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C.S.I.C.
ESTACION EXPERIMENTAL DEL ZAIDIN. GRANADA

EL EMPLEO DE LA SOLUBILIZACION
DE FOSFATOS EN PLACA COMO TECNICA
DIFERENCIAL BACTERIANA

por

A. RAMOS y V. CALLAO

A primeros de siglo se detectaron por primera vez gérmenes capaces
de solubilizar fosfatos (7), incrementandose a partir de este momento
las investigaciones bajo el punto de vista de aplicacién en la mejora
del suelo y relacion con los vegetales (1-2 y 9), o en la valoracién de
las técnicas empleadas en el estudio de la solubilizacién del fosforo por
los microorganismos (4-5).

Pretendemos, en el presente estudio, juzgar la importancia que pueda
tener la aplicacion de tal técnica al estudio diferencial de gérmenes,
basidndonos en que tal solubilizacion de fosfatos, al ser causada como
consecuencia de la formacién de acidos en el metabolismo de las bac-
terias, podria servir como sistema indicador.

MATERIAL Y METODOS

En la realizacion del trabajo se estudian una serie de bacilos gram-
negativos, 183, aislados en orinas infectadas (6) y clasificados con arre-
glo a la sistematica de Bergey; 6 Pseudonomas savastonoi (de ellos, una
raza fue enviada desde Madrid y otra es procedente de Lausana); asi
como 17 cepas distintas de Pseudomonas aislados del suelo.

En todos ellos se estudié previamente su actuacion sobre la glucosa
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2 » A. Ramos y V. Callao

en el medio de Hugh y Leifson (3), con el fin de investigar la forma-
cién de 4cidos y el mecanismo bioquimico de la misma (oxidativa o
fermentativamente).

El medio ensayado por nosotros para observar la solubilizacién de
fosfatos fue el siguiente:

Agar 22 g
Extracto de levadura 2g
Glucosa 20 g
Agua 1.000 ml

El pH del medio es, aproximadamente, 7.

El medio preparado se llevaba a fundir y se repartia en tubos con-
teniendo 10 ml, que se esterilizaban al autoclave. Antes de tender la
placa,. se les afiadia la glucosa estéril y 1 ml de una suspensién de
fosfato bicdlcico (puede usarse el triclcico, indistintamente) preparada
al 1 por ciento en goma arabiga al 0,5 por ciento; esta suspension de
fosfato se mantuvo en agitacion durante un dia, para conseguir una
perfecta homogeneizacion del fosfato (11). En las placas sembramos
el germen en forma masiva, tal como puede apreciarse en cualquiera
de las figuras.

También usamos el mismo medio anteriormente descrito, en el que
sustituimos la glucosa por el gluconato potasico o por diversos azticares;
utilizando como comprobante en cualquiera de los casos el medio de
Hugh y Leifson. También sembramos los gérmenes en el medio de Shaw
y Clarke (8), para observar la utilizacion del gluconato, empleando como
reactivo indicador la solucién de Benedict.

RESULTADOS

En el cuadro 1 exponemos fos datos correspondientes a la solubili-
zacién de fosfatos en placa: todos los gérmenes que produjeron solubi-
lizacién también formaron 4cidos a partir de la glucosa en el medio de
Hugh y Leifson, aprecidndose que cuando la solubilizacién del fosfato
bicélcico fue tardia, también fue tardia la produccion de 4cidos en el
medio de Hugh y Leifson, correspondiéndose los tiempos de actua-
cién,
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La figura 1 nos indica el grado de solubilizacién de acuerdo con el
tamafio de halo que se manifesté a las veinticuatro horas. Los signos que
empleamos fueron: -+--4 = solubilizacién muy intensa; + + = solu-
bilizacién intensa; + = ligera solubilizacién, y — — ausencia de solubi-
lizaci6n.

En los medios de cultivo con gluconato no se produjo solubilizacion,
aunque los gérmenes que utilizaban el gluconato acidificaran el medio.

Cuadro 1. Solubilizacién del fosfato bicdlcico en medios con glucosa

Grado de solubilizacién Sg;gibéi}:- Ausencia
Microorganismo
+ ++ +++ tardia —
Escherichia coli 4 42 0 0 0
Klebsiella 0 0 15 0 0
Aerobacter 0 0
Proteus 22 0 0
Pseudomonas aerugi-
nosa 0 7 29 0 0
Escherichia freundi 5 14 0 0
Paracolobactrum 2 23 0 0
Ps. savastonoi 1 1 3 1
Pseudomonas spp.
(suelo) 0 14 0 0
Varios (*) 0 0 0 0
Totales 38 95 62 3 8

(*) En el grupo Varios incluimos aquellos gérmenes que no tuvieron accién
sobre la glucosa, ni oxidativa, ni fermentativamente.

Las pruebas de utilizacién del gluconato dieron positivas para los
Klebsiella, Pseudomonas aeruginosa, y' Pseudomonas aislados del suelo.
Tan solo en dos especies de Aerobacter se puso amarillento el medio
de cultivo con gluconato, al agregarle el reactivo de Benedict y calentar
a ebullicién durante diez minutos, sin llegar al color anaranjado tipico
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de los Klebsiella y Ps. aeruginosa. Las cepas de Ps. savastanoi ensayadas
fueron negativas.

Los gérmenes que acidificaban el medio de Hugh y Leifson a partir
de aziicares diferentes a la glucosa, también producian solubilizacion
de los fosfatos en placa, en presencia de estos azicares.

COMENTARIOS

La aplicacién de la solubilizacién de fosfatos como técnica bacterio-
logica en el estudio de la accién microbiana sobre los azicares es de
facil consecucién. Une a la ventaja de sencillez en la preparacion del
medio de cultivo la de una visualizacién completa de la actuacién bac-
teriana sobre los glicidos, pudiéndose investigar en una misma placa
ocho cepas bacterianas a la vez, e incluso mds. La validez del método
es total, puede que con las excepciones de gérmenes que posean accion
directa sobre fosfatos minerales insolubles, concretamente el fosfato bi-
cdlcico; o que produzcan 4cidos inorganicos capaces de solubilizar por
este mecanismo al fosfato bicdlcico. La investigacién de tales gérmenes
constituiria motivo de confusién; sin embargo, tal posibilidad de con-
fusién también existe en los medios en los que se usa un indicador de
cambio de acidez, que son la mayoria de los utilizados. Sin embargo,
en nuestro caso, siempre es sencillo operar con un testigo; bastaria uti-
lizar el mismo medio de cultivo desprovisto del azicar, y en el supuesto
de que en tales condiciones se originase solubilizacion nos haria pensar
en causas distintas a las de la actuacién sobre el aziicar. En realidad,
no es necesaria tal precaucién, pues creemos que en el 99 por ciento
de los casos la probabilidad de que esto ocurra es nula.

Independientemente de tal aplicacién anterior, el método puede te-
ner validez como diferenciador de géneros y especies; concretamente,
observamos mayor solubilizacién en el género Klebsiella que la origina-
da por el Aerobacter; en las figuras 2-3 se observan perfectamente sefia-
ladas estas diferencias. Esta causa, junto con el hecho de que el Pseu-
domonas aeruginose y los Pseudomonas aislados del suelo (figura 4)
produjeran una mayor intensidad en el halo de disolucion, nos lleva a
admitir como cierta la existencia de diferencias bioquimicas de los Kleb-
siella en relacién con los Aerobacter. La posible via metabdlica seria la
de produccién de 4cido glucdnico, o alguno de sus cetoacidos derivados;



Figura 1. + 4+ + = 512 (Klebsiella). 4+ = 513, 499, 494, 490 y 485. + =
482 (Escherichia). — = 504 (Anitratum)

Figura 2. 136 y 152 = Klebsiella. 210 y 35 = Escherichia. 15 = Aerobacter.
22y 112 = Proteus. 181 = No hubo crecimiento. Lectura a las veinticuatro horas



Figura 3. Los mismos gérmenes de la figura 2. Puede apreciarse una doble zona
de solubilizacion. Lectura a las cuarenta y ocho horas

Figura 4. PsA28 = Pseudomonas aeruginosa. FP21 = Proteus. FAI2 = Aerobac-
ter. FP25 y FP29 = Proteus. 414 = Escherichia, 439 = Paracolobactrum. M =
Ps. savastanoi



Figura 5. 52 = Klebsiella. 102, 132, 53 y c¢2 = Escherichia. 118 = Proteus.
78 = Anitratum (Bacterium). 46 = Sin desarrollo

Figura 6. K-19 Aerobacter. 260 = Mima. 26:B6 = Escherichia coli. Ps-43, B-65
y B-55 = Pseudomonas savastanoi. F = Ps. savastanoi (Lausana). M = Ps. sa-
vastanoi (Madrid). Lectura a las ocho horas



Figura 7. Los mismos gérmenes de la figura 6. Lectura a las veinticuatro horas

Figura 8. Los mismos gérmenes de la figura 6. Lectura a las ciento veinte horas
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pues precisamente al 4cido 2-cetoglucénico se le atribuye la solubiliza-
cién de fosfatos en el suelo (12), sin descartar la posibilidad de solubili-
zacion debida a otros acidos (10), que sin duda debe ser de menor inten-
sidad.

Debemos afiadir que la solubilizacién no se debe a los acidos origi-
nados en el metabolismo del gluconato, pues utilizando este compuesto
en medios de cultivo con fosfatos no aparecié solubilizacién, aunque
el germen fuera capaz de producir 4dcidos a partir del gluconato, como
ocurrié en bastantes de las cepas ensayadas.

Hecho curioso y destacable fue la formacién de un doble halo co-
respondiente a los gérmenes Pseudomonas (figura 4) y Klebsiella (fi-
guras 2-3 y 5); la explicacién m4s probable, de acuerdo con las ante-
riores consideraciones, seria la de que tales microorganismos siguieran
una doble via metabdlica.

En relacién con las diferencias expuestas entre los géneros Aerobac-
ter y Klebsiella, puede indicarse que la cifra de gérmenes utilizados no
es suficiente para dar resultados categéricos, pero si que resulta signi-
ficativa de que tales diferencias existen, aunque muchos autores los
consideren como unico género.

El método no sélo tiene aplicacién en el caso de la glucosa, sino
que también es satisfactorio respecto a otros aziicares (maltosa y sacaro-
sa), hecho que comprobamos experimentalmente viendo que siempre
que se originaba acidez en el medio de Hugh y Leifson también apre-
cidbamos solubilizacién en placa. Pudimos comprobar en todos los casos
una manifiesta correlacidn, es decir, que cuando la solubilizacién de fos-
fatos ocurria al cuarto dia, aproximadamente en esa fecha se apreciaba
viraje del indicador en el medio de Hugh y Leifson; con la enorme ven-
taja de que las dudas que con el uso de indicadores pueden ocurrir res-
pecto a la tonalidad exacta de color en los casos de una accién tardia,
desaparecen con la técnica de solubilizacién de fosfatos en placa, en la
que tan sélo existen las posibilidades de disolucién o no disolucidn, sin
grados intermedios. Mientras que en todos los métodos hasta el momento
existentes se emplean virajes de indicador, observandose franquicia cuan-
do la produccién de 4cidos es intensa, pero no en los casos de acidifica-
cién lenta, en los que resulta dificil apreciar cuando se produce el viraje,
no sélo por la lentitud del proceso, sino por causas correspondientes a
metabolitos secundarios. En las figuras 6-8 se aprecia claramente lo ante-

9



10 A. Ramos y V. Callao

riormente expuesto, con la observacién de halos de aclaramiento totales,
aunque la solubilizacién ocurriera de forma tardia.

Nos interesa sefialar varias precauciones que deben aplicarse al utili-
zar el método. Una, bastante interesante, se refiere al modo de realizar
la siembra; la cantidad a tomar con el asa de platino debe ser la que
se adhiera al asa al tocar la colonia, sin tomar voliimenes excesivos; una
modificacién pequefia apenas influye, pero creemos que si pueden in-
fluir diferencias grandes. No obstante, puede que mdas interesante que
la precaucién anterior sea la de realizar una lectura diaria, pues las dife-
rencias en relacién con el tiempo son verdaderamente extraordinarias;
baste considerar las figuras 6-8, correspondientes al mismo medio de
cultivo con los mismos gérmenes sembrados, pero en tiempos distintos
(respectivamente, a las ocho, veinticuatro y ciento veinte horas. El halo
del Escherichia coli (26:B6, a las veinticuatro horas), tiene un tamafio
correspondiente a las +--; sin embargo, realizada la lectura a las ciento
veinte horas, deberiamos incluirlo en el grupo de +---; y, si por el con-
trario, la lectura la hubiéramos realizado a las ocho horas se corresponde-
ria con el +. Sin embargo, no habria inconveniente en realizar la lectura
tardia si sélo nos interesara la solubilidad o formacién de 4cidos a partir
del aztcar, ya que en este caso no tendria importancia el tamaiio del ha-
lo; pero existe otra posibilidad que indicamos en las figuras 2-3; en ellas
puede apreciarse la existencia de dos gérmenes muy solubilizadores,
correspondiéndose la segunda de las figuras al mismo cultivo de gérme-
nes, pero a las cuarenta y ocho horas se observa en ella un incremento
en el tamafio de halo que puede dificultar la observacion de si exis-
tieron o no halos en relacién con los gérmenes préximos a estos dos
considerados.

RESUMEN

Se exponen las ventajas e inconvenientes que podria tener la aplica-
cién de la solubilizacién de fosfatos en placa como técnica diferencial
bacteriana en el estudio de la accidon microbiana sobre los azticares.

El método se ensayé frente a 206 gérmenes gram-negativos, com-
probandose la exactitud del mismo comparativamente con la actuacién
de estos gérmenes en el medio de Hugh y Leifson (3).

El procedimiento aprecia mds claramente la formacién de acidos a

10
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partir de los glhicidos que aquellos métodos en los que se utiliza el
viraje de indicadores, sobre todo cuando la formacién de 4cidos es
tardia, aunque no se pueda diferenciar si los gérmenes actian oxidativa
o fermentivamente.

Ademds, el método puede servir para la diferenciacién de las especies
bacterianas; concretamente, se observaron diferencias entre los géneros
Aerobacter y Klebsiella.

SUMMARY

The advantages and disadvantages that the application of phosphate
solubilization on plate could have as a differential bacterial technique
in the study of the microbiological action on sugars, are exposed.

The method was tested against 206 Gram negative organisms, proo-
ving its accuracy in comparison with the behaviour of these organisms
in the Hugh and Leifson medium (3).

The procedure identified the formation of acids from carbohydrates
more clearly than those methods in which use is made of turn of indi-
cators, especially when acid formation is delayed, even though it can
not be distinguished wether the organisms act oxidatively or fermen-
tatively.

Furthermore, the method can be used for the differentiation of bac-
terials species; concretely were observed between Aerobacter and
Klebsiella.
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INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

PRODUCCION DE OXICLORORAFINA
Y UN GLUCOLIPIDO POR PSEUDOMONAS
AERUGINOSA Y ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
DE LA OXICLORORAFINA

por

F. REYES

INTRODUCCION

La clororafina fue considerada como un metabolito exclusivo de
Pseudomonas chlororaphis, hasta que Birkofer, en 1947 (1), hallé cris-
tales de oxiclororafina en un cultivo de Ps. aeruginosa. Sierra y Verin-
ga (9) y Takeda (11), trabajando independientemente, fueron los pri-
meros investigadores que confirmaron el trabajo de Birkofer. En 1962,
Haynes y Rhodes (4) observaron que varias cepas productoras de cris-
tales de clororafina y oxiclororafina que habian sido erréneamente clasi-
ficadas como Ps. chlororaphis, eran realmente Ps. aeruginosa.

Purificada la oxiclororafina no parece téxica al ser inyectada a ani-
males de experimentacién (3 y 9). Este compuesto presenta actividad
antibacteriana débil (6). Inhibe fuertemente el crecimiento de varios
mohos patdgenos causantes de candidiasis y otras micosis (9), microor-
ganismos patdgenos de plantas (11) y el virus encefalitico equino
Oeste (3).

Debido a sus interesantes propiedades antibi6ticas y con el fin de
estudiar mds extensamente su accién bioldgica, nosotros intentamos pro-
ducir este compuesto con mejor rendimiento que el conseguido hasta

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 13. 1



14 F. Reyes

ahora. Para ello estudiamos su produccién por varias estirpes de Pseudo-
monas aeruginosa. Simultineamente se estudié en el mismo liquido
metabdlico, la produccién por estas estirpes de un glucolipido aislado
primeramente por Jarvis y Johnson (5) y de estructura establecida re-
cientemente por Edwards y Hayashi (2), como el 2-0-a--ramnopiranosil-
-a-L-ramnosil-g-hidroxidecanoil-g-hidroxidecanoato. Su efecto hemolitico
fue estudiado por Sierra (8).

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

En este trabajo hemos utilizado las siguientes estirpes de Pseudomo-
nas aeruginosa:
ATCC. Estirpe, 14.885, productora de clororafina y oxiclororafina, des-
crita por Sierra y Zagt (10).
NRRL. Estirpes, B-1.682, B-79, B-1.684, B-1.718, B-1.731, B-1.732,
B-1.739, B-1.745, B-2.160 (*).
CICC. Estirpes, 422, y 424 (**).

Las estirpes de Pseudomonas aeruginosa y las bacterias utilizadas
para ver la accién antibidtica se conservaron en agar comtn; las leva-
duras, en saboureau, y los hongos, en czapek-dox.

Medida del poder antimicrobiano de la oxiclororafina

Los microorganismos se cultivaron en placa, en los medios indicados
anteriormente y en presencia de solucién de oxiclororafina contenida en
pocillos realizados en las placas. La actividad viene determinada por el
didmetro del halo de inhibicién producido.

Aislamiento y purificacion del glucolipido

El glucolipido se aislé y purificé por el procedimiento descrito por
Jarvis y Johnson (5), siendo recristalizado en éter de petréleo de
30°-60 °C.

(*) Recibidas por cortesia del Dr. W. C. Haynes, Northern Utilization Research
and Development Division, Departamento de Agricultura, Peoria, Illinois (Estados
Unidos de América del Norte).

(**) Recibidas por cortesfa del Dr. P. Hauduroy, Centre International de Collec-
tion de Cultures, Lausanne (Suiza).

2
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PARTE EXPERIMENTAL

Produccién, aislamiento y purificacién de la oxiclororafina
El medio de cultivo empleado tiene la siguiente composicién:

Extracto de carne Liebig 03 g
Bacto-peptona (Difco) 40 g
Glicerina 3,0 ml
Agua destilada 100 ml
pH final, 7

La glicerina se esterilizo aparte a 110 °C, durante veinte minutos y
el resto del medio de cultivo a 120°C, durante treinta minutos.

Como inéculo se emplearon 40 ml de un cultivo de Pseudomonas
aeruginosa, de veinticuatro horas, crecido en agitacién, a 28 °C, para
1 1 de medio de cultivo estéril, contenido en un matraz de 6 1 de ca-
pacidad. ‘

La produccion méaxima se consiguié entre los cinco y siete dias de
incubacién, a 28°C, cuando el cultivo fue sometido a un movimiento
de vaivén con desplazamiento de 15 c¢cm y frecuencia de 60 perio-
odos/min.

En el cuadro 1 se exponen los resultados de estos experimentos.

Cuadro 1. Produccion de exiclororafina y glu-
colipido por diferentes estirpes de Pseudomo-
nas aeruginosa, a los seis dias

. Oxiclororafina Glucolipido
Estirpe Gramos/litto | Gramos/litro

B- 79 0,3 0,10
14.885 0,1 0,10
B-1.718 0,1 0,05
B-1.739 0,1 0,02
B-1.745 0,1 0,05
B-1.682 0,0 0,00
B-1.684 0,0 indicios
B-1.731 0,0 indicios
B-1.732 0,0 0,10
B-2.160 0,0 0,00

422 0,0 0,00

424 0,0 0,02




16 : o - F. Reyes

La estirpe B-79 fue la mejor productora de oxiclororafina y gluco-
lipido. Queremos hacer notar que todas las estirpes productoras de clo-
rorafina y oxiclororafina producen también glucolipido.

Actividad antimicrobiana de la oxiclororafina

El cuadro 2 indica el efecto de la oxiclororafina sobre varias leva-
duras. N

Cuadro 2. Efecto de la oxiclororafina sobre algu-
nas levaduras. Oxiclororafina: 50 ug/ensayo

Didmetro del halo

Microorganismo de inhibicién
Milimetros

* Saccharomyces cerevisiae 1 30
Sac. rosei 2 26
Sac. globosus 5 20.
Sac. pastori 6 25
Sac. cerevisiae 10 20
Sac. cerevisiae 125 20
Sac. cerevisiae 126 20
Sac. cerevisiae 178 22
Sac. cerevisiae 209 20
Sac. cerevisiae 246 20
Sac. cerevisiae 274 22
Sac. cerevisiae 278 22
Sac. cerevisiae 281 25
Sac. cerevisiae 284 24
Sac. cerevisiae 312 25
Candida albicans 193 22
Sporobolomyces 45 20

La misma concentracion de oxiclororafina (50 ug) producia un ligero
halo de inhibicién frente a los microorganismos Trichothecium roseum
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40, Mucor sphaerosporus 41, Saccharomyces carlsbergensis 3, Saccha-
romyces carlsbergensis 4, Penicillium claviforme 39, Penicillium notatum
21, Aspergillus oryzae 6, Aspergillus niger 3, Micrococus lysodeikticus,
Bacillus subtilis y Mycobacterium phlei.

No se detecté actividad frente a los microorganismos siguientes:
Aspergillus terreus, Penicillium roqueforti, Botrytis cinerea, Helminthos-
porium, Saccharomyces rouxii y Saccharomyces chevalieri.

DISCUSION

La produccién de oxiclororafina y glucolipido por Pseudomonas
aeruginosa no es una propiedad caracteristica de esta bacteria. Algunas
de sus estirpes producen estos compuestos, mientras que otras no los
producen.

El rendimiento conseguido con cualquiera de las estirpes productoras
de oxiclororafina por el procedimiento descrito, fue mucho maés alto
que cualquiera de los obtenidos anteriormente y descritos en la lite-
ratura con la misma bacteria. Asi, Birkofer obtuvo un rendimiento de
5-16 mg/1 y Takeda, de 35 mg/l.

Aunque la oxiclororafina es un antibiético débil contra bacterias,
otros trabajos y el nuestro nos permiten considerar a este compuesto
como un antibidtico eficaz frente a hongos.

RESUMEN

Se describe la produccién de oxiclororafina y de un glucolipido por
diferentes estirpes de Pseudomonas aeruginosa. Los rendimientos de oxi-
clororafina obtenidos con las estirpes productoras fueron muy superio-
res a los previamente descritos para el mismo microorganismo. Asimismo,
se prueba que la oxiclororafina es un potente antibidtico frente a di-
versas levaduras.

SUMMARY

The production of oxy-chlororaphin and a glycolipid for different
strains of Pseudomonas aeruginosa is described.
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The yield of oxy-chlororaphin obtained from these strains was higher

that the previously described for the same microorganism. Also, it is
shown that the oxy-chlororaphin is a strong antibiotics against different
kinds of yeasts.

—
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INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

VALORACION DE LA ANTIBIOTICORRESISTENCIA
DERIVADA DEL EMPLEO IN VITRO DE
ASOCIACIONES ANTIBIOTICAS NO SINERGICAS

por

M.* Teresa PEREZ-URENA

Atraidos por el problema que el empleo de asociaciones antibiéticas
puede representar para la antibioticorresistencia de caricter evolutivo
y después de valorar la resistencia resultante de interacciones sinérgicas
en bacterias gram-positivas (1) y gram-negativas (2), hemos querido es-
tudiar las modificaciones que se producen en el comportamiento de los
microorganismos frente a distintos antibiéticos, cuando han estado so-
metidos a asociaciones de drogas entre las que no existe sinergismo.
Estos resultados podrdn dar una respuesta a los fracasos obtenidos en el
uso indiscriminado de las asociaciones antibiéticas.

MATERIAL Y METODOS

Los microorganismos sobre los que se realizé este estudio fueron
quince especies bacterianas patdgenas, procedentes de la clinica, y que
pertenecen a los siguientes géneros: Staphylococcus, 7; Streptococcus, 4,
y Aerobacter, 4.

Se han utilizado quince antibiéticos distintos y tres tipos de medios
de cultivo. Todos ellos fueron indicados previamente (1) y lo mismo

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 19. 1
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podemos decir de la marcha del trabajo y de las técnicas emplea-
das (1-2).

Estos ensayos se realizaron sobre cuatro asociaciones antibidticas dis-
tintas; frente a ellas y a sus componentes aislados se adaptaron, in vitro,
las distintas cepas bacterianas para después realizar estudios compa-
rativos del espectro de sensibilidad de las estirpes obtenidas.

RESULTADOS

En primer lugar, en el cuadro 1, aparece el protocolo de trabajo
indicando las asociaciones antibidticas, las bacterias y el tipo de inter-
accién; después se recogen los resultados de los ensayos de adaptacién
(cuadros 2-5) y los de las variaciones en el espectro de sensibilidad (cua-
dros 6-9).

Cuadro 1. Protocolo de las experiencias realizadas

A Asociaciones . Interaccion
Experiencias antibidticas Bacterias resultante
Tetraciclina + Streptococcus faecalis .
I eritromicina cepas P73, 87, 88 y 90  Antagonismo
Clorotetraciclina + Staphylococcus aureus .
I oleandomicina cepas P107, 110, 103 Aditividad
Neomicina + Staphylococcus aureus .
1 ristocetina cepas P16, 28, 57 y 103 Antagonismo
v Colimicina + Aerobacter aerogenes Aditividad

paromomicina cepas P12, 19, 47 y 48

DISCUSION

En cuanto a la implantacién de resisiencia, hemos tenido ocasién de
observar que, asi como en los casos de sinergismo, los niveles de anti-
bioticorresistencia frente a las asociaciones eran de mucha menor inten-
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sidad, en las interacciones antagénicas, las resistencias se producen mds
rapidamente y en algunos casos llegan incluso a alcanzar niveles mis
elevados. Cuando se trata de combinaciones de drogas entre las que hay
interaccién aditiva, la resistencia resultante siempre es de menor inten-
sidad que cuando intervienen sus componentes aislados.

Una vez mas se comprueba variabilidad en los resultados de la in-
teraccién durante las distintas fases de la adaptacion in vitro, ya que si
aplicamos la formula de Welch (3) para hacer el diagndstico, el
indice de interaccién no se mantiene constante.

También aqui se produce antibioticorresistencia multiple, quiza por
un fenémeno semejante al de resistencias cruzadas, originado entre los
componentes de la asociacién y otras drogas con las que existe algin
parentesco quimico. Esta resistencia multiple parece de mayor inten-
sidad y ello puede ser debido a una disminucién de la actividad anti-
microbiana por el cardcter antagénico de algunas asociaciones.

A diferencia de lo observado frente a interacciones antibidticas de
cardcter sinérgico, puede decirse que, pricticamente, no existen incre-
mentos de antibioticosensibilidad colateral, ya que tan sélo en contadas
ocasiones se ha encontrado un ligero aumento de sensibilidad a poli-
mixina y kanamicina en asociaciones aditivas.

Y finalmente, en relacion con la persistencia del estado antibioti-
corresistente, creemos que éste podria llegar a desaparecer, pero es mds
lenta la disminucién del nivel de resistencia que en el estudio prece-
dente (2); claro que quiz4 estas diferencias sean consecuencia de las
diferencias de nivel normales entre asociaciones de distinta eficacia anti-
microbiana,



Cuadro 2. Series de adaptacion a la antibioticorresistencia de cepas de estreptococos del grupo D frente a tetraciclina, eritro-
micina y sus asociaciones. Variaciones en las C. M. 1., segin las distintas resiembras, cada cuarenta y ocho horas

Cepa P73 Cepa P87 Cepa P88 Cepa P90
Resiembra Serie | Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie

tet. erit. tet. +erit. tet. erit. tet. +erit. tet. erit. tet. +erit. tet. erit. tet. +erit.

Inic. 11,25 562 16,08+ 8,40 1,40 2,81 4,20+ 8,40 5,62 4,68 84+ 84 2,81 0,70 8,4+2,10
1» 16,80 8,40 22,50+11,25 2,81 11,25 5,62 +11,25 5,62 4,20 16,8+16,8 2,81 0,50 16,8 +4,20
22 22,50 33,70 33,70+16,80 2,81 33,70 8,40+ 16,80 5,62 4,20 45,0 +45,0 2,81 0,50 8,4+2,81
3.: 33,70 45,00 45,00+22,50 8,40 67,50 11,25+22,50 5,62 8,40 33,7+38,7 5,62 1,40 8,4+2,81
4.: 45,00 33,70 67,50+33,70 8,40 90,00 11,25+22,50 4,20 5,62 33,7+38,7 8,40 1,40 16,8 +4,20
5.2 45,00 67,50 45,00+22,50 562 90,00 16,80+33,70 8,40 8,40 38,7+38,7 5,62 8,40 33,7+8,40
6. 33,70 90,00 45,00+22,50 16,80 90,00 16,80+33,70 8,40 8,40 22,5+22,5 5,62 8,40 22,5+ 5,62
72 67,50 67,50 67,50+33,70 11,25 90,00 11,25+422,50 16,80 45,00 22,5 +22,5 11,25 22,50 22,5+ 5,62
8* 45,00 90,00 67,50+33,70 22,50 90,00 45,00+90,00 11,25 67,50 22,5+422,5 11,25 11,25 33,7+ 8,40
9.2 67,50 90,00 67,50+33,70 11,25 90,00 45,00+90,00 11,25 45,00 33,7+ 33,7 33,70 45,00 33,7+ 8,40
10.* 67,50 90,00 67,50+33,70 11,25 90,00 45,00+90,00 33,70 67,50 33,7+38,7 22,50 45,00 22,5+ 5,62

11 67,50 90,60 67,50+33,70 33,70 90,00 45,00+90,00 33,70 67,50 88,7+33,7 22,50 90,00 33,7+8,40




Cuadro 3. Series de adaptacion a la antibioticorresistencia de cepas de estafilococo dorado frente a clorotetraciclina
oleandomicina y sus asociaciones.
Variaciones en las C. M. 1., segin las distintas resiembras, cada cuarentay ocho horas

Cepa P107 Cepa P119 Cepa P103
Resiembra Serie Serie | Serie Serie ' Serie Serie Serie Serie Serie

clor. olean. clor. +olean. clor. l olean. clor. +olean. clor. olean. clor. +olean.

Inic. 8,40 1,87 0,70+ 0,93 5,62 3,75 2,81+ 1,87 2,81 1,87 1,00+0,75
1.: 1,05 2,81 1,05+ 1,40 5,62 5,62 2,81+ 1,87 2,81 1,87 1,00 +0,75
2.0 1,05 2,81 1,05+ 1,40 5,62 5,62 4,20+ 2,81 2,10 2,81 2,10 +1,50
3.2 2,81 5,62 1,40+ 1,87 4,20 3,75 2,814+ 1,87 4,20 1,87 2,10+1,50
4.:° 2,81 7,50 1,40+ 1,87 8,40 22,50 5,62+ 3,75 4,20 5,62 2,10+1,50
5.2 2,10 11,25 1,40+ 1,87 8,40 30,00 5,62+ 8,75 2,81 8,75 2,81+1,87
6.2 11,25 15,00 5,62+ 7,50 22,50 15,00 11,25+ 7,50 5,62 15,00 2,81+ 1,87
7 5,62 15,00 5,62+ 7,50 22,50 30,00 11,25+ 7,50 11,25 11,25 5,62 + 5,62
8. 22,50 11,25 5,62+ 7,50 45,00 45,00 22,50 + 15,00 11,25 22,50 8,40+ 17,50
9.2 16,80 30,00 11,25+ 15,00 45,00 45,00 22,50 + 15,00 8,40 30,00 8,40+ 7,50
10.* 33,70 45,00 11,25+ 15,00 33,70 45,00 22,50 + 15,00 16,80 30,00 8,40+ 17,50

110 45,00 45,00 11,25+ 15,00 33,70 45,00 22,50+ 15,00 22,50 30,00 8,40+ 17,50




Cuadro 4. Series de adaptacién a la antibioticorresistencia de cepas de estafilococo frente a neomicina, ristocetina y sus asocia-
ciones. Variaciones en las C. M. I., segun las distintas resiembras, cada cuarenta y ocho horas

Cepa P16 Cepa P28 Cepa P57 Cepa P103
Resiembra | gorie | Serie Serie | Serie | Serie Serie | Serie | Serie Serie | Serie | Serie Serie

neom. rist. neom. +rist. | neom. rist. neom. +rist. | neom. rist. neom. +rist. | neom. rist. neom. + rist.

Inic. 0,56 2,81 5,62+ 2,34 0,5 0,87 2,05+ 1,75 1,40 1,17 2,10+ 1,75 1,4 2,10 1,05+ 8,50
1= 8,40 1,75 11,25+ 4,68 1,4 1,75 1,40+ 2,34 5,62 2,34 4,20+ 3,50 14 1,17 1,05+ 3,50
2.2 22,50 3,50 11,25+ 4,68 1,4 3,50 2,10+ 3,50 11,25 4,68 8,40+ 7,03 8,4 4,68 1,40+ 4,68
3.2 22,50 4,68 11,25+ 4,68 16,8 7,03 2,81+ 4,68 22,50 7,03 16,80+ 14,06 22,5 14,06 4,20+ 14,06
4.2 45,00 7,03 8,40+ 38,50 22,5 18,75 2,81+ 4,68 45,00 9,37 11,25+ 9,37 45,0 9,37 8,40 + 28,12
5.2 33,70 18,75 16,80+ 7,03 33,7 37,50 2,10+ 3,50 33,70 18,75 22,50+18,75 33,7 18,75 8,40+ 28,12
6.* 45,00 28,12 16,80+ 7,03 450 37,50 8,40+14,06 45,00 14,06 22,50+18,75 45,0 18,75 8,40+ 28,12
7. 90,00 18,73 22,50+ 9,37 45,0 28,12 8,40+14,06 90,00 28,12 22,50+ 18,75 45,0 28,12 8,40 428,12
8.2 45,00 37,50 22,50+ 9,37 45,0 37,50 11,25+18,75 90,00 37,50 33,70 +28,12 90,0 56,25 11,25+ 37,50
9.2 90,00 56,25 33,70+14,06 45,0 87,50 16,80+28,12 90,00 56,25 33,70+ 28,12 90,0 37,50 8,40+28,12
10.* 90,00 56,25 22,50+ 9,37 45,0 37,50 16,80+28,12 90,00 56,25 67,50+ 56,25 90,0 56,25 11,25+ 37,50
11 90,00 56,25 33,70+14,06 45,0 37,50 16,80+28,12 90,00 56,25 67,50+ 56,25 90,0 56,25 11,25+ 37,50




Cuadro 5. Series de adaptacion a la antibioticorresistencia de cepas de estreptococos del grupo D frente a colimicina, paromo-
micina y sus asociaciones. Variaciones en las C. M. I, segin las distintas resiembras, cada cuarenta y ocho horas

Cepa P12 Cepa P19 Cepa P47 Cepa P41
Resiembra Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie Serie
col. par. col. + par. col. par. col. + par. col. l par. col. + par. col. par. col. +par.
Inic. 0,70 1,40 0,50+ 1,05 0,35 2,81 0,17+ 1,40 1,40 5,62 0,70+ 2,81 2,10 4,2 1,40+ 2,81
12 1,40 1,05 0,70+ 1,40 0,50 2,81 0,35+ 2,81 2,81 22,50 1,054+ 4,20 2,81 16,8 2,10+ 4,20
2.2 2,81 5,62 1,05+ 2,10 0,70 2,81 0,35+ 2,81 562 22,50 1,40+ 5,62 5,62 22,5 2,81+ 5,62
3.2 562 16,80 1,40+ 2,81 1,40 22,50 0,17+ 1,40 1 1,25 67,50 1,40+ 5,62 16,80 33,7 4,20+ 8,40
42 5,62 45,00 8,40+ 16,80 1,40 22,50 0,50+ 4,20 8,40 45,00 1,05+ 4,20 11,25 33,7 4,20+ 8,40
5. 562 33,70 11,25+22,50 1,05 45,00 0,50+ 4,20 11,25 90,00 2,81+11,25 16,80 33,7 2,814+ 5,62
6.2 16,80 45,00 11,25+22,50 4,20 67,50 2,10+16,80 11,25 90,00 2,81 +11,25 16,80 67,5 11,25+ 22,50
72 11,25 45,00 16,80+33,70 2,81 67,50 1,40+11,26 22,50 67,50 11,25+45,00 11,25 45,0 16,80+33,70
8.2 83,70 90,00 11,25+22,50 16,80 67,50 4,20+33,70 16,80 120,00 8,40+33,70 33,70 90,0 11,25+22,50
9.2 22,50 120,00 11,25+22,50 11,25 67,50 4,20+33,70 33,70 90,00  8,40+33,70 33,70 90,0 22,50+ 45,00
10.* 33,70 90,00 16,80+33,70 16,80 67,50 4,20+33,70 22,50 90,00 8,40+33,70 45,00 90,0  16,80+33,70
11+ 33,70 90,00 16,80+33,70 16,80 67,50 4,20+33,70 22,50 90,00 8,40+33,70 45,00 90,00 16,80+33,70
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Cuadro 6. Variaciones de los antibiogramas en cepas de estreptococos ¢
Antibiogramas: C.M.I. d
Trata
C s F ®
epas miento ase (%) Penici- | Estrepto-| Cloran- | Tetraci- | Clorote- | Oxitetr
lina micina | fenicol clina | traciclina| ciclin:
I 30,0 56,25 5,62 11,25 11,25 22,5(
Tet M 30,0 56,25 5,62 33,70 33,70 45,0(
E : F 30,0 56,25 5,62 67,50 67,50 67,5(
nterococo
P73 Erit M 30,0 56,25 11,25 11,25 11,25 22,5(
' F 30,0 56,25 11,25 11,25 11,25 22,5(
Tet. M 45,0 56,25 11,25 22,50 22,50 22,5(
+erit. F 45,0 75,00 22,50 22,50 22,50 33,7(
1 45,0 37,50 5,62 1,40 5,62 11,2¢
Tet M 450 87,50 5,62 16,80 3370  45,0(
E ’ F 45,0 87,50 5,62 33,70 45,00 90,0(
nterococo
P87 Erit M 45,0 37,50 8,40 1,40 5,62 5,6%
: F 45,0 87,50 8,40 1,40 5,62 5,6
Tet. M 45,0 56,25 8,40 22,50 8,40 8,4(
+ erit. F 45,0 56,25 11,25 33,70 8,40 8,41
1 30,0 56,25 5,62 5,62 8,40 8,4(
Tet M 30,0 56,25 5,62 8,40 11,25 22,5(
E ’ F 30,0 56,25 5,62 33,70 33,70 45,0(
nterococo
Pss Erit M 30,0 5625 840 562 840 8l
’ F 30,0 56,25 11,25 5,62 8,40 8,4
Tet. M 45,0 56,25 22,50 8,40 11,25 11,2
+erit. F 45,0 56,25 22,50 8,40 11,25 22,51

(*) Fases de adaptacién a la resistencia: inicial (I, intermedia

(M) y final (F).
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Cuadro 8. Variaciones en los antibiogramas de cepas estafilocécic
Antibiogramas: C.M.L «

- Trata

Ce; ] F

pas miento ase Penici- | Estrepto- | Cloran- | Tetraci- | Clorote- | Oxitet
lina micina fenicol clina | traciclina| ciclin
I 30,00 37,50 16,80 11,25 8,40 11,25
Neom M 30,00 56,25 8,40 11,25 5,62 8,40
Estafilococo : F 30,00 112,5 8,40 8,40 5,62 8,40
dorado Rist M 30,00 387,50 16,80 1,25 840 11,25
P28 : F 30,00 37,50 16,80 11,25 8,40 11,25
Neom. M 7,50 37,50 14,20 14,20 12,81 14,20
+rist. F 7,50 37,50 14,20 14,20 12,81 14,20
1 22,50 56,25 16,80 8,40 8,40 11,25
Neom M 22,50 75,00 11,25 5,62 5,62 8,40
Estafilococo 0™ F 22,50 112,50 8,40 5,62 5,62 5,62
dorado Rist M 250 56,25 16,80 840 840 8,40
P57 1st. F 22,50 56,25 16,80 8,40 8,40 8,40
Neom. M 5,62 56,25 22,50 16,80 11,25 16,80
+rist. F 5,62 56,25 22,50 16,80 11,25 16,80
1 45,00 28,12 11,25 8,40 8,40 16,80
N M 45,00 56,25 8,40 5,62 5,62 8,40
Estafilococo +€0™ F 45,00 150,00 5,62 5,62 5,62 8,40
dorado Rist M 4500 2812 11,95 840 840 16,80
P103 1st. F 45,00 28,12 11,25 8,40 8,40 16,80
Neom. M 7,50 37,50 16,80 11,25 11,25 22,50
+rist. F 7,50 37,50 16,80 22,50 11,25 22,50

12
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1tadas con neomicina, ristocetina o su asociacion
ibiético/cm® de medio liquido
fritro- Poli- Neo- Novo- | Oleando-| Risto Kana- Coli- Paromo-
nicina | mixina | micina | biocina | micina cetina micina | micina | micina
5,62 9,37 0,50 0,70 3,75 0,87 0,87 90,0 45,0
5,62 4,68 45,00 0,50 8,75 0,56 7,03 90,0 67,5
5,62 4,68 45,00 0,87 3,75 0,56 37,50 90,0 90,0
5,62 9,37 0,50 0,70 3,75 37,50 0,87 90,0 45,0
5,62 9,37 0,50 0,70 8,75 37,50 0,87 90,0 45,0
5,62 9,37 4,20 0,35 7,50 1,17 1,17 90,0 90,0
5,62 9,37 4,20 0,35 7,50 1,17 1,17 112,5 90,0
4,20 7,03 1,40 0,35 7,50 1,17 0,87 90,0 33,7
4,20 4,68 45,00 0,17 7,50 0,87 9,37 90,0 45,0
4,20 4,68 90,00 0,25 7,50 0,87 56,25 90,0 90,0
4,20 7,03 1,40 0,25 7,50 14,06 0,87 90,0 33,7
4,20 7,03 1,40 0,25 7,50 56,25 0,87 90,0 33,7
8,40 7,03 11,25 0,25 11,25 1,75 1,75 90,0 . 90,0
8,40 9,37 11,25 0,25 11,25 1,75 1,75 90,0 90,0
5,62 4,68 0,17 0,50 5,62 0,56 0,56 135,0 33,7
5,62 3,50 45,00 0,35 5,62 0,43 14,06 135,0 67,5
5,62 2,34 90,00 0,35 5,62 0,43 56,25 135,0 120,0
5,62 4,68 0,17 0,50 5,62 18,75 0,56 135,0 33,7
5,62 4,68 0,17 0,50 5,62 56,25 0,56 135,0 33,7
8,40 7,03 1,75 0,35 8,40 1,05 1,17 135,0 90,0
8,40 14,06 1,75 0,35 8,40 1,05 1,17 150,0 90,0

13
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M. Teresa Pérez-Urefia

Cuadro 9. Variaciones en los antibiogramas de cepas de Aerobact

Trata

Antibiogramas: C.M.1. d

Ce ; F
pas miento ase Penici- | Estrepto-{ Cloran- | Tetraci- | Clorote- | Oxitetr:
lina micina fenicol clina | traciclina| ciclinz
I 90,0 7,03 33,70 33,70 22,50 16,80
Col M 90,0 7,03 33,70 16,80 11,25 16,80
Aerobacter ’ F 90,0 7,03 33,70 16,80 11,25 16,80
aerogenes Pa M 90,0 18,75 33,70 11,25 11,25 8,40
P12 r. F 90,0 37,50 33,70 11,25 11,25 8,40
Col. M 90,0 9,37 16,80 4,20 8,40 4,20
+ par. F 90,0 9,37 16,80 4,20 8,40 4,20
I 90,0 468 22,50 33,70 33,70 22,50
Col M 90,0 4,68 22,50 22,50 22,50 16,80
Aerobacter ’ F 90,0 4,68 22,50 29,50 16,80 16,80
aerogenes Par M 90,0 28,12° 22,50 16,80 8,40 16,80
P19 : F 90,0 37,50 22,50 16,80 8,40 16,80
Col. M 90,0 9,37 8,40 8,40 4,20 2,81
+ par. F 90,0 14,06 8,40 8,40 4,20 2,81
I 135,0 9,37 45,00 33,70 16,80 16,80
: Col M 135,0 9,37 45,00 11,25 11,25 11,25
Aerobacter : F 135,0 9,37 45,00 11,25 11,25 11,25
aerogenes Par M 1350 2812 45,00 16,80 11,25 8,40
P47 . F 1350 56,25 45,00 16,80 11,25 . 840
Col. M 1350 14,06 11,25 4,20 5,62 4,20
+par. F 135,0 9,37 11,25 4,20 5,62 4,20

14
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‘atadas con colimicina, paromomicina o su asociacién

ibidtico/cm® de medio liquido

Eritro- Poli- Neo- Novo- | Oleando-| Risto Kana- Coli- Paromo-

micina mixina micina biocina | micina cetina micina micina micina
90,0 11,25 2,81 90,0 90,0 90,0 1,75 0,70 1,40
90,0 11,25 2,81 90,0 90,0 90,0 1,75 16,80 1,40
90,0 11,25 2,81 90,0 90,0 90,0 1,75 33,70 1,40
90,0 8,40 8,40 90,0 90,0 90,0 7,03 0,70 45,00
90,0 8,40 22,50 90,0 90,0 90,0 28,12 0,70 90,00
90,0 2,81 33,70 90,0 90,0 90,0 4,68 5,62 45,00
90,0 2,81 33,70 90,0 90,0 90,0 4,68 5,62 45,00
90,0 11,25 2,10 90,0 90,0 90,0 1,17 0,35 2,81
90,0 11,25 2,10 90,0 90,0 90,0 1,17 4,20 2,81
90,0 16,80 2,10 90,0 90,0 90,0 1,17 16,80 2,81
90,0 11,25 8,40 90,0 90,0 90,0 9,37 0,35 67,50
90,0 11,25  11.25 90,0 90,0 90,0 37,50 0,35  67.50
90,0 4,20 22,50 90,0 90,0 90,0 7,03 5,62 67,50
90,0 420 22,50 90,0 90,0 90,0 7,08 420 67,50
90,0 8,40 4,20 90,0 90,0 90,0 1,75 1,40 5,62
90,0 8,40 4,20 90,0 90,0 90,0 1,75 11,25 5,62
90,0 8,40 4,20 90,0 90,0 90,0 175 22,50 5.62
90,0 5,62 16,80 90,0 90,0 90,0 14,06 1,40 90,00
90,0 5,62 45,00 90,0 90,0 90,0 28,12 1,40 90,00
90,0 2,81 833,70 90,0 90,0 90,0 2,81 0,70 45,00
90,0 2,81 45,00 90,0 90,0 90,0 2,81 0,70 45,00

15
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Cuadro 10. Persistencia del estado antibioticorresistente de algunas cepas bacterianas

C. M. 1. de las cepas recién adaptadas
a los antibioticos aislados

C. M. L después de ocho resiembras

Experiencias bagggaaix as y sus asociaciones sobre medios exentos de antibidticos
A B A+ B A B A+B

Tetraciclina + P73 67,50 90,00 67,50+ 33,70 31,25 46,87 7,81 +11,71
eritromicina P87 33,70 90,00 45,00 490,00 23,43 62,50 5,85+15,62
Clorotetraciclina P107 45,00 45,00 11,25+ 15,00 31,25 23,43 11,71 +7,81
oleandomicina P119 33,70 45,00 22,50+ 15,00 11,71 15,62 5,85+17,81
Neomicina 4 P16 90,00 56,25 383,70+ 14,06 78,75 46,87 31,254-15,62
ristocetina P28 45,00 37,50 16,80+ 28,12 45,00 31,25 31,25+23,43
Colimicina - P12 33,70 90,00 16,80+ 33,70 15,62 46,87 11,71+31,25
paromomicina P19 16,80 67,50 4,20433,70 3,90 15,62 1,95+7,81

¥e
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RESUMEN

Con objeto de completar algunas observaciones sobre la resistencia
resultante de interacciones antibidticas, se han adaptado distintas espe-
cies bacterianas a asociaciones antibioticas de caracter aditivo o anta-
gobnico, para después estudiar comparativamente los niveles de resis-
tencia alcanzados, su persistencia y las variaciones que se originan en
el espectro de antibioticosensibilidad de las cepas resistentes obtenidas.

- o

SUMMARY

Several species of bacteria became resistent against different aditive
or antagonistic antibiotics associations in order to complete our previous
studies in conection with antibiotic-resistence produced by antibiotic
combination.
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por

J. L. FERNANDEZ.PUENTES y J. PEREZ-SILVA

INTRODUCCION

El estudio de la utilizacion de aminodcidos como alimento pléstico
se ha hecho en gran nimero de microorganismos. El método mis em-
pleado en este tipo de estudios es el auxanografico, del que ya en 1889
habla Beijerinck (1) considerandolo como un valioso medio para inves-
tigacién de la nutricién en microorganismos; también se emplea el cul-
tivo en determinados medios liquidos, como es el método introducido
por Wickerham (6) y Wickerham y Burton (7) para levaduras. Este mé-
todo permite ensayar diferentes compuestos orgdnicos como fuente de
carbono o de nitrégeno. Los resultados de estos estudios tienen a veces
interés taxonémico; por ejemplo, uno de los criterios que utilizan Lodder
y Kreger-Vanrij (3) en su estudio sistematico de las levaduras es la
utilizacion de determinados compuestos organicos como fuente de car-
bono.

Schultz y colaboradores (5) ensayan en las levaduras Saccharomyces
cerevisiae, Sacch. marxianus, Sacch. pastorianus, Candida pseudotropi-
calis, C. guilliermondi, C. pulcherrima (= Torulopsis pulcherrima) y
C. utilis (= T. utilis) 18 aminodcidos como tnica fuente de carbono y
de nitrégeno.

Microbiol. Espafi., 20 (1967), 37. 1
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En el presente trabajo se describe el comportamiento de tres especies
de levadura frente a distintas fuentes de carbono y de nitrégeno.

MATERIAL Y METODOS

Hemos utilizado para nuestro trabajo las siguientes especies de leva-
duras, de la coleccién del Instituto «Jaime Ferran», de Microbiologia:
Saccharomyces pastorianus, estirpe 75; Candida albicans, estirpe 1. G. A,
y Debaryomyces kloeckeri, estirpe 537. De esta tltima especie hemos
obtenido un mutante resistente a la debariocidina, sustancia antibidtica
descrita por Pérez-Silva y Lahoz (4). Denominamos a la estirpe sen-
sible original 537a, y a la resistente, 537b.

Medios de cultivo

La conservacién de estas levaduras se hizo en tubos de agar-malta.
Para hacer los auxanogramas utilizamos el siguiente medio basal
propuesto por Lodder:

SO, (NH,), 050 g
PO,HX 0,10 g
SO.Mg.7H,0 0,05 g

Agar noble (Difco) 1,50 g
Agua destiladac.s.p.  1.000 ml

La esterilizacion se llevé a cabo durante quince minutos, a 121 °C.

Cuando se quisieron ensayar aminodcidos como tnica fuente de car-
bono y de nitrégeno, se suprimié el sulfato amdnico, y cuando se ensa-
yaron como fuente de nitrégeno, se afiadi6é 1 por ciento de glucosa en
lugar de sulfato aménico.

Asimismo, para estudiar la utilizacion de fuentes de carbono, hemos
empleado el medio descrito por 'Wickerham y Burton (6-7), preparado
por la casa Difco con el nombre de «Yeast Nitrogen Base».

Para inducir la esporulacién en Debaryomyces kloeckeri hemos utili-
zado el medio V8 de Mark y Phaff, modificado por 'Wickerham y cola-
boradores (8).

Los auxanogramas y ensayos en medio liquido de 'Wickerham se
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realizaron siguiendo las técnicas recomendadas por Lodder y Krejer-
Vanrij (3).

Obtencion de mutantes de Debaryomyces kloeckeri resistentes a la
debariocidina

Sembramos en placas de agar-malta una suspensién densa de células
de la estirpe 537a de Debaryomyces kloeckeri y afiadimos el antibidtico
en un cilindro de vidrio. Después de cuarenta y ocho horas de incuba-
ciéon a 25°C resembramos en placas de agar-malta sin antibiético las
colonias que se desarrollaron dentro del halo de inhibicién. Aislamos
en tubos de agar-malta y comprobamos la resistencia. De este modo
conseguimos una estirpe de D. kloeckeri a la que denominamos 537b,
que se mantiene resistente desde hace dos afios a través de numerosas
resiembras en ausencia del antibidtico.

Para averiguar si la resistencia se mantenia después de la esporu-
lacién, hicimos esporular la levadura en el medio V8 y obtuvimos cul-
tivos a partir de una sola ascospora. Para ello hicimos una suspensién
de la levadura esporulada en agua de malta diluyendo hasta unas
8.000 células/ml. Con una pipeta de Pasteur estéril recogiamos una
cantidad de esta suspension y la llevibamos en forma de diminutas gotas
a varios cubreobjetos estériles (10 gotas/cubreobjeto) poniéndolos sobre
sendos portaobjetos excavados estériles, en cuya concavidad habiamos
puesto previamente una gota de agua estéril para conservar la hume-
dad. El cubreobjetos se borde6 con aceite de cedro. Al observar estas
gotas al microscopio de contraste de fases encontramos que de cada
diez gotas, aproximadamente dos contenian un asca aislada (cada asca
de Debaryomyces contiene una sola ascospora). Se incubé el porta a
25°C. A las cuarenta y ocho horas, la cantidad de células era lo sufi-
cientemente elevada para poder obtener con éxito un cultivo ulterior
en placas de agar-malta. Al cabo cuarenta y ocho horas de incubacién
a 25°C se resembraron las colonias en placas con antibiético para com-
probar su resistencia. Todas las colonias ensayadas (procedentes de diez
ascosporas) fueron resistentes.
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RESULTADOS

A continuacién exponemos los resultados de nuestros estudios auxa-
nograficos y ensayos en medio liquido realizados con cada una de las
levaduras que nos han servido para este trabajo.

Debaryomyces kloeckeri

Como ya hemos dicho, hemos utilizado dos estirpes de esta especie,
que denominamos 537a y 537b. Estas dos estirpes tienen un comporta-
miento idéntico en cuanto a la utilizacién de 4cidos orgdnicos como
unica fuente de carbono (cuadro 1). Sin embargo, cuando se ensayan
aminodcidos como tnica fuente de carbono (cuadro 2) se encuentran
claras diferencias entre ambas estirpes: la estirpe 537a puede utilizar
los aminoacidos glutamato, aspartato, arginina y asparagina, mientras
que la 537b no los utiliza. En el caso de la alanina, la estirpe 537b pre-
senta un desarrollo muy pobre en comparacién con el abundante cre-
cimiento de la estirpe 537a en presencia de este amino4cido. En las

Cuadro 1. Utilizacién de dcidos orgdnicos como
tnica fuente de carbono por las estirpes 537a y 537b
de Debaryomyces kloeckeri

D. kloeckeri
Acidos organicos —

537a 537b
Citrato sodico + + 4+
Piruvato sédico + +
Fumarato sédico 4 +
Acetato sédico + 4+ 4+
Succinato sédico + + ++
Acido a-cetoglutarico + + + +
Acido oxaloacético + +

+ + indica un crecimiento abundante, y +, un crecimiento
visible, pero escaso.
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Cuadro 2. Utilizacién de aminodcidos como tinica
fuente de carbono por las estirpes 537a y 537b de

D. kloeckeri
D. kloeckeri
Aminoécidos

537a 537b
Asparagina ++ —
Acido aspartico + —
Prolina + + + +
Cistina — —
L-glutamato sddico ++ —
Acetil-DL-triptofano — —
DL--leucina — —
DL-valina —_ —_
Tirosina _ -
Arginina + + + +
DL-a-alanina + + (+)
DL-serina ++ + +
DL-treonina —_ —
DL-isoleucina — —
Glicocola ++ + +
Cisteina — —

DL-fenilalanina — —_
DL-norleucina ) — —_
Histidina —_ —_

+ 4 indica un crecimiento abundante; +, crecimiento vi-
sible, pero escaso; (+), crecimiento casi nulo, y —, creci-
miento nulo.

figuras 1-2 se muestran auxanogramas de estas dos estirpes, en los que
se ensayan aminoacidos como tunica fuente de carbono. Hemos con-
firmado estos resultados utilizando el medio liquido de Wickerham
para ensayos de fuentes de carbono ,al que afiadimos los aminoacidos
glutamato, aspartato, arginina, alanina o valina (figura 3).

En los ensayos de aminodcidos como tnica fuente de nitrégeno no

5
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se observan diferencias de desarrollo entre las dos estirpes (cuadro 3);
ambos utilizan los cinco aminodcidos ensayados.

En los medios sin fuente de carbono ni de nitrégeno sélo la estir-
pe 537a utilizé los aminoacidos ensayados (cuadro 4).

Cuadro 3. Utilizacion de aminodcidos como tnica
fuente de nitrégeno por las estirpes 537a y 537b de

D. kloeckeri
D. kloeckeri
Aminoécidos
537a 537b
L-glutamato sédico + + + 4+
Asparagina ++ ++
DL-o-alanina ++ 4+
Valina 4+ ++
Fenilalanina ++ ++

Cuadro 4. Utilizacién de aminodcidos como tnica
fuente de carbono y nitrégeno por las estirpes 537a
y 537b de D. kloeckeri

D. kloeckeri
Aminoécidos
537a 537b
DL-w-alanina + + (+)
Asparagina ++ —
Arginina + + —
L-glutamato sodico + —

Saccharomyces pastorianus

En el cuadro 5 se exponen los resultados de la utilizacion de amino-
4cidos, 4cidos organicos y glucosa por la estirpe 75 de Saccharomyces
pastorianus. Esta estirpe no utiliza aminodcidos ni a-cetoglutarato como
fuente de carbono.
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Figura 2. Auxanograma de la utilizacion de aminodcidos como fuente de carbono por la estirpe
537b de D. kloeckeri. Las letras tienen el mismo significado que en la figura 1
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Figura 3. Ensayos en el medio liquido de Wickerham de la utilizacion de aminodcidos como

fuente de carbono por las estirpes 537a y 537b de D. kloeckeri. En los tubos 1-2 no se ha

puesto ninguna fuente de carbono; en los 3-4 se puso la glucosa como patrén. Tubos 5-6: l-glu-

tamato sodico. Tubos 7-8: valina. Tubos 9-10: dl-o-alanina. Tubos 11-12: dcido aspértico. Tu-

bos 13-14: arginina. Los tubos pares han sido sembrados con la estirpe 587a y los impares con
la 537b. La lectura se hizo a los siete dias de la siembra
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Cuadro 5. Utilizacion de aminodcidos y otros com-
puestos orgdnicos como tnica fuente de carbono por
la estirpe 75 de Sacch. pastorianus

Fuente de carbono

Sacch. pastorianus
Estirpe 75

Glucosa

Serina

Asparagina

Acido aspartico
Arginina

Piruvato sédico
DL-w-alanina
L-glutamato sddico
Acido oxaloacético
Prolina

Acido a-cetoglutarico

Glicocola

1

En el cuadro 6 se exponen los resultados de la asimilacién de la glu-
cosa, aminodcidos y acidos orgdnicos por la estirpe I. G. A. de Candida
albicans. Se observa un comportamiento anilogo al de la estirpe 537a
de Debaryomyces kloeckeri, pues se utilizan como fuente de carbono
para su crecimiento los mismos aminodcidos y &4cidos orgdmicos. En
cambio, se observa escaso desarrollo sobre serina y espartato.

11
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Cuadro 6. Utilizacion de aminodcidos y otros com-
puestos orgdnicos como unica fuente de carbono por
la estirpe I. G. A. de Candida albicans

Fuente de carbono E st(;‘IpeallIncténs A
Glucosa ++
Serina (+)
Asparagina +
Acido aspértico (+)
Arginina + +
L-glutamato sédico +
Acido a-cetoglutdrico +
Prolina + +
Piruvato sédico ++
DL-a-alanina ++
Acido oxaloacético +
Glicocola . + +

DISCUSION

De las tres especies de levaduras estudiadas, Candida albicans y
Saccharomyces pastorianus se comportan de modo diferente en la uti-
lizacién de aminoédcidos como fuente de carbono, pues la primera uti-
liza gran nimero de estos compuestos, mientras que la segunda no
utiliza ninguno de los ensayados. En cuanto a Debaryomyces kloeckeri,
de las dos estirpes estudiadas, la 537b (mutante de la 537a) se com-
porta de modo andlogo a Sacch. pastorianus, mientras que la 537a se
asemeja a C. albicans, en el niimero de compuestos que asimilan.

El que algunas levaduras no utilicen aminoacidos como tnica fuente
de carbono y que en cambio éstos sean utilizados como unica fuente
de nitrégeno (siempre que las células dispongan de otra fuente de
carbono asimilable) sugiere la necesidad de otra fuente de energia para
su entrada en la célula, o que ésta carece de sistemas enzimdticos ade-

12



Utilizacién de fuentes de carbono y de nitrégeno por levaduras 49

cuados para utilizar el aminodcido como fuente de energia. Esta tiltima
hipétesis es poco probable, ya que todas las levaduras ensayadas por
nosotros pueden utilizar los 4cidos del ciclo de Krebs como tinica fuente
de carbono, y como es sabido ésta es la tnica ruta conocida para la
oxidacion de amino4cidos.

Otra consecuencia que se deduce al observar los resultados de los
experimentos sobre la utilizacion de aminodcidos como unica fuente
de carbono, es la variabilidad dentro de la misma especie. Asi, Schultz
y colaboradores (5) encuentran que su estirpe de Saccharomyces pasto-
rianus es capaz de crecer en glutamato, prolina, aspartato, serina o gli-
cocola como tnica fuente de carbono, y nosotros no hemos podido
obtener crecimiento alguno en estos aminodcidos con otra estirpe de la
misma especie. En cuanto a nuestras dos estirpes de Debaryomyces
kloeckeri se observa también una diferencia en el niimero de amino-
acidos asimilados por cada una de ellas.

Lodder y Kreger-Vanrij (1952) emplean como caracter diferencial
la utilizacién de azicares como fuente de carbono. 'Wickerham (6) y
Wickerham y Burton (7) han estudiado un amplio nimero de com-
puestos de carbono asimilables-por varias especies de levaduras pertene-
cientes al género Hansenula, lo cual, segin Lodder, haria posible un
estudio sistemitico ampliando el niimero de compuestos asimilables
como caracter diferencial.

En la obra citada, Lodder, para basar su estudio sistematico en la
diferente utilizacién de azticares se apoya en la estabilidad de la fer-
mentacién y asimilacion de ellos, pues los muchos estudios hechos sobre
mutaciones inducidas en el laboratorio han llevado a esta conclusién.

Fernandez-Puentes (2) ha visto que el mutante obtenido en nuestro
laboratorio no presentaba diferencias en la asimilacién de azicares con
la estirpe original.

La variabilidad dentro de la misma especie observada por nosotros
en la asimilacién de aminodcidos como fuente de carbono nos hace ser
del criterio de que este cardcter no tiene valor taxondmico.

RESUMEN

Empleando métodos auxanograficos y ensayos en medios liquidos se
estudia el comportamiento de Saccharomyces pastorianus, Candida albi-
cans y Debaryomyces kloeckeri (estirpes 537a y 537b) frente a acidos

13
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organicos y azdcares como Unica fuente de carbono, y frente a varios
aminoacidos como fuente de nitrégeno, fuente de carbono o de nitré-
geno y carbono.

En cuanto a la utilizacién de A4cidos orgdnicos y aziicares como
fuente de carbono, no se aprecian diferencias significativas entre las
levaduras estudiadas; lo mismo ocurre con la utilizacién de aminoacidos
como fuente de nitrégeno. En cambio, se encuentran notables diferen-
cias en la utilizacion de aminodcidos como tnica fuente de carbono:
Candida albicans utiliza todos los aminodcidos ensayados, mientras que
Saccharomyces pastorianus no los utiliza; las estirpes de Debaryomyces
kloeckeri 537a y 537b (mutante de la anterior) se comportan de modo
analogo a C. albicans y Sacch. pastorianus, respectivamente, en cuanto
a la utilizacién de aminodcidos como unica fuente de carbono.

SUMMARY

Using auxanographic methods and tests in liquid media, it was
studied the utilization of various carbon and nitrogen sources by
Saccharomyces pastorianus, Candida albicans and Debaryomyces kloe-
ckeri (two strains: 537a and 537b). '

Little or no differences were observed in the utilization of organic
acids or carbohydrates when added as sole carbon sources. The same is
true for the amino acids as sole nitrogen sources; however, appreciable
differences were found in the utilization of the latter compounds when
added as sole carbon sources: whereas Candida albicans can utilize all
the amino acids tested, Saccharomyces pastorianus can not utilize any
of them. Debaryomyces kloeckeri 537a and its mutant 537b behave like
C. albicans and Sacch. pasiorianus, respectively, in terms of the utili-
zation of amino acids as sole carbon sources.
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INTRODUCCION

La degradacion del triptofano por las bacterias ha sido considerada
por diversos investigadores, quienes sostienen que los pasos metabdlicos
que se producen varian segin las condiciones culturales y los microorga-
nismos empleados.

De acuerdo con las experiencias que se han llevado a cabo y segtin
sean las mismas en condiciones aerdbicas o anaerdbicas, los productos
del metabolismo intermedio puede resumirse en el esquema siguiente:

indol 4 4cido pirtivico + amoniaco (6)
dcido betaindolpropidnico 4 amoniaco
acido iminopropidnico -+ agua
{
\ indol + 4cido pirtvico + amonfaco (16)
serina 4 indol (1 y 15)

I-triptof
riptofano ———

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 53. 1
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Kotoke (7) demostré que el Bacillus subtilis podia producir a partir
del triptofano los siguientes metabolitos:: dcido quinurénico, quinure-
nina, 4cido antranilico, etc.

Tatum y Bonner (14) demostraron que la Neurospora crassa leva
el triptofano a indol con separacion de serina; Palleroni y Stanier (10)
lograron demestrar los mecanismos de regulacién de la sintesis de las
enzimas que oxidan al triptofano en Pseudomonas fluorescens.

En aerobiosis, el Escherichia coli produce a partir del triptofano,
indol, 4cido piruvico y amoniaco; en cambio, en anaerobiosis forma
betaindolpropidnico y amoniaco; la via metabdlica seguida debe ser
distinta.

El Escherichia coli, al desarrollarse en medios de cultivo conteniendo
l-triptofano produce triptofanasa, enzima adaptativa que le permite me-
tabolizar este aminodcido. Dicha enzima requiere como coenzima el
fosfato de piridoxal, es inhibida por iones CN~ y de metales pesados
y se activa por la presencia del citocromo ¢ (1).

Algunos investigadores sostienen que la séla presencia de glicidos
fermentescibles, la glucosa, por ejemplo, inhibe la produccién de indol
por las bacterias en medios que contienen triptofano. Sin embargo,
Freundlich y Linchstein (3) demostraron que el efecto inhibitorio es
relativo. Monod (9) sostiene que la glucosa actda como un «supresor
enzim4tico», y Gale (5) asegura que la presencia de glucosa durante el
crecimiento puede alterar el proceso asimilatorio de la célula, y esto
se refleja en la accién enzimadtica, sobre todo en las referentes al ataque
de aminodcidos con produccion de amoniaco.

El esquema de este trabajo responde al estudio de la conversién del
l-triptofano a indol por Escherichia coli, empleando para ello medios
sintéticos con glucosa y sin glucosa y en condiciones aerdbicas. En estas
experiencias se empleé una cepa tipificada de E. coli niim. 23, muy
buena productora de indol.

PARTE EXPERIMENTAL
Cepa

Escherichia coli nam. 23, proporcionada por la coleccién de la Fa-
eultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires,
previo estudio de sus caracteristicas de tincion, bioquimicas y serolo-
gicas. Se conservé por resiembras semanales en agar nutriente.
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Medios de cultivo

Para prepararlos se utilizaron productos puros. Los medios ndms. 1
y 2 responden a la siguiente formula:

Medio nim. 1

L-triptofano 10 g
Cloruro amonico 10 g
Cloruro sédico 05¢g
Sulfato magnésico heptahidratado 02 g
Fosfato monopotdsico 30¢g
Fosfato disédico 60 g
Agua destilada - c.s.p. 1.000 ml

pH =72, después de esterilizacién a 0,75 atmosferas durante quince
minutos.

Medio ndm. 2

Idéntica composicién, conteniendo ademds un 4 por ciento de glucosa.
Este glicido se afiade asépticamente al medio de cultivo, a fin de evitar
su alteracion por efecto del calentamiento.

Preparacién del indculo

La cepa se cultiva en agar inclinado durante veinticuatro horas a
87°C y el cultivo se suspende en 10 ml de solucién fisioldgica estéril.
De la misma se hace una dilucién de 10~# sembrando 0,1 ml por cada
100 ml de medio. Se incuba ambos medios a 37 °C durante tres, seis,
nueve, doce, veinticuatro, setenta y dos, noventa y seis y ciento noventa
y seis horas.

Inactivacién

Se frena el desarrollo microbiano por calentamiento en bafio Maria
a 80°C durante veinte minutos, colocando tubo protector (para evitar
pérdidas posibles de indol). También se utilizé una solucién acuosa de
mertiolato 1/10.000, agregando 0,10 ml por cada 100 ml de medio.

En todos los casos, los cultivos se mantienen en forma estdtica.
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Determinacion de indol y triptofano

Se realiza la separacion porque las reacciones cromdticas aplicadas
a su determinacién se deben a la presencia del nicleo indolico que fi-
gura en los dos compuestos.

Los medios de cultivo se centrifugan a 3.000 r/m, durante treinta
minutos para eliminar las bacterias. A los 10 ml del sobrenadante se
afiaden 2 ml de tolueno, se agita enérgicamente y se centrifuga a
2.000 r/m durante diez minutos; se separan asi dos fases, la superior,
toluénica, que contiene todo el indol presente, y la inferior, acuosa, que
contiene el triptofano. ‘

Valoracién del indol

Se practicé sobre 0,5 ml de la fase toluénica, aplicando la técnica
de 'Wood (16) basada en la cldsica reaccién de Ehrlich (2). La deter-
minacion colorimétrica se llevé a cabo en el espectrofotémetro de Jovin
Ivon Maroc II, ajustando la longitud de onda a 50 my.

La curva de calibracion correspondiente se establecié empleando
una solucién al 0,01 por ciento, que se diluyé al 1/10 antes de ser em-
pleada.

Valoracion del triptofano

Se aplicé el método de Spies (13). Debido a la intensidad cromatica
desarrollada se realizé sobre 0,1 ml de la capa acuosa. La determinacién
colorimétrica se realizo en el fotémetro de Pullfrich, empleando filtro
amarillo S 570.

La curva de calibracién fue obtenida con una solucion testigo de
l-triptofano al 0,01 por ciento.

Investigacién de otros metabolitos

Se utilizé la cromatografia sobre papel, segin la técnica de Partridge
(11-12). Se empleé papel S&S 2043 bm; como fase mévil, la mezcla
n-butanol4-4cido acético{-agua (5:1:4).

Reveladores: solucién de ninhidrina y reactivo de Ehrlich (8).

Los cromatogramas fueron observados a la luz ultravioleta antes y
después del revelado.
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RESULTADOS
Los resultados obtenidos cultivando el Escherichia coli nim 23 en

medios sintéticos sin glucosa figuran en el cuadro 1 y los obtenidos de-
sarrollados en medio con glucosa figuran en el cuadro 2.

Cuadro 1. Medios sin glucosa

Horas Indol Triptofano

de incubacién y/10 ml de cultivo | y/ml de cultivo
5,7 727
24,7 599
48,0 575
< 12 64,0 636
S 24 103,0 569
© 72 491,0 458
96 742,0 347
196 832,0 310
3 0,66 545
6 12,00 652
f 110,00 570
e 12 63,00 590
3 24 810,00 585
E’ 72 75,00 550
96 65,00 440
196 55,00 455

(*) Valores promedios de 12 determinaciones.
(**) Valores promedios de 3 determinaciones.
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Cuadro 2. Medios con glucosa

Horas Indol Triptofano
de incubacién y/10 ml de cultivo l y/ml de cultivo

0,30 644

0,08 605

9 Negativo 600

2 12 0,80 622
8 24 4,10 575
72 5,00 600

96 1,50 645

196 Vestigios 405

4,0 637

0,2 657

& 5,0 659
o 12 14,0 800
jzé 24 47,0 670
§ 72 20,0 640
96 15 660

196 Negativo 405

(*) Valores promedios de 12 determinaciones.
(**) Valores promedios de 3 determinaciones.

Las figuras 1-2 se han trazado comparativamente, para demostrar la
conveniencia de la muerte de los cultivos por el calor.
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CONCLUSIONES

1) Los medios bésicos empleados contienen 1.000 y/ml de triptofano
y al cabo de ciento noventa y seis horas de incubacién, a 37.°C, la
triptofanasa ha degradado parte de dicho aminoécido, llegando a va-
lores de 300-400 y, lo que representa que un 30--40 por ciento ha sido
metabolizado por el microorganismo en estudio.

2) En medios con glucosa se comprueba la formacién de indol y se
ha podido determinarlo cuantitativamente.

8) La transformacidén de triptofano en indol no es cuantitativa, por
lo que suponemos que hay mas de un camino metabdlico cuyos pasos
serfa pasible investigar con técnicas mas especializadas.

4) Al paralizar el ciclo biolégico de las bacterias mediante el calor
y la solucién de mertiolato, se observé que los resultados discrepaban.
El método quimico para frenar el desarrollo microbiano debe deter-
minar fenémenos de interferencia con la reaccion cromdtica.

5) No hay relacién entre la produccién de indol y el aumento de
la masa bacteriana, por lo menos hasta las ciento noventa y seis horas.

6) Las experiencias fueron realizadas en medios sintéticos, en con-
diciones estiticas y en cultivos aerébicos.

7) Los cromatogramas no permitieron observar otros metabolitos que
el triptofano y el indol.

En futuras investigaciones estudiaremos los factores que pueden in-
fluir con mayor intensidad en la actividad de la triptofanasa, variando
ciertas condiciones ambientales y las sustancias que coadyuvan o inter-
fieren en la cuantificacién del proceso enzimatico de degradacién del
triptofano a indol por el Escherichia coli.

RESUMEN

Ha sido estudiado el aspecto dindmico de la degradacién del trip-
tofano a indol por el Escherichia coli, empleando medios de cultivo sin-
téticos conteniendo glucosa y sin ella, en condiciones estaticas y aerd-
bicas. Dichos medios contenian 1.000 y/ml de aminoacido.
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Se comprobd que la degradacién de este aminodcido no es cuanti-
tativa en forma absoluta y el agregado de glucosa a los medios de cul-
tivo no interfiere en la produccién de la triptofanasa ,al menos en las
condiciones en que las experiencias fueron llevadas a cabo.

SUMMARY

The dynamic aspect of the breakdown of tryptophane to indole by
Escherichia coli was studied, for which purpose synthetic culture media
were employed, which contained glucose and also those without it in
static and aerobic conditions. These media contained 1.000 y of ami-
noacid/ml.

It was found that the rupture of this aminoacid is not quantitative
in an absolute form, and the addition of glucose to the media does not
interfere with the production of trytophanase, at least under the con-
ditions under which the experiments were carried out.
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LA LISIS PRODUCIDA POR EL ACIDO
r-2, 4-DICLOROFENOXIBUTIRICO SOBRE
CULTIVOS DE ALGUNAS BACTERIAS DEL GENERO
BACILLUS

por

Maria ROMAN y Céinpina GONZALEZ

ANTECEDENTES

El 4cido y-2,4-diclorofenoxibutirico utilizado por Scholl (6) y Kling-
man (4) en el control de semillas y estudiado por Gutenmann y Lisk (3)
en cuanto a su eliminacién en la orina de los bueyes y su descomposi-
cién en el rumen de las terneras, ha sido ensayado por nosotros como
inhibidor del crecimiento de algunos microorganismos. El 4cido es so-
luble en NaOH diluido y sus soluciones neutralizadas con CIH son es-
tables, esterilizables por el calor e inhibidoras del crecimiento frente
a cultivos de bacterias del género Bacillus, a concentraciones que osci-
lan entre 0,02 y 0,006 por ciento. Estudiando la accion de este acido
sobre los cultivos de dichas bacterias (datos no publicados) (1) se han
observado dos efectos: inhibicién del crecimiento y, en ciertas condi-
ciones, lisis del cultivo. En el trabajo actual estudiamos la lisis, tra-
tando de ver las condiciones de las que depende.

Microbiol. Espaii., 20 (1967), é3. 1
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MATERIAL Y MEDIO DE CULTIVO

Se han utilizado tres estirpes de bacterias esporuladas: Bacillus coa-
gulans, B. subtilis y B. megaterium (*).
El medio de cultivo tiene la siguiente composicién:

Glucosa 10,0 g
Extracto de levadura 10 g
CINH, 10¢g
CINa 10 ¢g
SOMg 02 g
PO,H,K 02 g

Agua destilada c. s. p. 1.000 ml

pH=7-—72; esterilizacion, a 110°C, durante treinta minutos.

Las soluciones madre del acido a concentraciones de 0,8 — 0,2 por
ciento se hicieron en NaOH diluido, ajustando el pH a 7 con CIH y
esterilizdndolas a 110 °C, durante treinta minutos.

PARTE EXPERIMENTAL

Diez erlenmeyer, de 100 ml, provistos de tubuladura lateral que
permite la lectura de la turbidez en el bekman, con 10 ml de medio
de cultivo cada uno, se sembraron con 1 ml de cultivo de veinticuatro
horas del Bacillus coagulans en el mismo medio, conteniendo 43.10° bac-
terias/ml. El inhibidor, a la concentracién final de 0,008 por ciento, se
afiadié a los matraces después de sembrados, a 0 horas de incubacion
al matraz ndmero O y en las horas sucesivas, a los demds; es decir,
después de 1, 2, ... 9 horas de cultivo a 19, 2° ... 10 °C. Por cada matraz
con inhibidor se han preparado testigos en las mismas condiciones, susti-
tuyendo el 4cido por igual volumen de solucidn fisiolégica. Los matraces
se incubaron a 37 °C, leyendo la densidad optica del cultivo en un
spectronic 20, a una longitud de onda de 600 mu. Los resultados del
experimento se resumen en la figura 1, en la que se han representado

(*) Los bacilos proceden de la coleccién de la Jersey Agricultural Experiment
Station, New Brunswick.

2
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unicamente los valores correspondientes a uno de los testigos, por super-
ponerse los de los demds.

Prescindiendo del caracter inhibidor de esta sustancia, cuyo estudio
se realiza en otro trabajo (1), observamos que si la solucién del 4cido
se pone en contacto con el cultivo durante la fase de latencia o al co-
mienzo de la exponencial, no se observa lisis de las células, ni adn des-
pués de siete dias de incubacién; si se afiade después de cuatro o cinco
horas, aparece lisis, que aumenta al aumentar el tiempo de contacto
de las células con el inhibidor.

Tratando de ver el efecto que produce esta misma concentracién de
acido sobre cultivos de 0 horas con distinto niimero de células, se plan-
teo el siguiente experimento: células recogidas estérilmente por centri-
fugacién de un cultivo de 24 horas del Bacillus coagulans, se suspen-
dieron en medio nuevo hasta obtener suspensiones de las siguientes
densidades dpticas: 0,05, 0,1, 0,25, correspondientes a 7, 14 y 38.10
bacterias/ml, aproximadamente. Se prepararon matraces dobles con cada
una de estas suspensiones, afiadiendo después el acido a la concen-
tracién final 0,008 por ciento, a las O horas de incubacién. En los ma-
traces testigos de cada una de las suspensiones se sustituyo el inhibidor
por el mismo volumen de solucion fisiologica estéril. La incubacién se
realizé a 37 °C y las lecturas de la densidad dptica se hicieron a las 0,
2, 8, 4, 6 y 24 horas de incubacién. En los resultados representados
en la figura 2 se aprecia en los cultivos que tienen inhibidor la misma
densidad Sptica durante toda la experiencia; la concentracion que lisa
los cultivos de 4 6 5 horas no causa el mismo efecto en los de O horas.

0,5

i~
w b
1 L

IR |

K=J
~N
I

Densidad optica

—— e ——————]

K=
—

——-——————“—--I

1 2 3 4 5 6 h

Figura 2. T, testigo. I, inhibidor
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Influencia de la concentracion del inhibidor

Un cultivo de cuatro horas del Bacillus coagulans se repartié esté-
rilmente en cinco matraces de 100 ml, afiadiendo el 4cido a cuatro de
ellos a las concentraciones finales de 0,01, 0,008, 0,006 y 0,005 por
ciento. El quinto matraz, sin el 4cido, se utilizé como testigo. La den-
sidad dptica de los matraces con inhibidor y de los testigos sin él fue
de 0,18, correspondiente a 27.10° bacterias/ml. La turbidez de los cul-
tivos se ley6 a las 2, 4, 6 y 8 horas de contacto de las células con el
acido, resumiendo en la figure 3 los resultados.

Las concentraciones comprendidas entre 0,01 y 0,006 por ciento
lisan los cultivos desde la primer lectura, siendo la lisis mds acusada
cuanto mayor es la concentracién de acido. Concentraciones mayores
de 0,01 por ciento causan, aproximadamente, el mismo efecto.

T
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1 4 3 4 S 6 7 h

Figura 3. Concentraciones: 1) 0,01 %; 2) 0,008 %; 3) 0,006'%;
4) 0,005 %
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Efecto del dcido sobre las células muertas y las paredes celulares de las
bacterias

Las células de un cultivo de 14 horas del Bacillus coagulans muertas
por el calor en un bafio Maria, a temperatura de ebullicién, durante
quince minutos, puestas en contacto con el acido a la concentracién de
0,06 por ciento durante veinticuatro horas, a 37 °C y a temperatura am-
biente, no mostraron lisis.

Las células muertas por radiaciones ultravioletas de una ldmpara
Sylvania, de 15 'W, cuya longitud de onda es de 2.537 &, tampoco mos-
traron lisis en contacto con el 4cido, a esta misma concentracidn.

Del mismo modo las paredes celulares lavadas obtenidas por rup-
tura de las células de un cultivo de 24 horas del Bacillus coagulans, en
el aparato de Braun, no sufren lisis después de veinticuatro horas de
contacto con el 4cido a la concentracién de 0,06 por ciento.

Microscopia electrénica

La lisis estudiada por este procedimiento se muestra en las figu-
ras 4-7, correspondientes, respectivamente, a Bacillus megaterium,
B. coagulans y B. subtilis, en un medio de cultivo que contiene el inhibi-
dor a la concentracién de 0,06 por ciento, después de quince horas de
contacto con el 4cido. La densidad 6ptica era de 027, y de O después
de las quince horas (*).

DISCUSION

El 4cido y-2,4-diclorofenoxibutirico que actda como inhibidor del
crecimiento en cultivos de bacterias del género Bacillus a concentra-
ciones que varfan entre 0,02 y 0,006 por ciento causa también lisis de
los cultivos si se afiade a éstos durante la fase logaritmica o estacionaria.
La misma concentracién de acido agregada al cultivo durante la fase

(*) Las fotografias que figuran en el trabajo han sido obtenidas por el Dr. M.
Rubio Huertos, jefe del Servicio de Microscopia Electronica, de la Divisién de
Ciencias (C.S.I.C.), a quien agradecemos su eficaz ayuda, asi como al personal
del Servicio.



Figura 4. Bacillus megaterium. Se aprecia que la pared celular ha desaparecido
parcial o totalmente en las bacterias lisadas, y el protoplasma totalmente granu-
lado, en contraste con el aspecto homogéneo de la bacteria normal x 16.000

Figura 5. B. coagulans. Un estado mds avanzado de la lisis, en donde el protoplasma
estd prdcticamente desintegrado. Véase la resistencia del flagelo que permanece
atin inserto en la bacteria. x 28.000



Figura 6. B. subtilis. Lisis avanzada. La pared ha desaparecido totalmente
x 21.000

Figura 7. B. subtilis. Una bacteria ain no lisada, en contraste con las que pre-
sentan lisis avanzada. En el fondo de la preparacion, los flagelos desprendidos
de las bacterias conservan toda su integridad. x 18.000
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de latencia o al principio de la exponencial, sélo tiene efecto inhibidor;
la lisis del cultivo en estas condiciones exige mayores concentraciones
de 4cido, observdndose a las cinco horas de contacto si la concentra-
cién es de 0,06 por ciento.

La lisis es progresiva a medida que aumenta el tiempo de contacto
con el inhibidor, pero no se ha visto lisis total del cultivo durante todo
el tiempo que duré la experiencia; la resiembra en medio nuevo, sin
inhibidor, ha dado siempre células viables, atin después de treinta dias
de contacto. La supervivencia es inferior a 1 por ciento en cultivos que
contienen 70, 50 6 14 millones de bacterias/ml, en el momento de po-
nerle el inhibidor.

La resistencia a la lisis de los cultivos de 0, 1 y 2 horas de edad en
las tres estirpes estudiadas cuando se emplea la concentracién minima
de inhibicién, hace suponer la mayor resistencia de las células mas jo-
venes y probablemente sean ellas las responsables de la viabilidad de
los cultivos. Hemos de hacer notar que las esporas tampoco se lisan y
atin cuando en el medio de cultivo no se ha visto la esporulacién de
estas bacterias, no podemos afirmar categéricamente la ausencia total
de esporas.

Al estudiar la inhibicion de crecimiento de estas bacterias se ha visto
inhibicion parcial de la respiracién en células lavadas, pero a concen-
traciones de 4cido mucho mayores que la minima de inhibicion. La
resistencia a la lisis de las células muertas o de las paredes celulares
obtenidas de ellas, asi como la de lisis parcial de los cultivos viejos, nos
hacen suponer que inhibicion y lisis son efectos secundarios de su modo
de accién; es muy posible que interfiera en los mecanismos de sintesis
celular y, en consecuencia, se produzca inhibiciéon de la multiplicacion
y lisis de las bacterias.

RESUMEN

Se estudia la accidn litica del 4cido y-2-4--diclorofenoxibutirico sobre
cultivos del Bacillus coagulans, B. subtilis y B. megaterium, a pH="1.
La concentracién minima que produce inhibicién del crecimiento cuando
se afiade a un cultivo de O horas, causa lisis si se agrega durante la fase
logaritmica o estacionaria. La lisis es progresiva al aumentar el tiempo
de contacto de las células con el acido.
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Las células muertas o las paredes celulares obtenidas de las bacterias
no son lisadas por las concentraciones de 4cido ensayadas.

Se discute el que la inhibicién de crecimiento y lisis de los cultivos
puedan ser efectos secundarios del modo de accién del Acido.

SUMMARY

The lytic action of the y-2-4-dichlorophenoxybutyric acid on cultures
of Bacillus coagulans, B. subtilis and B. megaterium, at pH=17 is
studied.

The smallest concentration of y-2,4-DB that inhibits the growth
would cause lysis if it is added to cells in the logarithmical or stationary
phase.

The lysis is progressive when the time of contact between cells and
acid is increased.

The lytic action of y-2,4-DB only takes place on living cells but not
on the non-living cells or the cell walls isolated from them.

Our results seem to indicate that the inhibition of the growth and the
lysis of the cells are side effects of the y-2,4-DB.
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RESISTENCIA TERMICA DE DIFERENTES ESPECIES
DE CLOSTRIDIUM, AISLADAS DE SALMUERAS DE
ACEITUNAS VERDES ADEREZADAS ALTERADAS (*)

por

F. GONZALEZ-CANCHO y M. J. FERNANDEZ-DfEZ

INTRODUCCION

El proceso de aderezo de aceitunas verdes estilo espafiol (14) es tipi-
camente fermentativo. Cuando la fermentacion no sigue su curso nor-
mal, se pueden producir en las distintas fases (13 y 16) una serie de
alteraciones que en su mayoria son de origen microbiano.

Las fermentaciones butiricas son mds frecuentes durante la primera
fase, cuando la salmuera presenta mayor contenido de glucosa y ma-
nitol, siendo el Clostridium beijerinckii y Cl. multifermentans las espe-
cies aisladas principalmente de este tipo de alteraciones (7).

La «zapateria», que comunica a las aceitunas propiedades organo-
lépticas muy desagradables, puede producirse cuando el pH de las
salmueras es superior a 4,5 unidades (8), habiéndose aislado de dichas
salmueras diferentes especies de Clostridium, entre las que el Cl. sporo-
genes y Cl. bifermentans son las mds representativas.

Dentro de un programa de investigacién que se esti realizando en
este Instituto sobre las alteraciones ya citadas, se han aislado nume-

(*) Comunicacién presentada al II Congreso Internacional de Ciencia y Tec-
nologia de los Alimentos. Varsovia, agosto de 1966. Abstract B. 3. 16.

Microbiol. Espaii., 20 (1967), 73. 1
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‘rosa cepas de Clostridium, que después del correspondiente estudio sis-
temdtico han sido incluidas en las siguientes especies: Cl sporogenes,
Cl. limosum, Cl. aerofoetidum, Cl. lituseburense y Cl. nauseum.

Considerando que en trabajos anteriores (4-6) nos hemos ocupado de
la termorresistencia de lactobacilos y levaduras, microorganismos que
constituyen la flora normal de las aceitunas verdes aderezadas, hemos
creido conveniente, para completar dicho estudio, incluir en él estas
especies.

PARTE EXPERIMENTAL

A) Aislamiento de las diferentes cepas

10 ml de cada una de las salmueras alteradas se neutralizan con
0,5 g de CO,Ca estéril y se calientan a 80 °C durante quince minutos.
Después de enfriar, se inocula una fraccion de 1 ml en tubos de ensayo
que contienen medio de infusion de higado y se incuban a 37°C. La
purificacién posterior y aislamiento se realiza por pases sucesivos en
medio agar VF profundo (10).

La clasificacién sistemdtica de las cepas aisladas se hace segtin Pre-
vot (12) y Bergey (2). Clostridium sporogenes, Cl. aerofoetidum y CI. li--
mosum se aislaron de salmueras de aceitunas alteradas de la variedad
Manzanilla; Cl. nauseum y Cl. lituseburense, de la variedad Gordal.

B) Preparacion de la suspension de esporas

Las esporas se obtienen desarrollando los organismos aislados en
medio VF glucosado a 37 °C, durante ocho dias. Posteriormente, los
cultivos se calientan a 80°C durante quince minutos para destruir las
formas vegetativas y se centrifugan durante quince minutos a 5.000 r/m.
El sedimento se purifica tres veces, lavando con solucion estéril de CINa
al 0,8 por ciento y centrifugacion. Finalmente, las esporas se suspenden
en la misma solucién fisioldgica y se conservan en tubos cerrados al
vacio, hasta el momento de su utilizaciéon. La concentracién de esporas
se determina por el método de Breed (3).

C) Preparacion y tratamiento de las muestras

Tubos de ensayo de 12 X 180 mm, que contienen 5 ml de medio VF
glucosado estéril a pH:=17,0, se inoculan con 0,2 ml de la suspensién

2
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de esporas. A continuacién se estiran a la llama, a una distancia del
fondo de unos 100 mm, se hace el vacio con bomba de aire y se cierran.
La concentracién utilizada es de 7,0 X 10° esporas/ml, aproximadamen-
te. Los-tubos se sumergen posteriormente en un bafio de aceite calen-
tado eléctricamente, a diferentes temperaturas constantes y durante pe-
riodos variables de tiempo. Los tubos se enfrian rdpidamente en agua
después del calentamiento y finalmente se incuban en estufa a 37 °C,
observando el desarrollo durante ocho dfas.

Para cada tiempo de calentamiento y temperatura se utiliza un ni-
mero de replicados comprendido entre 4 y 12, considerando como pun-
tos de destruccién tnicamente aquellos en que todos los replicados dan
resultado negativo, y puntos de supervivencia, aquellos en que, al me-
nos, uno de los tubos da resultado positivo.

D) Resultados y discusion

En las figuras 1-2 se representan, para cada temperatura, los valo-
res medios del tiempo de supervivencia més alto y el de destruccién
inmediato superior y la linea recta ajustada por el método estadistico
de minimos cuadrados (9). Se calculan los limites de confianza para la
linea de regresién y dicha linea «primitiva» (1) se desplaza hacia arriba
una cantidad igual a tres veces la desviacién tipica.

En el cuadro 1 se resumen todos los resultados. La baja significa-
cién encontrada para Clostridium sporogenes y Cl. lituseburense se debe
al pequefio niimero de grados de libertad utilizados en el calculo del
coeficiente de correlacién para estas dos cepas. Los valores practicos
de los pardmetros Fyy y z se han calculado a partir del limite de con-
fianza superior y concuerdan bastante bien con los encontrados en la
bibliografia (11, 12 y 15).

AGRADECIMIENTO

A la sefiorita Maria Josefa Revillas Martinez y sefiora Mercedes Bo-
dineau de Ruiz, por la eficaz colaboracién en el desarrollo del trabajo
experimental.



Cuadro 1

Coeficient Linea de regresion t’DFSVi?iCiéln Parametros de la linea
oeficiente _ ipica de los .. .
Especie de Significacion Y=a+bX valores limite - superior
correlacion estimados

a | b de Y |Fa(min) ()] z (C) (*9)
Clostridium aerofoetidum — 0,9668 P < 0,001 10,648 — 0,093 0,138 0,63 11,0
Cl. sporogenes —0,9331 0,1 > P> 0,05 12,411 — 0,115 0,162 0,10 9,0
Cl. lituseburense — 0,9798 0,05 > P > 0,02 10,544 — 0,102 0,112 < 0,10 9,5
Cl. nauseum — 0,9874 P « 0,001 8,629 — 0,076 0,090 0,51 13,5
Cl. limosum — 0,94683 0,01 > P > 0,001 8,278 — 0,074 0,154 0,61 13,8

(*) Numero de minutos necesarios para destruir el microorganismo a 121 °C.
(**) Grados centigrados necesarios para que la linea de destruccién térmica atraviese un ciclo logaritmico.
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RESUMEN

Se estudia la resistencia térmica de cinco especies de Clostridium,
aisladas de salmueras de aceitunas aderezadas alteradas.

Para el calculo de los pardmetros fundamentales Fiy; y z se emplea
el ajuste estadistico de los valores experimentales.

SUMMARY

The thermal resistance of five species of Clostridium, isolated from
the brine of spoiled Spanish-Style Green Olives was studied.

The parameters, Fi; and z, were statistically calculated from the
experimental values.
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EL IX CONGRESO
INTERNACIONAL DE MICROBIOLOGIA

Con asistencia de delegaciones de 46 paises se celebré este Congreso
en Mosct, bajo la presidencia del Prof. V. D. Timakov, del 24 al 30 de
julio del pasado afio. Los trabajos se agruparon en las siete secciones
siguientes:

A) Fisiologia y Genética de los Microorganismos.

B) Actividades Bioquimicas de los Microorganismos.
C
D

E) Virologia.

) Microbiologia Industrial y Agricola.
)

Microbiologia Médica y Veterinaria.

)
F) Inmunologia.
G) Epidemiologia.

Se pronunciaron dos conferencias: «Agentes de la infeccién virica
primaria», por el Prof. A. Lwoff, y «Teoria del molde genético de la
inmunogénesis y regulacién neurchumoral de la formaciéon de los an-
ticuerpos», por el Prof. P. Ph. Zdrodowski; y tuvieron lugar, ademas,
once simposios.

Espafia estuvo representada por una numerosa delegacion encabe-
zada por el Director del Instituto «Jaime Ferran», de Microbiologia,
y Secretario de la Sociedad de Microbidlogos Espafioles, Prof. Lorenzo
Vilas. A continuacion se citan los titulos y autores de los trabajos pre-
sentados.

A) «Mecanismos de regeneracion en protoplastos de hongos», Dres. J.
R. Villanueva e Isabel Garcia-Acha.

B) «La composicién quimica del micelio del Aspergillus flavus duran-
te el proceso de autdlisis», Dres. R. Lahoz, Ramona Beltrd y Fuen-
santa Reyes.

Microbiol. Espafi., 20 (1967), 81. 1
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E)

«Primeros estudios sobre un nuevo medio diferencial especifico para
el grupo Coli-Aerobacter, basados en su metabolismo», Dr. More-
no-Lépez.

«Aumento de la sensibilidad colateral de los estafilococos a los an-
tibidticos por la accién de la antibioterapia combinada», Dra. M.
Teresa Pérez-Ureiia.

«Mutante virulento de Staphylococcus albus avirulento», Dres. B.
Regueiro y Carmen Dominguez.

«Vacuna contra la peste aviar cldsica preparada a partir de células
de embrién de pollo inctivado por la beta-propiolactona», Dres. E.
Ronda, A. Garcia-Gancedo, M.? Luisa Alonso, Pilar Vilas, Concep-
cién Ronda y Lourdes Lucas.

«Accién de diferentes pH y temperaturas sobre las caracteristicas
del virus vacunal», Dres. M.* Luisa Alonso, Carmen Gil, Lourdes
Lucas, A. Garcia-Gancedo y E. Ronda.

«Estudio genético de varias estirpes del virus vacunal», Dres. A.
Garcia-Gancedo, M.* Luisa Alonso, E. Ronda, Pilar Vilas y Car-
men Gil

«Contribucién al estudio del problema de la deteccion de los anti-
cuerpos circulantes contra los antibiéticos por los métodos inmuno-
fluorescentes», Dres. A. Portolés y Genoveva Tejerina.

«Algunos resultados de la aplicacidén de las técnicas de anticuerpos
fluorescentes a la deteccion de globulinas anti-medicamentos en pa-
cientes hipersensibles a los antibidticos», Dres. Genoveva Tejerina
y A. Portolés



EL VI CONGRESO INTERNACIONAL DE
MICROSCOPIA ELECTRONICA

Del 28 de agosto al 4 de septiembre pasados desarrollé este Con-
greso sus tareas en la ciudad de Kioto. El Dr. Miguel Rubio Huertos,
Jefe del Servicio de Microscopia Electrénica de la Division de Ciencias
(C. S. 1. C.) y Jefe de Seccion del Instituto «Jaime Ferran», de Micro-
biologia, dio cuenta personalmente de su trabajo «Aspectos ultraestruc-
turales de las infecciones viricas en las plantas». Posteriormente, hasta
el mes de noviembre, pensionado por la Fundacién «Juan Marchy, per-
manecié como profesor visitante en el Departamento de Patologia Ve-
getal de la Facultad de Agricultura, de la Universidad de Nagoya. Los
resultados de las investigaciones realizadas durante esta estancia, en co-
laboracidon con los doctores Fujisawa, Matsui y Yamaguchi, se publica-
rdn en la revista «Phytopathology».
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MODERN TRENDS IN MEDICAL VIROLOGY. 1967. Butterworth Co.
Ltd., Londres. 231 péginas.

Acaba de aparecer esta obra formando parte de un numeroso gru-
po de voliimenes («Modern Trends Series») que tratan materias de in-
terés médico.

Consta de ocho capitulos completamente independientes, habiendo
sido redactado cada uno de ellos por un prestigioso especialista en la
materia, exponiéndose en ellos el estado actual de los conocimientos
sobre el tema en cuestién de una forma condensada aunque bastante
detallada, acompafidndose por su correspondiente bibliografia.

Esta obra no es un tratado general, sino que aborda tinicamente
ciertos problemas importantes y de mucha actualidad dentro del actual
panorama de los estudios sobre virus, como son: Acidos nucleicos vi-
ricos, multiplicacién de mixovirus, quimioterapia antivirica, defensas del”
huésped durante la infeccién virica, rubeola, sarampién y su vacuna en
los paises preindustriales, la asociacidn entre la infeccién por adenovi-
rus y la enfermedad del tracto intestinal, citomegalovirus, e inmunolo-
gia de los tumores inducidos por virus.

A pesar de tener esta serie de libros una orientacién médica, esta
obra, sin perder este caricter, atiende fundamentalmente a los proble-
mas bioldgicos tanto o mds que a los aspectos practicos tales como son
etiologia, diagndstico, terapia, etc. Creemos que, tanto para los estu-
diosos en Virologia como para todas aquellas personas interesadas en
estar al corriente de los enormes y rapidos progresos que esta ciencia
esta experimentando, ha de resultar una obra muy util, siendo conve-
niente su lectura.

A, GARCIA - GANCEDO
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