 65. 65 65 65 65 65 65 65 65 65
6 | TESTIGO
5 A
4 4
5.
'2.
1 .
1 2 3 4 5 7 8 0 1 17 3 -14 15
DIAS
Fic. 7.
Pseudomonas savastanoi 13 (2).
pH.
10
9 1 a6 86 81 67 8388 g7 88
. a2 83 % PSEUDOMONAS
S-
s 11
, 10, .
65 66 65 ¢5 65 65 65 65 65 65 65 5 65 5
. TESTIGO
% -
5-
‘.
3‘.
2-
1 -

7 8
DIAS

Fic. 8.
Pseudomonos savastanoi 14 (4).
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pPH
10 1
° ' 87 87
. 85 85 85 85 8.6 6 86 86
. PSEUDOMONAS
7
65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
6 - TESTIGO
5_
- 4 . i
3_
2_
1
i 2 3 4 s 77 8 9 10 # 12 13 14 15
DIAS
Fi1c. 9.
. Pseudomonas savastanoi 64.
pH: _
10 - g :
9 -
as 84 B84 85 85 85 85 @85 85 85
8- PSEUDOMONAS
1-
65 €5 65 65 65 65 65 65
64 TESTIGO
5 ] B
4
3 -
z-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 113 13 14 15
DIAS

Fic. 10.
Pseudomonas savastanoi 206,
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pH
10 -
9 J .
85 84 4 85 B85 85 B85 85 a5 85
~ S : PSEUDOMONAS
15k
7 4
65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
. T
o ] TESTIGQ
5 4
4
3
=
1 r
{ ] 3 4 5 7 8 0O 1 12 13 14 15
. DIAS
/
Fia. 11.
Pseudomonas savastanoi 207.
pH.
10 5 *
2 .
as 64 B84 85 85 85 85 85 B8S 086
8 8o 84 PSEUDOMONAS
y 76 =
74
7 4
65 686 65 65 65. 65 65 65 65 65 65 65 65 65
6 TESTIGO
54
4 ]
3
‘l..
1 o
2 3 4 5 7 8 9 10 0 12 13 14 45
DIAS
Fi1G. 12.
-

Pseudomonas savastanoi 208.
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Pseudomonas marginalis 289.

R. BELTRA
pH.
10 ~
9- .
gy 84 84 84 84 84 . 84 84 84
8 PSEUDOMONAS
. .
65 65 65 65 65 65 65 65 65
64 TESTIGO
5 4
4
-
2 4
1 ; F
{ 5 7 8 10 i 7 13 14 15
DIAS
Fic. 13.
Pseudomonas pisi 123.
PH.
10 +
9 4
ay 82 82 82 @2 82 82 82 83
8 PSEUDOMONAS
7 4
65 65 65 65 65 65 65 68 65
6 TESTIGO
5
4 4
3 4
2
{ T -
{ 5 7 8 10 1 12 13 14 15
DIAS
Fic. 14.
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pH.
1Q -
a
9
a0 B4 81 81 83 83 85 o3 a3 8
8 . 77 18 178 PSEUDOMONAS
;. .
65 66 65 65 65 65 65 65 65 65 65 65 6
¥
6. TESTIGO
5 4
4
3
24
1 v -
1 1 3 4 5 7.8 10 1T 17 13 14 15
DIAS
Fia. 15.
Pseudomonos syringae 294. .
pH
10 4
9
85 85 B85 B85 B85 B85 B85 65 85 8
8- PSEUDOMONAS
7 .
65 65 65 65 65 65 65 65 65 65
65
6 TESTIGO
5
4
3
124
I 2 3 4 s T 8 10 1 17 13 14 15
DIAS
F1iaG. 16.

Pseudomonas medicaginis var: phaseolicola 52.

an
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PH.
10 +
9 1 ) ez 7 88 &%1/“2—-3‘9
82 85 8 ] BACILLUS
8 JA
74,
7 70 7
. 65 088 65 65 65 65 65 65 65 65 68 65 65 65
6 TESTIGO
5 4
4-
3..
7 -
1 v
1 1 3 a2 5 7 .8 8 10 1t 12 13 14 15
DIAS
FiG. 17.
Bacillus subtilis.
pPH.
10 1
9
8
7 -
6_
5
44
3_
74
1 v
1 7 3 4 5 7 8 9 10 17 13 14 {5
DIAS
F1G. 18.

Proteus vulgaris.
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Las conclusiones que se sacaron de estas medidas y de la observacién
de las curvas trazadas indican que:

1° Los Pseudomonas estudiados producen una elevacién relativa-
menfe rapida de la alcalinidad, que alcanza su méaximo entre el quinto
y sexto dia de incubacién a 24° C. La mayoria de las estirpes estudiadas
lo alcanzan en el quinto dia:

El pH de la leche tornasolado testigo estéril se mantiene constante
durante los quince dias de la experiencia.

2. Al alcanzar el pH (8—85) que podriamos llamar maximo, la
alcalinidad se mantiene casi constante, pues si hay variaciones son casi
inapreciables.

3.2 Kl Proteus vulgaris y Bacillus subtilis producer. la elevacmn de
la alcalinidad de una manera progresiva, no observandose en la curva
representativa de dicha variacién ningun punto maximo.

Parece ser que la alcalinidad continud aumentando después de los
quince dias que duré esta experiencia.

Medio ortocresol-lactosa.

Este medio selectivo se hizo en un principio partiendo de leche y
de dos indicadores que entre varios se eligieron como maés convenientes;
uno de ellos no nos ha dado después de la experiencia resultados satis-
factorios.

Estos indicadores han sido azul de timol y ortocresolftaleina. Los vi-
rajes de dichos indicadores son:

Azul de timol (viraje alcalino) ... ... pH=8 —96
Azul de timol (viraje acido)... ... ... pH=12-—28
Ortocresolftaleina ... ... ... ... ... ... pH=82-—98

Dando el azul de timol en medio alcalino color azul y el ortocresolfta-
leina color rojo.

Con el indicador azul de timol se han hecho diversas experiencias,
que nos han puesto de manifiesto las causas ppor las que dicho md1cadm
no es Gtil para la preparaciéon del medlo

ny
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Con el indicador ortocresolftaleina se empezé haciendo una solucién

5 por 100 en sosa normal, se‘agregé a la leche hasta elevar su pH a
7,5, quedando, como es légico, incolora. Su viraje en medio alcalino era
el color rojo deseado; pero vimos que, al esterilizar a vapor, el medio
no se quedaba incoloro, sino que adquiria un tono anaranjado claro.

Al sembrar en él las estirpes de Pseudomonas el viraje se produjo
a los ocho dias de incubacién a 24° C,, siendo el color anaranjado fuerte
al cabo de unos dias maés.

Con estos avances, vislumbramos el posible resultado satisfactorio
del nuevo medio que se estudiaba y que poco después logramos prepa-
rar con buen éxito.

En principio se probé también la posible accién bactericida de los
indicadores en el medio mediante su adicién de cantidades variables, y
vimos que el ortocresolftaleina en la proporcién de 0,1 — 0,4 grs. de indi-
cador por 1.000 c. c. de caldo no era bactericida, sino que parecia estimu-
la1 més bien el crecimiento de las bacterias en el medio.

Se preparé otro medio similar al anterior, en el que el indicador se
agregaba diluido al 2 por 100 en sosa normal, y los resultados fueron
parecidos a los anteriores. o

Como la preparacién del medio ortocresol-lactosa, usando leche como
base, presentaba muchos inconvenientes, se pensé en la sust1tu01on de
ésta por un caldo de carne. :

Al caldo preparado por las técnicas usuales le agregamos lactosa, por
no ser atacada por los Pseudomonas. Asi se pone de manifiesto si la
bacteria sembrada en el medio tiene un poder proteolitico fuerte o si el
sacarolitico es més predominante. Las bacterias estudiadas tienen, con
las proteinas del caldo, materia prima suficiente para producir aumento
de su alcahmdad y, por tanto, el viraje, si usamos un indicador apro-
plado

4

Primera experiencia.

Como medios de tanteo hasta lograr unos resultados apreciables,
hemos preparado y ensayado los que van resumidos en el siguiente cua-
dro; variando la proporcién de lactosa y el pH: :

42



IDENTIFICACION DEI, «PSEUDOMONAS SAVASTANOIy 475

/ pH=T7

Lactosa 1 % ... ... \ pH =74
pH =738
o pH-=7
-Caldo... ... ... ... { Lactosa 2 % ... ... \pH =74
: : pH=178
g pH=7
| Lactosa 4 % ... ... )pH="74
\ pH=78

El indicador estd preparado al 2 por 100 en sosa normal.

La técnica seguida en la preparacién del medio ha sido la siguiente:
al caldo se le agregé el indicador en la proporcién del 20 por 1.000 (0,4 grs.
para 1.000 c. c. de caldo), y a partir de este caldo se han hecho tres lotes,
los cuales se ajustaron a los pH indicados; el caldo asi ajustado se di-
vidié a su ver en otros tres lotes, a los que, como se ve por el cuadro
anterior, le agregamos la lactosa en proporcién variable.

Una vez envasado el medio en tubos fué esterilizado tres dias a va-
por durante veinte minutos.

Como no sabiamos si en este medio se producirian ligeros cambios
de pH antes y después de la esterilizacién, se midieron éstos, obtenién- -
dose los datos'que se dan a continuacién: ’

Antes de esterilizar " Después de esterilizar

S 1 % de lactosa... ... ... ... ... ... ... pH =73

pH=T7 .12 % » B e pH =72
84 9 » » e e e pH=7

‘ xl % de lactosa... ... ... ... ... ... ... pH =177

pH="74... ... 2 9% » » pH =76

Pa g » > pH = 74
g 1 9% de lactosa... ... .. ... ... ... .. pH =28

pH="78... ... 2 % » » T pH =179

{4 % » » pH =178
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Un dato curioso que se saca de la observacion de estos resultados es
que, cuando la lactosa va en la proporcién del 4 por 100, no hay varia-
cién en el pH del medio, lo que no ocurre .con la lactosa al 1 y 2 por 100.

En estos medios se han sembrado todas las estirpes de Pseudomonas
con las que trabajamos e incubado a 24° C. A los siete dias, y en algunos
a los seis, se ha comenzado a ver un ligero cambio al color rojo, habién-
dose apreciado desde el segundo o tercer dia un buen crecimiento bac-
teriano en todos ellos. ‘

No en todos los tubos sembrados el color rojo producido ha sido el
mismo, y asi se han observado dos tonos diferentes, uno rojo claro (que
al aumentar la' alcalinidad pasa a rojo sangre) y un rojo castafio (que
también, con el aumento de alcalinidad, pasa a rojo fuerte).

El color rojo claro se produce en el medio que tiene el pH de 7— 7,4

v 7,8, v en el que la lactosa. va en menor proporcién, 1 y 2 por 100, mien-
tras que el tono rojo castafio se produce en los de pH 7—74 v 78 v
lactosa al 4 por 100. ’

Los cambios de coloracién y crecimiento bacteriano se han observado
durante diez dias. Los resultados que hemos obtenido con todas las es-
tirpes ensayadas son muy semejantes y se pueden resumir en el siguien-
te cuadro, que corresponde a los resultados obtenidos con el Pseudomo-

nas savastanoi 1 (2): ‘ ' '
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GRADOS DE CRECIMIENTO‘Y COLORACION OBTENIDOS EN UNA
EXPERIENCIA CON EL MEDIO ORTOCRESOL-LACTOSA

' | ' 1 i ‘
Ps. savast. 1 (2) | 1d. 2d. | 3d. | 4d. 5d. 6d. i 7d. 8d. | 9d. | 10d.
[ - —
i
19 1ac-| — |+ LR o I B o e e R S R
! tosa. — — - — —- —_ o+ A ; -+ ' ++ |
\ i i [
—— |
: - . | E |
He7 '-_)_L;;(‘[aC~ + @+ +TF 4+ 4 +++Ai—++‘r+++‘+++.ﬁ—’i’+ifT+
=1 | | . i i
P tosa. —_ =} = — - 4+ T e+ -+
| | | |
Lo , ‘
—— _— ] —_— |
! | 1 ‘
4% lac| — = SR Bk S { S R R
‘ 1 i | :
I ey e e e
1% lac-] — 0 — - |+ + L ol RE T S GETR i G
) . ! | | | |
tosa. . . ‘[ - 1 — —_ + + + + [ 4+
T T
b | i [ E~_’
i {
_ 29 lac-i T =+ +4+ 5 ++ + + ++ 4+ F + + + ++
PH=74, {(0&:'1 " - » ;
A B —- — | - —= + i I ey +
; | i i
—— | —— | —
4% lac — | — |+ ; R e T
tosa. . - I - . + o4 T
| r
— - —— - | | o Jl_; T
19 lac- IR Bk R
’ tosa. — - — e —- + 0+ \ ++ |
. i |
—— — — — — § “__,-——
| !
. - —= + + + 4 b e B
H=7.g 2 7% lac LT ++1 o ! i
T T T e B e B S e R A e Rk
. !
| ‘ . |
4% lac| - -+ R B e B e Bl o e o i
osa. | - | = | = | — |+ | b b b e
i |

En cada’ casilla el signo superior corresponde a grados de crecimiento y el
inferior a la intensidad de coloracion.
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Por los resultados obtenidos se ha considerado como bueno, segin

se ha descrito anteriormente, el medio ortocresol-lactosa que tenga un
pH de 7 y lactosa al 2 por 100, aunque resultados semejantes se han
obtenido con los de pH 7 y 1 por 100 de-lactosa y pH 7,4y 1 y 2 por 100
de. lactosa. )
- En general, se puede decir que este ensayo preliminar de tanteo no
ha fallado en ninguna proporcién de lactosa y pH empleados, aunque si,
como ya hemos indicado, se aprecian ligeras variaciones en los resul-
tados.

Segunda experiencia.
Se ha hecho una segunda experiencia preparando el medio en las
- proporciones que tomamos como buenas (pH = 7; 2 por 100 de.lactosa
v 0,4 grs. de ortocresolftaleina por 1.000 c. c. de caldo), y se sembré en
él de las distintas estirpes bacterianas que estudiamos.

Durante diez dias se estudiaron las variaciones de pH del medio con
un potenciémetro, y se han trazado las curvas correspondientes. Los re-
sultados obtenidos los consignamos a continuacién.

Trabajamos con 15 estirpes de Pseudomonas durante ocho dias; se
urepararon en total 120 matraces de 100 c. c., que contenian 20 c. c. del

_ medio a ensayar, y se semhraron en él con la misma cantidad de iné6culo.
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. VALORES DE pH EN LA SEGUNDA EXPERIENCIA CON ORTOCRESOL

LACTOSA.-
ESTIRPES 20d.| 30d.| 40d.| 50d.| 6od.| 7od.| 8od.
Ps. savastanoi. - - 1- c
12 74 7,7 7.8 .81 8,4 8,5 8,6
Ps. sabastanai. :
2 (2) 7.2 7,4 7,5 7.9 8,1 8,1 8,3
Ps. savastanoi. _ _ ', '
2 @) 7.2 . 7. 7.5 8.0 8.3 8.4 8,4
Ps. savastanoi. - ~ .
12 (3) 7.3 7.4 7.8 8,2 8.5 8,6 8.5
Ps. savastanot. o -
12 (14) 7,2 7,9 7.7 7.8 8.2 8.4 8,5
—_— — | —— )
Ps. savastanoti. _ :
13 (2) 7.3 7.6 7.8 7,9 7.9 8,2 8.3

Ps. savastanoi.

14 (4) 74 7.5 79 | 82 8,6 8,6 8.6

Ps. savastanoi. : . .
64 7,4 7.6 7,7 8,0 8.4 85 | 85

Ps. savastanoi.

206 7.3 75 7.8 8,1 8.4 8,5 8.8
Ps. savastanoi. _ -
: 7,2 7.3 7.5 7,8 7.9 8.1 8,2

207

Ps. savastanot.

- 208 73 | 76 | 78 | 8L | 85 | 85 | 85

Ps. pisi. o

123 7,2 74 7.5 7.9 8,2 8,3 85
Ps. marginalis. ~
‘ 289 74 75 7.8 7.9 8,3 8,4 85
Ps. syringae. ~ _

294 7,3 7.6 7.9 8.3 3.6 8.8 8.8
Testigo. 7.2 7.2 7.3 7.2 7.2 7.9 72
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REPRESENTACION GRAFICA DE LAS VARIACIONES DEL pIH EN ORTOCRE-
SOL-LACTOSA POR DIVERSAS ESTIRPES DE PSEUDOMONAS

pH.
10 1

12 12 18 17 12 17 12
7 4 ’ . TESTIGO

-

3 4
DIAS

Fic. 19,
Testigo. Ortocresollactosa.

pH.
10

~FSEUDOMONAS

[ [
1217211 72

T 1 17 12 ‘ TESTIGO

14

{ ) 3 4 5 & 1 8

Fia. 20.
Pseudomonas savastanoi 1 (2).



3

. £
o 19 8.1 8.1 et
=" PSEUDOMONAS
2412 ' i
R I Y
12 3 .

17 TESTIGO

pH.

10

3 4
DIAS

Fic. 21.
Pseudomonas savastanoi 2 (2).

2 3 4 5 [} 7 8
DIAS
Fia. 22, .

Pseudomonas savastanoi 2 (4).



12 73 TESTIGO

pH.

104

3 a 5 6 7 8

FiG. 23.

Pseudomonas savostanoi 12 (3),

12,

8.5
81 8.4
18

17 " PSEUDOMONAS
11 17 11 12

15

7 13 TESTIGO

3 4
DIAS
Fia. 24.

Pseudomonas savastanoi 12 (14).



pH:

ol
9 P
82 83
n 79 19
8 16 18 SEUDOMONAS
13 7 12 11 12
7 17 11 13 . TESTIGO
6 =
5 -
4 -
3
z =
1 T
1 3 4 © T 8
DiAS
-Fi1G. 25.
Pseudomonas savastanoi 13 (2).
pH. . :
10 ~
° 86 86 86
PSEUDOMONAS;
o [
4 17 12 11 1
7 i 17 13 TESTIGO
6.~
s
4 -
. .
’l —4
1 r -
1 3 4 5 6 7 8
DIAS

Fia. 26.
Pseudomonas savastanoi 14 (4).



pH

10

-~

1 3 4 5 6 7 8
Fic. 27. ’
Pseudomonas savastanoi 64.

7 72 13 TESTIGO

3 4
DIAS
Fia. 28.
Pseudomonas savostanoi 2086.



pH.

10 A
9 -
84 81
8 18 12
15 SEUDQMONAS
1 13 7212 12 12
7 77 13 TESTIGO
.67
5
4 e
3 —4
7_ ]
1 T
1= 1 3 A 6 7 8
DIAS
Fi1c. 29.
Pseudomonas savastanoi 207.
pH.
10
9 5
85 85 85
5 - PSEUDOMONAS
13 72 12 12 12
7 2 12 13 TESTIGO
6 ~4
‘5_
4 —
5 —
’2 -
1 .
! 2 3 4 5 6 7 8
DIAS

Fia. 30.
Pseudomonas savastanoi 208.



3 4
DIAS

Fic. 31.
Pseudomonas pisi 123.

14

|
1212

17 11 13

TESTIGO

3 4
DIAS
Fic. 32,

Pseudomonas marginalis 289.
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pH.
10 "1
i 88
° 86 g8
PSEUDOMONAS.
8 l
72 1212
7 4 TESTIGO
6 -
5 =
A -
-
z -
1
H 7 3 4 5 6 1 8
DIAS
Fia. 33.

Pseudomonas syringae 294,

Segln. se puede observar por los datos obtenidos, el cambio al color
rojo se produjo en el sexto o séptimo dia de incubacién a 24° C., ya que
en esos dias el medio alcanzé el pH necesario para producir el viraje del
indicador ortocresolftaleina. ’

Tercera experiencia.

Otra tercera experiencia se ha realizado: variando la proporcién del
indicador ortocresolftaleina, manteniendo en el 2 por 100 la cantidad de
lactosa y ajustando el pH del medio a 6,5, igual al de la leche tornaso-
lada. La técnica seguida fué la siguiente: al caldo se le agregé el indi-
cador en la proporcién del 5 por 1.000 (el ortocresolftaleina esta solubiliza-
do en sosa normal en la proporcién del 2 por 100). Se ha ajustado su pH
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a 6,5 con Cl1 H 0,1 normal y Na OH 0,1 normal, y se ha esterilizado du-
rante dos dias a vapor fluente. Lia lactosa va también al 2 por 100.

"En resumen, este medio lleva: por 1.000 c. c. de caldo, 2 por 100 de
lactosa y 0,1 gr. de ortocresolftaleina, siendo el pH de 6,5.

La experiencia que se ha hecho con este medio ha consistido en es-
tudiar su viraje y variacién de pH durante quince dias, trazdndose las
curvas correspondientes de las bacterias que estudiamos.

Con los Pseudomonas se han estudiado dos bacterias, que son tam-
bién alcalinizantes en leche tornasolada, y que no pertenecen al grupo
de bacte;rias fitopatégenas. Dichas bacterias son: Proteus vu.garis y Ba-
cillus subtilis. .

Como para esta prueba trabajamos con 20 estirpes bacterianas y la
experiencia duré quince dias, se utilizaron 300 matraces de 100 c. c. de
capacidad, que contenian cada uno de ellos 20 c. c. del medio ortocresol-
lactosa, en total 6.000 c. c. del medio. '

Los resultados obtenidos los damos a continuacién.
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VALORES DE pH OBTENIDOS EN LA TERCERA EXPERIENCIA
CON EL MEDIO ORTOCRESOL-LACTOSA

489

ESTIRPES 20d 4.0 d. 6.0 d. 8o d 100 °d 120 d.
Ps. squigamot- | 68 73 5 78 | 79 7.9
Ps. savastanot. -3 - N 7 79 o
) 2 (2 6,8 (5 7,9 7, ) 8,0
Ps. sazvczganoz. 6.7 7.3 74 77 7 79"
Ps. scigafg()moz. 6.9 7.3 7.6 7.9 8,2 81
Po. s | es 72 76 78 78 79
Ps. e 6.8 74 77 7.8 7.8 79
po. savastanol. | g7 | g3 | g6 | 78 | 18 | 80
Ps. s(giastanoi. 6.8 7.4 7.9 7.9 8,2 8.2
Ps. savastanoi. i a - 76 9
206 : 7,0 7.4 7,6 7,6 ) 7,
Ps. sazii)a’?stanoz. 6.8 7.4 79 8.1 8.2 81
Ps. s%%%stanoz. 6.8 76 7’9 7.9 7.9 7.9
| B pist, 67 | 71 | 13 | so0 | s1 8.2
Ps. magmalis. - - o,
289 7,0 7,3 7,9 81 8,0 82
Po. syrngac 7.0 7.9 8,0 8.3 85 85
Proteus 6.5 6.8 o - 81
vulgaris. § , 7,2 8,1 3 8,4
Bacillus 7.1 7.9 7.9 8,4 8,4 8,6
Testigo. 6,5 6,5 6,5 6,6 6,5 6,5




REPRESENTACION GRAFICA DE LAS VARIACIONES DEL pH EN ORTOCRE-
SOL-LACTOSA PRODUCIDAS POR DIVERSAS ESTIRPES DE PSEUDOMONAS

pH
10 ~

6.5

6.6 - 6.5 6.6. 671

——O
TESTIGO

65

pH.
10 1

-

~-

o
o
0
o

5 6
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Fic. 34.
Testigo: ortocresol-lactosa.

78 7.9

7.9

1 15 PSEUDOMONA

66 . es | 66 81

TESTIGO

S

6.5

-

6
DIAS
Fic. 35.
Pseudomonas savastanoi 1 (2).
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Pseudomonas savastanoi 2 (2).
o H.
104
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6.5 6.6 —— 65
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6
5 ]
4
3
7 4
' T T L) T
R 2 3 4 5 6 1 8 9 10 .t 12
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Pseudomonas- savastanoi 2 (4).
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Pseudomonas savastanoi 12 (3).
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Pseudomonas savastanoi 12 (14)
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Pseudomonas savastanoi 206,
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Proteus vulgaris.
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“

pH.
10 -
9 - , _ 8.6
. 8.3 -
8 BACILLUS
7 —
6.7\6.5
- TESTIGO
6 .
5 -
4 !
3
1 —
1 T T T T T T
{ 2 3 ‘6 7 8 9 10 1 172
DIAS
Fic. 50.

Racillus subtilis.

Los resultados obtenidos demuestran claramente que el cambio de
color rojo en el medio se retarda sensiblemente si se ajusta su pH a 6,5
v si rebajamos la proporcién del indicador, y asi hemos observado que
el viraje no se produce del sexto al octavo dia, como en las otras expe-
riencias, sino que s6lo se inicia a los doce o catorce dias de incubado el
medio a 24° C, y sélo con determinadas estirpes de Pseudomonas, tales
gomo la Pseudomonas pisi 123, Pseudomonas marginalis 289 v Pseudo-
monas syringae 294. '

Cuarta experiencia.

Por 1ltimo, hemos hecho esta experiencia para ver si el medio orto-
cresol-lactosa era Ttil para la identificacién directa del Pseudomonas sa-
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vastanoi a_partir del tumor del olivo y si se correspondian los resultados
en leche tornasolada y ortocresol-lactosa. :

Para ello se han aislado de un tumor procedente de la muestra de
olivo ntim. 14 las siguientes colonias:

Colonia ntim. 1—Blanca grande€, extendida.
Colonia ntim. 2.—Puntiforme iridiscente.
Colonia ntim. 3.—Blanca con halo crema, iridiscente.
Colonia ntim. 4.~—Amarilla con borde inciso.
~ Colonia ntim. 5.—Blanca cremosa, parecida a la 3.

De estos cultivos puros se sembré en matraces de 100 c. c. que conte-
nfan 20 c. c.'de leche tornasolada, y a la vez en otros que contenian
20 c. c. del medio ortocresol-lactosa (pH = 7,2 por 100 de lactosa y 0,4
gramos del indicador ortocresolftaleina). Los resultados que se obtuvie-
ron después de incubacién.a 25° fueron los siguientes: '
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DATOS OBTENIDOS A LOS OCHO DIAS DE SEMBRADOS
1.OS MEDIOS E INCUBADOS A 23 C.

14 (1)~ 14(2) 14(3) 14 (4) 14(5) T

3 Acidificacion. A — — A A .
2 .
€ . - —_— | — | —
g i
5 Alcalinizacion. — L + — — R
=t
Q B
< . ‘ -
| Reduccion. - — — _— I o
- Crecimiento. — — |+ ++ — _ |
&g :
£g| Color rojo produ- f = - Y - . .
oS cido.
- !

La estirpe bacteriana 14 (3), que produjo reaccién alcalina en leche
tornasolada y color rojo en el medio ortocresol-lactosa a los ocho dias de
incubacién, supusimos eran Pseudomonas savastamnoi. '

Paravcomprobarlo se sembré en azlcares, salicina, gelatina y almi-
dén y se hicieron con ellas las tinciones usuales en Microbiologia para
ver si sus caracteres morfolégicos, flagelos, etc., correspondian con dicha
bacteria.

Los resultados obtenidos en los azucares, salicina, etc., a los veinti-
cinco dias de incubados a 25° C. y en la microscopia, son los siguientes:
RESULTADOS EN LA MICROSCOPIA DE LA ESTIRPE 14 (3)

14 (3)

TINCION DE GRAM . NEGATIVA

Tinciéon de ﬂégelos por los métodos C. Gil
y Loeffler.

Se observan flagelos polares.

‘ v
Tincién de esporas por método Wirtz. No se observan.

Tincién de capsulas por método Antony. | No se observan.
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RESULTADO DE LA ESTIRPE 14 (3) EN LOS DIVERSOS MEDIOS

A 1.OS VEINTICINCO DIAS DE INCUBACION A 25 C.

501

14 (3)

Fermentacion. —
Saljcina. Gas. —
! (Crecimiento. +
Fermentacion. A
Xil-osa. (zas. —_
Crecimiento. +
Fermentacion. A
Sacarosa. ;as. —
Crecimiento. +
Fermentacion. A
Galactosa. Gas. —
Crecimiento. +
Fermentacion. ,A
Glucosa. Gas. —
Crecimienio. +
Fermentacién. —
Lactosa. Gas. —
Crecimiento. +
Fermentacién. —
Maltosa. Gas. —_—
Crecimiento. +
Licuefaccion. —

Gelatina.
Crecimiento. —_
Hidrdlisis. +

Almidon.

Crecimiento.
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CONCLUSIONES

Por el conjunto de resultados que hemos obtenido podemos afirmar
que la estirpe bacteriana 14 (3), que aislamos del tumor, corresponde a -
un Pseudomonas savastanoi, y que practicamente quedé identificada como
tal en el primer ensayo que hicimos con ella en leche tornasolada y orto-
cresol-lactosa, viniendo después los resultados obtenidos en los diversos

-medios y en la microscopia a confirmar nuestra primera suposicién.

Este medio, como se puede apreciar por esta experiencia, ha agortado
considerablemente el tiempo de aislamiento e identificacién de la bac-
teria Pseudomonas savastanoi. ’

El resultado final que se ha obtenido en todas las experiencias lleva-
das a cabo con el medio ortocresol-lactosa y las diferentes estirpes de
" Pseudomonas nos demuestran :

1.° Que el método propuesto es tUtil para la identificacién de deter-
minadas bacterias, especialmente del género Pseudomonas.

2. Que otras bacterias alcalinizantes (Proteus vulgaris y Bacillus
subtilis), no fermentadoras de lactosa, se comportan de distinta manera
que las del género Pseudomonas.

3.2 Que €l cambio de color del caldo natural al rojo fuerte se produ-
ce del sexto al octavo dias, siendo muy sensible a simple vista. Este cam-
bio se produce si el indicador va en la proporcién de 0,4 grs. por 1.000
el pH ajustado a 7 y la lactosa al 2 por 100.

4.° Que, segln los datos y gréﬁcas que se acompafan, se puede ver
que cuando el pH es igual a 6,5 y el indicador va en la proporcién de
0,1 gr. por 1.000 c. c. de caldo, ‘se retarda sensiblemente la reaccién, sien-
do positivé solamente con algunas estirpes de Pseudomonas.

5. El indicador ortocresolftaleina parece acelerar el crecimiento bac-
teriano, y por esta razdn en el medio ortocresol-lactosa se aprecia desde
el segundo dia un crecimiento muy superior al que se aprecia en el mismo
caldo comun testigo que se empleé para la preparacién del medio.

6.° El medio ortocresol-lactosa se puede utilizar para aislar directa-
mente la bacteria fitopatégena Pseudomonas savastanoi a partir del tu-
mor por ella producido, quedando sensiblemente reducido el tiempo de
aislamiento e identificacién, el cual, siguiendo las técnicas usuales, es
de veintiocho dias. Por este método se requieren a lo maximo de ocho a
diez dias. ) '
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RESUMEN

En este trabajo se ha procedido primeramente al aislamiento e iden-
tificacién del agente causal de la enfermedad conocida por tuberculosis
del olivo, llegando a la conclusién de que en un 95 por 100 de los tu-
mores analizados se puede aislar como agente causal el Pseudomonas
savastanoi. ,

Se ha preparado un nuevo medio selectivo llamado ortocresol-lacto-
sa, en el que se aislan el Ps. sacastanoi y otros Pseudomonas patégenos
de plantas en un periodo de seis a ocho dias, aprovechando la propiedad
proteolitica que poseen estos microorganismos, Este medio también se
puede utilizar para aislar directamente el Ps. savastanoi a partir de los
primeros cultivos aislados de los tumores, reduciéndose considerablemen-
te el tiempo de aislamiento e identificacién de esta bacteria, la cual re-
quiere un minimo de veintiocho dias cuando se siguen las técnicas co-
rrientes en Microbiologia. '

SUMMARY

Some techniques for the isolation and identification of the causig
agent of the olive-tubercle have been developed. The conclusion hag
been reached that 95 per cent of the tumors are produced by the Pseu-
domonas savastanoi. ‘ ’ .

A new selective culture medium for which the name ortocresol-lac-
tose is suggested, is described in which Ps. savastanoi and other plant
pathogenic Pseudomonas can be isolated and identified in a period of
6-8 days, instead of the longer period (28 days) usually required when
the methods of general microbiology are followed. This has been actie-
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ved by taking advantage of the proteohtlc propertv of these micro-
organisms.

This medium can be used to 1solated Ps. savastanoi starting from the
cultures obtained from the tumors.

It has also been observed that the indicator orto-cresolphthalein acce-
lerates the growth of Pseudomonas.
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