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’rologo

n 1957, Roger Y. Stanier, Michael Doudoroffy Edward A. Adelberg publicaron la
ed primera edicion de su libro de microbiologia (The Microbial World) con «elsincero
proposito —segun dijeron posteriormente— de acelerar el cambio hacia la unificacion de
la microbiologia con el resto de las ciencias biolégicas, presentando aquélla en el marco
de los hechos y conceptos de la biologia general». Treinta afios mds tarde, esta obra llega
a su quinta edicion. El propdsito original del libro, la unidad de todos los procesos biolé-
gicos, desde los microorganismos hasta los animales y plantas mds recientes, ha guiado
la preparacion de esta edicion, realizada bajo la direccién del Prof. John L. Ingraham,
discipulo, colaborador y profundo amigo —segiin el progreso de los afios— del difunto
Roger Y. Stanier (1916-1982), uno de los microbiélogos mds importantes de este siglo.

Desde lapublicacion de la cuarta edicién original (1976), la microbiologia ha experi-
mentado variaciones muy importantes, tanto en lo que se refiere a la casi explosiva ex-
pansion de datos experimentales sobre la estructura, funcién y evolucion de los microor-
ganismos, como a cambios fundamentales en nuestra percepcién de las relaciones entre
el mundo microbiano y el resto de la biosfera. Por lo tanto, la mayor parte de la quinta
edicion ha sido escrita de nuevo, y se le han afiadido gran niimero de nuevas ilustraciones
y tablas. Los capitulos dedicados a la genética molecular han sido profundamente
ampliados y renovados, dedicando una especial atencién a las nuevas técnicas del DNA
recombinante, o ingenieria genética. Los que tratan de los grupos microbianos mds
importantes (especialmente la taxonomia bacteriana) han sido escritos de nuevo; en ese
aspecto, doce capitulos reemplazan a los ocho de la cuarta edicién. Entre los nuevos capi-
tulos, hay uno dedicado exclusivamente a las arqueobacterias. Finalmente, y como
reflejo de los avances fundamentales hechos en el campo de los microbios patégenos, esa
seccion también ha sido ampliada, y consta de cuatro capitulos en vez de los dos de la
cuarta edicion.

La presente versién espafiola ha sido actualizada con respecto a la original en diver-
sos temas, especialmente los referentes a la genética y fisiologia bacterianas, incluyendo
las aportaciones desarrolladas en los iltimos afios. Ast mismo, se han incorporado las
ultimas modificaciones taxonémicas introducidas en la bacteriologia. Se han cambiado
o afiadido algunas ilustraciones y tablas, y se han puesto al dia la nomenclatura quimica
y bioldgica y las referencias bibliogrdficas, haciendo constar las traducciones existentes
de las obras citadas en la versién original.

Por todo ello, esta obra, en su quinta edicion, sigue siendo el libro de texto de micro-
biologia general mads conocido en todo el mundo y el que tiene mayor influencic en las
universidades y centros de investigacion de muy diversos paises.
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Capz’tulo 1

a microbiologia estudia los organismos que son demasiado pequefios para ser clara-
4 mente percibidos a simple vista, y que se denominan microorganismos. Siun objeto
tiene un diametro inferior a 0,1 mm, el ojo no puede percibirlo en absoluto, e incluso en un

objeto de 1 mm de diametro pueden apreciarse muy pocos detalles. Por lo tanto, hablando

en términos generales, los organismos que tienen un diametro de 1 mm o inferior son micro-
organismos y caen dentro del amplio dominio de la microbiologia. Los microorganismos tie-
nen una extensa distribucion taxonomica; incluyen algunos animales, protozoos,* muchas
algas y hongos, bacterias y virus. La existencia de este mundo microbiano se desconocia
hasta la invencion de los microscopios, instrumentos 6pticos que sirven para ampliar obje-
tos que son tan pequefios que no pueden verse claramente por el ojo humano sin ayuda. Los
microscopios, inventados a principios del siglo XVII, abrieron el reino biologico de lo
muy pequefio a la exploracion cientifica sistematica.
Los microscopios primitivos eran de dos clases. Los primeros eran microscopios sim-
Dples, conuna sola lente de distancia focal muy pequefay, en consecuencia, capaces de gran
aumento; tales instrumentos no se diferenciaban en su fundamento 6ptico de las lupas or-
dinarias, capaces de aumentar una imagen varias veces y que se conocen desde la antigiie-
dad. Los segundos eran microscopios compuestos conun sistema de dos lentes, un oculary
un objetivo. El microscopio compuesto tiene un mayor poder intrinseco de aumento y lleg6
adesplazar por completo al instrumento simple; todos nuestros microscopios contempora-
neos son del tipo compuesto. Sin embargo, casi todos los grandes descubrimientos micros-
copicos originales fueron hechos con microscopios simples.

* Alolargo de esta obra se mantiene el término clasico de «protozoos», a pesar de loinapropiado de su etimologia, que signifi-
ca «primeros animales», cosa que no son. Eltérmino mas general de «protistas» comprenderia los distintos grupos de microor-
ganismos eucarioticos, incluyendo o exceptuando los hongos segun los autores (véase el capitulo 3). De acuerdo con ello, en
este libro los protozoos deben entenderse como un conjunto de protistas no fotosintéticos, generalmente méviles y unicelula-

1l'es, qu)xe comprende grupos como los mastigoforos, rizépodos, «esporozoos» y ciliados (véase el capitulo 26). (N. de
os T.



EL DESCUBRIMIENTO DEL MUNDO
DE LOS MICROBIOS

Eldescubridor del mundo microbiano fue un comercian-
te holandés. Antony van Leeuwenhoek (figura1.1). Sus
actividades cientificas estaban encajadas dentro de una
vida llena de negocios y de obligaciones civicas. En esto,
no fue la excepcion de su época: muchos de los grandes
descubrimientos de este periodo, en todos los campos de
la ciencia, fueron realizados por aficionados que se gana-
ban la vida de otra manera, o que no tenian necesidad de
trabajar para vivir, por sus riquezas personales. Sin em-
bargo, Leeuwenhoek se diferenciaba de sus contempora-

FIGURA 1.1

Antony van Leeuwenhoek
(1632-1723). En este retrato
esta sujetando uno de sus mi-
croscopios. Cortesia del Rijks-
museum de Amsterdam.

neos cientificos en un aspecto: tenia muy poca forma-
cion basica y nunca asistio a la universidad. Probable-
mente esto no fue un inconveniente, desde el punto de
vista cientifico, ya que la formacion cientifica que se
podia adquirir en aquella época hubiera proporcionado
poca base al trabajo de su vida. Las dificultades mas se-
rias surgieron en el momento en que traté de comunicar
sus descubrimientos, ya que no tenia relaciones con el
mundo de la gente instruida y ademas no sabia mas
idioma que el holandés. Sin embargo, gracias a una serie
de circunstancias afortunadas, su trabajo lleg6 a ser am-
pliamente conocido durante su propia vida, y su impor-
tancia fue reconocida de inmediato. En la época en que
Leeuwenhoek comenzo sus observaciones, se habia fun-
dado en Inglaterra la «Royal Society» para la comu-
nicacion y publicacion de trabajos cientificos. La So-
ciedad invit6 a Leeuwenhoek a que comunicase sus ob-
servaciones a sus miembros y pocos afios mas tarde
(1680) lo nombro miembro. Durante casi 50 afios, hasta
su muerte en 1723, Leeuwenhoek transmitio sus descu-
brimientos a la «Royal Society», en forma de una larga
serie de cartas escritas en holandés. Muchas de estas
cartas fueron traducidas y publicadas en inglés en
los Proceedings of the Royal Society, con lo cual fueron
rapida y ampliamente difundidas.

Los comienzos de la microbiologia

Los microscopios de Leeuwenhoek (figura 1.2) te-
nian poco parecido con los microscopios que hoy nos son
familiares. La lente, casi esférica (a), estaba montada en-'
tre dos pequeiias placas metalicas. La muestra se coloca-
ba en la punta de un alfiler romo (b), unido a la placa
posterior, y se enfocaba manipulando dos tornillos (c) y
(d) que variaban la posicion del alfiler con' respecto-a la
lente. Durante esta operacion, el observador mantenia el
instrumento con su otra cara muy proxima al ojo, y mira-
ba al soslayo a través de la lente. No era posible cambiar
el aumento al ser el poder amplificador del microsco-
pio una propiedad intrinseca de su lente. A pesar de la
sencillez de su construccion, los microscopios de
Leeuwenhoek eran capaces de proporcionar imagenes
claras con aumentos que oscilaban, dependiendo de la
distancia focal de la lente, desde unas 50 hasta cerca de
300 veces. La mayor amplificacion que podia obtener
era, en consecueéncia, algo menor que un tercio de la que
puede obtenerse con un moderno microscopio dptico.
Leeuwenhoek construy¢ casi trescientos de ellos, de los
cuales nos quedan todavia unos cuantos.

Ellugar que Leeuwenhoek ocupa en la historia de la
ciencia no depende s6lo de su habilidad como construc-
tor de microscopios, aunque esto fuera esencial, sino de
la extraordinaria extension y agudeza de sus observacio-
nes microscépicas. Estaba dotado de un grado de curio-
sidad poco frecuente y estudiaba cualquier objeto que
pudiera ser examinado a través del microscopio. Hizo
magnificas observaciones acerca de la estructura micros-

FIGURA 1:2

Dibujo que muestra la construccién de uno de los microscopios,
de Leeuwenhoek: (a) lente, (b) alfiler de montaje, (c) y (d) torni-
llosde enfoque.Dela obra Antony van'Leeuwenhoek and His Little
Animals, de C. E. Dobell (New York: Rusell and Rusell, Inc.,
1932).
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Los comienzos de la microbiologia

copica de semillas y embriones de plantas y sobre pe-
queiios invertebrados. Descubri6 la existencia de los es-
permatozoides y de los globulos rojos de la sangre, sien-
do, porlotanto, el fundador de la histologia animal. Al des-
cubrir y describir la circulacion por los capilares, com-
pleto el trabajo sobre la circulacion de la sangre, inicia-
do por Harvey medio siglo antes. Seria muy facil Ilenar
una pagina solo con la lista de sus descubrimientos mas
importantes sobre la estructura de plantas y animales.
Sin embargo, su mayor gloria radica en el descubrimien-
to del mundo microbiano; el mundo de los-«animalcu-
los» o animales diminutos, como lo denominaron él y
sus contemporaneos. De este modo se aportd a la biolo-
gia una nueva dimension. Todas las clases principales de
microorganismos unicelulares que hoy conocemos —pro-
tozoos, algas, levaduras y bacterias— fueron descritas
por vez primera por Leeuwenhoek, y con frecuencia con
tanta precision que, basandose en sus descripciones, es
posible identificar especies concretas. Ademas de en la
diversidad de este mundo microbiano, Leeuwenhoek
hizo hincapié en su increible abundancia. Asi, por ejem-
plo, en una de sus cartas que describe por primera vez
las bacterias caracteristicas de la boca humana,
decia:

He tenido en casa varias sefioras muy interesadas
en ver las pequernias anguilulas del vinagre, pero a
algunas de ellas les gusto tan poco el espectdculo
que prometieron no volver a utilizar vinagre. Sin
embargo, ¢ qué pasaria si se le dijera a esta gente en
el futuro, que en la capa que recubre los dientes de la
boca de un hombre hay mds animales vivos que per-
sonas en todo un reino?

Aunque los contemporaneos de Leeuwenhoek se ma-
ravillaron ante sus descubrimientos cientificos, la explo-
racion microscopica del mundo microbiano, que él habia
iniciado tan brillantemente, no se extendié de manera
apreciable hasta un siglo después de su muerte. Las prin-
cipales razones de este largo retraso parecen haber sido
de orden técnico. Los microscopios simples de elevado
poder amplificador son a la vez dificiles y cansados de
utilizar, y la fabricacion de lentes muy pequenas consti-
tuye una operacioén que requiere gran habilidad. En con-
secuencia, la mayoria de los contemporaneos de Leeu-
wenhoek y sus sucesores inmediatos utilizaron micros-
copios compuestos. A pesar de la superioridad intrinse-
ca de los microscopios compuestos, aquéllos de los que
se disponia en los siglos XVII y XVIII adolecian de graves
defectos opticos, que los convertian en instrumentos
de trabajo menos efectivos que los microscopios sim-
ples de Leeuwenhoek. Por ello, Robert Hooke, contem-
poraneo inglés de Leeuwenhoek, que era un observador
muy habil y cuidadoso, no logrd repetir con su propio mi-
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croscopio compuesto muchas de las observaciones mas
detalladas descritas por Leeuwenhoek.

Los principales perfeccionamientos opticos que ha-
bian de conducir a microscopios compuestos de la cali-
dad que hoy disfrutamos comenzaron hacia 1820 y con-
tinuaron durante los cincuenta afios siguientes. Estas
mejoras permitieron reanudar la exploracion del mundo
microbiano y dieron como resultado, a finales del siglo
XIX, un detallado conocimiento de los grupos que lo
constituyen. Durante este tiempo, sin embargo, la cien-
cia microbiologica se habia ido desarrollando por otros
caminos ge condujeron al descubrimiento del papel que
desempeiian los microorganismos en las transformacio-
nes de la materia y causalidad de enfermedades.

LA CONTROVERSIA ACERCA
DE LA GENERACION ESPONTANEA

Después que Leeuwenhoek hubo revelado el enorme
nimero de criaturas microscopicas presentes en la natu-
raleza, los cientificos comenzaron a preguntarse cual
seria su origen. Desde el principio hubo dos puntos de
vista. Algunos creian que los animalculos se formaban
de manera espontanea a partir de materiales sin vida,
mientras que otros (incluido Leeuwenhoek) opinaban
que surgian de «semillas» o «gérmenes» de estos ani-
malculos que estaban siempre presentes en el aire. La
creencia en la formacion espontianea de seres vivos
a partir de materia sin vida se conoce como doctrina
de la generacion espontdanea o abiogénesis y ha tenido
una larga existencia. En los tiempos antiguos se conside-
raba evidente que muchas plantas y animales pudiesen
generarse espontaneamente bajo condiciones especia-
les. La doctrina de la generacion espontanea fue acep-
tada sin objeciones hasta la época del Renacimiento.
A medida que se iban acumulando conocimientos
acerca de los organismos vivos fue haciéndose patente,
de manera gradual, que no hay generacion espontaneade
animales y plantas. Un paso decisivo para que se aban-
donase esta doctrina aplicada a los animales fue resulta-
do de los experimentos realizados hacia 1665 por el mé-
dico italiano Francesco Redi. Demostré que los «gusa-
nos» que se desarrollan en la carne en putrefaccioén son
los estados larvarios de moscas y que nunca aparecen
si se protege la carne colocandola dentro de una va-
sija cerrada con una fina gasa que impida que las mos-
cas depositen sus huevos en ella. Mediante estos ex-
perimentos, Redi acabo con el mito de que los «gusanos»
se desarrollaban espotaneamente a partir de lacarne. En
consecuencia, en la época en que Leeuwenhoek descu-
brio el mundo de los microbios, la doctrina de la genera-
cion espontanea se hallaba ya enormemente debilitada
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por los estudios sobre el desarrollo de los animales y
las plantas. Por razones técnicas, resulta mucho mas
dificil demostrar que los microorganismos no se ge-
neran espontaneamente y por ello, a medida que fue
pasando el tiempo, los defensores de la doctrina fun-
daron cada vez mas sus afirmaciones en la misteriosa
aparicion de estas formas, las mas sencillas de lavida, en
las infusiones organicas. Los que no creian en la genera-
cién espontanea de los microorganismos estaban en la
postura, siempre dificil, de tener que demostrar un as-
pecto negativo; de hecho, hasta mediados del siglo X1X
no se acumulé la suficiente evidencia negativa que lleva-
se al abandono generalizado de esta doctrina.

Uno de los primeros que aportaron pruebas acerca de
que los microorganismos no surgen espontaneamente en
las infusiones organicas fue el naturalista italiano Lazza-
ro Spallanzani, quien realizo una larga serie de experi-
mentos sobre este problema a mediados del siglo XVIII.
Demostro repetidamente que el calentamiento puede evi-
tar la aparicion de animalculos en las infusiones, aunque
la duracion del calentamiento necesario para este fin es
variable. Spallanzani llegd a la conclusion de que estos
animalculos pueden ser llevados hasta las infusiones por
el aire y que ésta es la explicacion de su supuesta genera-
ci6n espontanea en las infusiones que habian sido calen-
tada. Los primeros investigadores habian tapado sus ma-
traces con corchos, pero Spallanzani, que no estaba con-
vencido de que los tapones impidieran la entrada de aire,
recurri6 al cierre hermético. Observo que en las infusio-
nes que después de cerradas herméticamente llevaban
muchotiempo estériles, si se produciauna pequena grie-
ta en el recipiente aparecian animalculos. Su conclusion
final fue que, para hacer una infusion permanentemente
estéril, debe estar herméticamente cerrada y hervida.
Los animalculos no pueden aparecer jamas a no ser que,
de alguna manera, entre aire nuevo en el matraz y se
ponga en contacto con la infusion.

Los maravillosos experimentos de Spallanzani mos-
traron claramente todas las dificultades de un trabajo de
este tipo. Sin embargo, continuaron haciéndose experi-
mentos defectuosos y los resultados siguieron presentan-
dose como prueba de que tenia lugar la generacion es-
pontanea. Mientras tanto, se habia hecho una intere-
sante aplicacion prdctica de los descubrimientos de Spa-
llanzani. Como sus experimentos habian demostrado
que ni siquiera las infusiones mas alterables de vegeta-
les y animales sufrian de animalculos, parecia probable
que estos cambios quimicos estuviesen, de alguna mane-
ra relacionados con el desarrollo de microbios. A prin-
cipios del siglo XIX, Frangois Appert encontr6é que se
pueden conservar alimentos encerrandolos en recipien-
ter herméticos y calentando estos recipientes. De esta
manera logro conservar indefinidamente alimentos muy
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perecederos y la «appertizacion», como se llamé a este
original proceso conservero, se difundié extensamente
para la conservacion practica de alimentos, mucho antes
de que la cuestion cientifica hubiese quedado definitiva-
mente zanjada.

A finales del siglo Xvi1I los trabajos de Priestley, Ca-
vendish y Lavoisier establecieronlas bases dela quimica
de los gases. Uno de los primeros gases descubiertos fue
el oxigeno, que en seguida se vio que era esencial para la
vida de los animales. A laluz de estos conocimientos, pa-
recia posible que el cierre hermético recomendado por
Spallanzani y practicado por Appert era eficaz para evi-
tar la aparicion de microbios y la descomposicion de la
materia organica no porque excluyera el aire portador de
gérmenes, sino porque eliminaba el oxigeno requerido
tanto par el desarrollo microbiano como para la inicia-
cion de la fermentacion o de la putrefaccion. Consecuen-
temente, la influencia del oxigeno en estos procesos fue un
tema de mucha discusion a principios del siglo X1x. Fi-
nalmente, se demostro que ni el crecimiento ni la des-
composicion tienen lugar en una infusion que haya sido
convenientemente calentada, aun cuando se la exponga
al aire, con tal de que el aire que penetre en la infusion
haya sido previamente tratado de manera adecuada para
eliminar todos los gérmenes que contenga.

Experimentos de Pasteur

Hacia 1860, varios cientificos habian empezado a darse
cuenta de que existe una relacion causal entre el desa-
rrollo de microorganismos en infusiones organicas y los
cambios quimicos que tienen lugar en estas infusiones;
los microorganismos son los agentes que originan
estos cambios quimicos. El gran pionero en estos estu-
dios fue Louis Pasteur (figura 1.3). Sin embargo, la acep-
tacion de esta idea estaba condicionada a la demostra-
cion de que la generacion espontanea no existe. Estimula-

FIGURA 1.3

Louis Pasteur (1822-1895). Cor-
tesia del Instituto Pasteur de
Paris.
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FIGURA 1.4

Matraz con cuello de cisne usado por Pasteur durante sus estu-
dios sobre la generacion espontanea. La construccion del cuello
permitia el libre acceso del aire al contenido del matraz, pero im-
pedia la entrada de los microorganismos presentes en el aire.

do por las continuas pretensiones de los partidarios de la
doctrina de la generacién espontanea. Pasteur presto al
fin su atencion a este problema. Su trabajo sobre este
tema fue publicado en 1861 como Memoria sobre los
cuerpos organizados que existen en la atmoésfera.

Pasteur demostraba, en primer lugar, que el aire con-
tiene «cuerpos organizados» visibles con ayuda del mi-
croscopio. Aspiraba grandes cantidades de aire a través
de un tubo con un tapén de algodon pdlvora, que servia
de filtro. Quitaba luego el algodon polvora y lo disolvia
en una mezcla de alcohol y éter, y el sedimento lo obser-
vaba microscopicamente. Ademas de materia inorgani-
ca, contenia un nimero considerable de pequefios cuer-
pos redondos u ovalados, que no se distinguian de los
microorganismos. Pasteur confirmé luego el hecho de
que se puede aiadir aire calentado a una infusion hervi-
da sin dar lugar al desarrollo microbiano. Habiendo es-
tablecido este punto, demostré que, en un sistema ce-
rrado, la adicion de un trozo de algodén pdlvora car-
gado de gérmenes a una infusion estéril provocaba in-
variablemente el desarrollo microbiano. Estos experi-
mentos mostraron a Pasteur como pueden entrar los gér-
menes en las infusiones y le llevaron a lo que tal vez cons-
tituyo su experimento mas elegante sobre este tema. Fue
la demostracion de que las infusiones pueden permane-
cer indefinidamente estériles, en matraces abiertos, siem-
pre que el cuello del matraz se estire y se curve de forma
que los gérmenes del aire no puedan ascender por él. Los
matraces de Pasteur con cuello de cisne pueden verse en
la figura 1.4. Si se rompia el cuello de tales matraces, la
infusion se poblaba rapidamente de microbios. Lo mis-
mo ocurria si el liquido estéril del matraz se vertia en la
porcion expuesta del cuello curvado y luego se devolvia
al matraz.

Pasteur completé su estudio con la determinacion
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semicuantitativa de la distribucion de los microorganis-
mos en el aire y la demostraciéon de que estos organis-
mos vivos no estan, en absoluto, distribuidos uniforme-
mente por la atmosfera.

Experimentos de Tyndall

Los ultimos defensores de la generacion espontanea
mantuvieron una obstinada accion de retaguardia duran-
te algunos anos. El fisico inglés John Tyndall, un entu-
siasta partidario de Pasteur, realizo una serie de experi-
mentos encaminados a refutar las ideas de aquéllos; en
el curso de los mismos establecié un hecho importante
que Pasteur habia pasado por alto, y que en parte expli-
caba los conflictivos asertos de los defensores de 1a gene-
racion espontanea.

En una larga serie de experimentos con infusiones
preparadas con carne y verduras frescas, Tyndall logro
una esterilizacion satisfactoria colocando tubos conte-
niendo estas infusiones, durante 5 minutos, en un bafio
de salmuera en ebulliciéon. Sin embargo, cuando llevo a
cabo experimentos semejantes con infusiones prepara-
das con heno seco, este sistema de esterilizacion resulto
completamente inadecuado. Aun peor, cuando luego in-
tentd repetir sus primeros experimentos con otros ti-
pos de infusiones, vid que ya no era posible esterili-
zarlas por inmersion en salmuera hirviendo, aun tenién-
dolas alli durante periodos de hasta una hora. Después
de hacer muchos experimentos, Tynall se dio cuenta al
fin de lo que sucedia.

El heno seco contenia esporas de bacterias, que eran
mucho mas resistentes al calor que cualquiera de los mi-
crobios con los que habia estado tratando anteriormente,
y, como resultado de la presencia del heno en su labora-
torio, el aire habia quedado profusamente infectado con
esas esporas. Una vez que hubo aclarado este punto, pro-
cedio a probar los limites de resistencia al calor de las es-
poras de las bacterias del heno y encontré que, incluso
después de hervir las infusiones durante cinco horas y
media, no habia certeza de que quedasen estériles. De
estos resultados llegd a la conclusion de que las bacte-
rias tienen fases, una relativamente termolabil (que se
destruye por ebullicion durante cinco minutos) y una ter-
morresistente hasta extremos increibles. Estas conclu-
siones fueron confirmadas casi inmediatamente por un
botanico aleman, Ferdinand Cohn, quien demostro que
las bacterias del heno pueden producir formas de reposo
(endosporas) visibles al microscopio, que son altamente
resistentes al calor.

Entonces Tyndall procedi6 a desarrollar un método
de esterilizacién por calentamiento discontinuo, llamado
mas tarde tindalizacion, que podia ser utilizado para
matar fodas las bacterias presentes en las infusiones.
Puesto que las bacterias en crecimiento son faciimente



6

destruidas mediante un breve calentamiento hasta ebu-
llicién, todo lo que se precisa es dejar la infusion en re-
poso durante un cierto tiempo, antes de aplicar el calor,
con el fin de permitir la germinacion de las esporas, con
la consiguiente pérdida de su resistencia al calor. Se pue-
de utilizar entonces un corto periodo de ebullicin
y repetirlo varias veces, si es preciso, a distintos inter-
valos de tiempo hasta conseguir que todas las esporas es-
tén germinadas. Tyndall encontré que el calentamiento
discontinuo, hirviendo durante un minuto cinco veces
consecutivas, dejaba estéril una infusion, mientras que
un calentamiento continuo, a ebullicién durante una hora,
no lo lograba. El reconocimiento de la tremenda resisten-
cia al calor de las esporas bacterianas fue esencial para el
desarrollo de procedimientos adecuados de esterilizacion.

Se ha afirmado que los trabajos de Pasteur y Tyndall
«refutaban» la posibilidad de la generacion espontanea y
sus resultados experimentales se han utilizado en apoyo
del argumento de que la generacion espontanea nunca ha
ocurrido. Esta es una injustificable extension de sus descu-
brimientos. La conclusion que se puede sacar sin riesgo es
mucho mas limitada, esto es, que en la actualidad los
microorganismos no surgen por generacion espontanea en
infusiones organicas adecuadamente esterilizadas. Es pro-
bable que el origen primario de la vida sobre la Tierra com-
prendiera un tipo de generacion espontanea aunque fuese
mucho mas gradual y complicada que la propuesta por los
defensores de la doctrina durante los siglos XVl y XIX.

DESCUBRIMIENTOS DE LA FUNCION
DE LOS MICROORGANISMOS

EN LAS TRANSFORMACIONES

DE LA MATERIA ORGANICA

Mientras dur¢ lalarga controversia sobre la generacion es-
pontanea, se observo con frecuencia una correlacion en-
tre el crecimiento de los microorganismos en las infusio-
nes organicas y la aparicion de cambios quimicos en tales
infusiones. Estos cambios quimicos fueron designados con
los nombres de «fermentacion» y «putrefaccion». La pu-
trefaccion, proceso de descomposicion que tiene como re-
sultado la formacion de productos de mal olor, tiene lugar
de forma caracteristica en la carne y es una cansecuencia
de la degradacion de las proteinas, que son los principales
constituyentes organicos de estos productos naturales. La
fermentacion, proceso que da como resultado la forma-
cion de alcoholes o acidos organicos, tiene lugar de mane-
ra caracteristica en los materiales vegetales, como conse-
cuencia de la degradacion de los carbohidratos, que son
los compuestos organicos predominantes en los tejidos
vegetales.
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La fermentacidén como proceso bioldgico

En 1837, tres personas, C. Cagniard-Latour, Th. Schwann
y F. Kiitzing, consideraron independientemente que la le-
vadura que aparece durante la fermentacion alcohodlica era
una planta microscopica y que la conversion de los azica-
res en alcohol etilico y dioxido de carbono, caracteristicos
de la fementacioén alcoholica, era una funcion fisiologica
de la célula de levadura. Esta teoria fue duramente ataca-
da por quimicos tan de vanguardia en aquella época como
J. J. Berzelius, J. Liebig y F. Wholer, quienes mantenian
el punto de vista de que la fermentacién y la putrefaccion
eran procesos puramente quimicos. La ciencia quimica ha-
bia hecho grandes progresos durante las primeras déca-
das del siglo XIX y en 1828 se habia abierto el amplio
campo de la quimica organica sintética con la primera sin-
tesis de un compuesto organico, la urea, a partir de mate-
riales inorganicos. Con la demostracion de que los com-
puestos organicos conocidos hasta aquella época exclusi-
vamente como productos de la actividad viviente podian
ser fabricados en el laboratorio, los quimicos pensaron,
con propiedad, que gran cantidad de fenomenos naturales
podrian ser, desde entonces, analizados bajo un punto de
vista fisicoquimico. La conversion de los azicares en al-
cohol y di6xido de carbono parecia ser un proceso quimi-
co relativamente sencillo. De acuerdo con ello, los qui-
micos no acogieron con benevolencia el intento de inter-
pretar este proceso como resultado de la actividad de un
organismo vivo.

Bastante irénicamente, fue Pasteur, él mismo quimico
de formacion, quien mas tarde llegd a convencer al mundo
cientifico de que todos-los procesos fermentativos son
resultado de la actividad microbiana. Eltrabajo de Pas-
teur sobre la fermentacion se extendio, con pequeiias inte-
rrupciones, desde 1857 a 1876. Este trabajo tuvo un ori-
gen practico. Los destiladores de Lille, en donde la fabri-
cacion de alcohol a partir de 1a remolacha constituia una
importante industria local, habian tropezado con dificulta-
des y acudieron a Pasteur en busca de ayuda. Pasteur en-
contr6 que sus fallos se debian al hecho de que la fer-
mentacion alcoholica habia sido reemplazada, en parte,
por otra clase de proceso fermentativo, que daba como
resultado la conversion del aziicar en 4cido lactico. Cuan-
do examino microscopicamente el contenido de las vasijas
de fermentacion en las que se estaba formando acido lac-
tico, encontr6 que las células de levadura caracteristicas
de la fermentacion alcoholica habian sido reemplazadas
por unos bacilos y esferas mucho mas pequeiios. Siuna pe-
quena parte de este material se colocaba en una disolu-
cion de azucar con algo de cal, tenia lugar una vigorosa
fermentacion lactica y se iba formando un depésito grisa-
ceo, en el cual, al ser observado al microscopio, se veia
que estaba constituido también por pequefios organis-
mos con forma esférica y bacilar. Sucesivas transferen-
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cias de pequeiias cantidades de este material a matraces
con el mismo medio fresco daban siempre como resultado
la produccion de una fermentacion lactica y un aumento
de los corpusculos formados. Pasteur arguyo que el agen-
te activo, o nueva «levadura», era un microorganismo que
durante su desarrollo convertia especificamente el azu-
car en acido lactico.*

Utilizando métodos semejantes, Pasteur estudié, du-
rante los 20 afios siguientes, un nimero considerable de
procesos fermentativos. Logro demostrar que la fermenta-
cion iba invariablemente acompanada del desarrollo de
microorganismos. Ademas, demostro que cada tipo qui-
mico de fermentacién en particular, definido en funcion
de sus principales productos organicos finales (por ejem-
plo la fermentacion lactica, alcohélica o butirica), va
acompaifiado del desarrollo de un tipo especifico de mi-
croorganismo. Muchos de estos tipos microbianos espe-
cificos podian ser reconocidos y diferenciados micros-
copicamente por su tamafio y forma caracteristicos. Ade-
mas podian distinguirse por las condiciones ambientales
especificas que favorecian su desarrollo. Para citar un
ejemplo de tal especificidad fisiologica, Pasteur observo
muy pronto que mientras que el agente de fermentacion
alcoholica puede desarrollarse en un medio acido, los
agentes de la fermentacion lactica crecen mejor en un
medio neutro. Esta fue la razén que le llevé a anadir car-
bonato calcico al medio de cultivo para los organismos
lacticos; esta sustancia hace de agente neutralizante y
evita la acidificacion demasiado fuerte del medio, que de
otra forma tendria lugar como consecuencia de la forma-
cion de acido lactico.

Descubrimiento de la vida anaerdbica

Durante sus estudios sobre la fermentacion butirica, Pas-
teur descubrio otro fenomeno biologico fundamental: la
existencia de formas de vida que solamente pueden vi-
vir en ausencia de oxigeno molecular. Mientras exami-
naba al microscopio fluidos que estaban sufriendo una
fermentacion butirica, Pasteur observo que las bacte-
rias que estaban en el borde de una gota aplastada, en
estrecho contacto con el aire, quedaban inmoviles, mien-
tras que las que estaban en el centro de la gota continua-
ban moviles. Esta observacion sugeria que el aire tenia
un efecto inhibidor sobre los microorganismos en cues-
tién, inferencia que Pasteur rapidamente confirmé mos-
trando que el paso de una corriente de aire a través del
fluido en fermentacién podia retrasar, y a veces detener

* Los agentes de la fermentacion del acido lactico, son, de hecho, bacterias, pero
en laépocade Pasteur todavia no se habian distinguido con claridad los diferentes
grupos taxonomicos de microorganismos.
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por completo, la fermentacion butirica. Pasteur conclu-
y6 pues, que algunos microorganismos pueden vivir so-
lamente en ausencia de oxigeno, gas previamente consi-
derado como esencial para el mantenimiento de toda
vida. Introdujo los términos aerébica y anaerdbica para
designar, respectivamente, la vida en presencia y en au-
sencia de oxigeno.

Importancia fisiolégica de la fermentacién

El descubrimiento de la naturaleza anaerobica de la fer-
mentacion butirica proporcioné a Pasteur una clave im-
portante para la comprension del papel que desempefian
las fermentaciones en la vida de los microorganismos
que las realizan. El oxigeno molecular o libre es esencial
para la mayoria de los organismos como agente para la
oxidacion de los compuestos organicos a diéxido de car-
bono. Tales oxidaciones bioldgicas ligadas al oxigeno,
conocidas colectivamente como respiraciones aerébi-
cas, proporcionan la energia requerida para la subsisten-
cia y el crecimiento.

Pasteur fue el primero en darse cuenta de que la de-
gradacion de los compuestos organicos en ausencia de
oxigeno puede también ser,utilizada por algunos organis-
mos como medio para obtener energia; tal como él dijo,
la fermentacion es vida en ausencia de aire. Algunos
microorganismos anaerobicos estrictos, tales como las
bacterias del acido butirico, dependen de los me-
canismos fermentativos para obtener energia. Otros mu-
chos organismos, incluyendo ciertas levaduras, son anae-
robios facultativos y tienen a su disposicion dos me-
canismos alternativos que les proporcionan energia. En
presencia de oxigeno utilizan la respiracion aerdbica,
pero pueden emplear la fermentacion si no hay oxigeno
libre en su medio ambiente. Esto fue maravillosamente
explicado por Pasteur, quien mostré que el azucar es
convertido en alcohol y dioxido de carbono por la leva-
dura en ausencia de aire, pero que en presencia de él se
forma muy poco o nada de alcohol, siendo el dioxido de
carbono el principal producto final de esta reaccion
aerobica.

La cuantia del crecimiento que puede tener lugar a
expensas de un compuesto organico esta determinada,
en primer lugar, por la cantidad de energia que puede ser
obtenida en la degradacion de tal compuesto. La fermen-
tacion es un proceso menos eficaz que la respiracion
aerobica en cuanto a suministro energético, ya que parte
de la energia presente en la sustancia descompuesta esta
todavia presente en los productos organicos finales (por
ejemplo, el alcohol o el acido lactico) formados de mane-
ra caracteristica en los procesos fermentativos. Tal como
Pasteur fue el primero en indicar, 1a degradacion de un
determinado peso de azicar da como resultado un creci-
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miento de la levadura sustancialmente mas pequefio en
condiciones anaerobicas que en condiciones aerébicas,
demostrando asi la relativa ineficacia de la fermenta-
cién como fuente de energia.

El trabajo de Pasteur mostr6 que las fermentaciones
son «procesos vitales», que desempefian una funcion
de importancia fisiologica fundamental para la vida de
muchas células. El desarrollo posterior de los conoci-
mientos acerca de la naturaleza de la fermentacion sur-
gi6 como resultado de una observacién accidental hecha
por H. Buchner en 1897. Al intentar conservar un ex-
tracto de levadura, preparado moliendo células de leva-
dura con arena, Buchner afiadié una gran cantidad de
azucar y quedé sorprendido al observar un desprendi-
miento de dioxido de carbono acompafiado de formacién
de alcohol. Se habia descubierto asi una preparacion
enzimatica soluble, capaz de llevar a cabo la fermenta-
cion alcoholica. El descubrimiento de Buchner inicio el
desarrollo de la moderna bioquimica: el analisis detalla-
do del mecanismo de la fermentacion alcohélica libre de
células sirvi6 para demostrar que este complejo proceso
metabdlico puede ser interpretado como resultado de
una sucesion de reacciones quimicamente inteligibles,
cada una de ellas catalizada por un enzima especifico.
Hoy dia la creencia de que incluso los mas complejos
procesos fisiologicos pueden ser comprendidos de igual
forma, en términos fisicoquimicos, esta totalmente acep-
tada por todos los bidlogos. En este sentido, 1a intuicion
de los quimicos del siglo XIX, que lucharon contra la teo-
ria biologica de la fermentacion, ha resultado ser co-
rrecta.

DESCUBRIMIENTO DE LA FUNCION
DE LOS MICROORGANISMOS
COMO CAUSANTES

DE ENFERMEDADES

Mientras realizaba sus estudios sobre la fermentacion,
Pasteur, que estaba siempre pendiente de las aplica-
ciones practicas de su trabajo cientifico, prest6 conside-
rable atencion a las alteraciones de la cerveza y del vino
que ¢l habia demostrado que estaban producidas por el
crecimiento de microorganismos indeseables. Pasteur
utilizé un término peculiar y significativo para describir
estos procesos de alteracion inducidos por microbios; los
llamo «enfermedades» del vino y de la cerveza. De he-
cho, Pasteur estaba ya considerando la posibilidad de
que los microorganismos pudiesen actuar como agentes
de las enfermedades infecciosas en los animales y plan-
tas. Existia ya un conjunto de pruebas en apoyo de esta
hipétesis. En 1813 se habia demostrado que ciertos hon-
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gos especificos podian causar enfermedad en el trigo y
el centeno y en 1845 M. J. Berkeley habia demostrado
que la plaga de la patata en Irlanda, una catastrofe na-
tural que influyo6 profundamente en la historia irlandesa,
estaba causada por un hongo. La primera vez que se
admitié que un hongo podia estar asociado especifica-
mente a una enfermedad de los animales fue en 1836,
gracias a los trabajos de A. Bassi, en Italia, sobre una en-
fermedad fungica de los gusanos de seda. Pocos afios
mas tarde, J. L. Schonlein demostro que ciertas enferme-
dades de la piel humana estaban causadas por infeccio-
nes fingicas. A pesar de estas indicaciones, eran muy
pocos los médicos que estaban dispuestos a admitir la
idea de que las principales enfermedades infecciosas del
hombre podian estar causadas por microorganismos, y
todavia eran menos los que creian que organismos tan
pequeiios y aparentemente tan sencillos como las bacte-
rias, pudiesen actuar como agentes productores de enfer-
medades.

Antisepsia quirldrgica

Laintroduccion de la anestesia, hacia 1840, habia hecho
posible el rapido desarrollo de los métodos quirurgicos.
Larapidez ya no era el problema de mayorimportanciay
al cirujano le era posible realizar operaciones de una
duracion y complejidad que anteriormente ni se hubiera
podido pensar. Sin embargo, con el perfeccionamiento
de la técnica quirurgica, un problema que siempre habia
existido se hizo cada vez mas serio: lasepsia quirirgica, es
decir, las infecciones que seguian a la intervencién qui-
rurgica y que con frecuencia causaban la muerte del pa-
ciente. Los estudios de Pasteur sobre el problema de la
generacion espontdnea habian demostrado la presencia
de microorganismos en el aire, e indicado al mismo tiem-
po diversos caminos por los cuales podia evitarse el ac-
ceso y el desarrollo de los mismos en las infusiones orga-
nicas. Unjoven cirujano britdnico, Joseph Lister, que es-
taba profundamente impresionado por el trabajo de Pas-
teur, pensoé que la sepsia quirdrgica podia ser el resultado
de la infeccion microbiana de los tejidos humanos ex-
puestos al aire durante la operacion. Decidio desarrollar
métodos para evitar el acceso de los microorganismos a
las heridas quinirgicas. Mediante una escrupulosa este-
rilizacion de los instrumentos quirirgicos, el uso de ven-
dajes desinfectantes y ejecucion de la operacion bajo la
pulverizacién de un desinfectante para evitar las con-
taminaciones procedentes del aire, logré reducir en gran
parte la incidencia de la sepsia quirurgica. Los proce-
dimientos de cirugia antiséptica de Lister, desarrolla-
dos hacia 1864, fueron recibidos inicialmente con pro-
fundo escepticismo, pero, a medida que sus notables
éxitos contra las sepsias quirargicas se fueron conocien-
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do, se fueron incorporando gradualmente a la practica co-
mun. Este trabajo proporcion6 una poderosa prueba in-
directa de la teoria de que las enfermedades eran produ-
cidas por gérmenes, aun cuando no dio ninguna luz sobre
el posible origen microbiano de enfermedades especifi-
cas del hombre. Tal como ocurrié, medio siglo antes, en
el caso del sistema de envasado de Appert como medio
de conservacion de los alimentos, sucedio con la intro-
duccioén de antisépticos quirdrgicos por Lister: la practi-
ca fue por delante de la teoria.

Etiologia bacteriana del carbunco

El .descubrimiento de que las bacterias pueden actuar
como agentes especificos de las enfermedades infeccio-
sas en los animales fue realizado a través del estudio del
carbunco, infeccion grave de los animales domésticos
que es transmisible al hombre. En los estadios finales
de una infeccion generalizada de carbunco, las bacte-
rias de forma bacilar, responsables de la enfermedad,
aparecen en cantidades enormes en el torrente circula-
torio. Estos seres ya fueron observados por primera vez
en 1850 y su presencia en la sangre de animales infecta-
dos fue puesta de manifiesto por una serie de investiga-
dores a lo largo de los quince afios siguientes. Particular-
mente cuidadosos y detallados fueron los estudios reali-
zados entre 1863 y 1868 por C. J. Davaine, quien de-
mostro que los bacilos estan invariablemente presentes
en los animales enfermos pero que no puedan ser detec-
tados en los sanos y que la enfermedad puede ser trans-
mitida a los animales sanos mediante la inoculacion de
sangre que contenga estos elementos en forma de baston.

FIGURA 1.6

FIGURA 1.5

Robert Koch (1843-1910). Cor-
tesia de VEB George Thieme,
Leipzig.

La demostracion concluyente de la causa bacteria-
na o etiologia del carbunco la proporciono, en 1876,
Robet Koch (figura 1.5), un médico rural aleman. Koch
no tenia laboratorio y los experimentos los realizaba en
su casa, utilizando un equipo improvisado muy primitivo
y pequefios animales de experimentacion. Demostro que
los ratones podian ser infectados con material proce-
dente de un animal doméstico enfermo. Transmitio la en-
fermedad a una serie de 20 ratones, mediante inocu-
lacion sucesiva; después de cada transferencia se ob-
servaban los sintomas caracteristicos. Luego procedio
a cultivar la bacteria causante introduciendo diminutas,
pero intensamente infectadas, particulas de bazo de ani-
males enfermos, en gotas de suero estéril. Observando
hora tras hora el crecimiento de los organismos en este me-
dio de cultivo, vio que los bacilos se convertian en largos
filamentos, dentro de los cuales iban apareciendo unos
cuerpos ovalados y refringentes. Demostré que estos
cuerpos eran esporas, que no habian sido vistas por los
investigadores que le precedieron (figura 1.6). Cuando el

Las primeras microfotografias de bacterias, tomadas por Robert Koch en 1877. (a) Cadenas de células de Bacillus anthracis sin teiir.
(b) Cadenas de B. anthracis sin tefiir; las células contienen esporas refringentes. (c) Un frotis tefiido de B. anthracis procedente del bazo de
un animal infectado. Obsérvese la forma alargada de los bacilos y las células mas grandes de los tejidos.
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material que contenia esporas se pasaba a una gota de
suero fresco estéril, las esporas germinaban dando origen
nuevamente a los tipicos bacilos. De esta manera, trans-
firio cultivos de la bacteria ocho veces sucesivas. El cul-
tivo final de esta serie, inyectado a un animal sano, pro-
ducia de nuevo la enfermedad caracteristica, y a partir de
este animal se podian aislar otra vez los organismos de
cultivo.

Esta serie de experimentos se ajustaba a los crite-
rios que treinta y seis afios antes habia formulado J. Hen-
le, como légicamente necesarios para poder establecer
la relacion causal entre un organismo especifico y una
enfermedad especifica. En términos generales estos cri-
terios son: (1) el microorganismo debe estar presente en
todos los casos de la enfermedad; (2) el microorganismo
debe ser aislado del hospedador enfermo y obtenerse en
cultivo puro; (3) la enfermedad especifica debe reprodu-
cirse cuando un cultivo puro del microorganismo se ino-
cula a un hospedador susceptible sano, y (4) el microor-
ganismo debe ser recuperable de nuevo a partir del hos-
pedador inyectado experimentalmente. Como Koch fue
el primero en aplicar experimentalmente estos criterios,
se conocen ahora como postulados de Koch.

Koch realizé otra serie de experimentos que demos-
traron laespecificidad bioldgica de los agentes de las en-
fermedades. Demostrd que otra bacteria formadora de
esporas, el bacilo del heno, no produce el carbunco des-
pués de haber sido inyectada, y diferencié también la
bacteria productora del carbunco de otras bacterias que
causan otras infecciones. De estos estudios llegé a la
conclusion de que sélo una clase de bacilo es capaz de
producir este proceso especifico de enfermedad, mien-
tras que otras bacterias, o bien no producen ninguna
enfermedad después de ser inoculadas, o bien dan origen
a otros tipos de enfermedades.

En el transcurso de este tiempo, Pasteur habia en-
contrado un colaborador, J. Joubert, que conocia los
problemas médicos. Sin tener noticia de los trabajos de
Koch, Pasteur y Joubert emprendieron el estudio del
carbunco. No aiiadieron nada realmente nuevo alas con-
clusiones a las que habia liegado Koch, pero confirmaron
su trabajo y proporcionaron demostraciones adiciona-
les acerca de que aquel bacilo y no otro agente cualquie-
ra, era la causa especifica de la enfermedad.

Nacimiento de la bacteriologia médica

Este trabajo sobre el carbunco condujo rapidamente a la
edad de oro de la bacteriologia, durante la cual institutos
recién establecidos creados en Paris y en Berlin, por
Pasteur y Koch, respectivamente, se convirtieron en los
centros mundiales de la ciencia bacteriologica. La es-
cuela alemana, dirigida por Koch, se concentro princi-
palmente en el aislamiento, cultivo y caracterizacion de
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los agentes causantes de las principales enfermedades
infecciosas del hombre. La escuela francesa, bajo la di-
reccion de Pasteur, se encamind casi inmediatamente
hacia un problema mas sutil y complejo: el analisis expe-
rimental de como tiene lugar en el cuerpo del animal la
enfermedad infecciosa y como se realiza la curaciény se
adquiere inmunidad. En veinticinco afios, la mayoria de
los agentes bacterianos de las principales enfermedades
humanas habian sido descubiertos y descritos y se habian
desarrollado métodos encaminados a evitar muchas de
estas enfermedades, tanto mediante la inmunizacién ar-
tificial como por la aplicacion de medidas higiénicas.
Fue, con gran diferencia, la mayor revolucion médica de
toda la historia de la humanidad.

Descubrimiento de los virus

Una de las primeras contribuciones técnicas aportadas
por el nuevo instituto de Pasteur fue el desarrollo de
filtros capaces de retener las células bacterianas, propor-
cionando asi filtrados libres de bacterias. Con frecuen-
cia, para detectar la presencia de bacterias productoras
de enfermedades, los fluidos infecciosos se ensayaban
pasandolos a través de estos filtros; si el filtrado yano era
capaz de producir la infeccion, esto indicaba la presen-
cia de un agente bacteriano en el fluido original. En 1892
un cientifico ruso, D. Iwanowsky, aplicd esta prueba
utilizando un extracto de plantas de tabaco infectadas
con la enfermedad llamada mosaico. Encontré, con sor-
presa, que el filtrado era totalmente infeccioso cuando se
aplicaba a plantas sanas. Su descubrimiento fue pronto
confirmado y, en unos pocos afios mas, otros investiga-
dores encontraron que muchas de las principales enfer-
medades de vegetales y animales estaban producidas por
agentes submicroscépicos semejantes, que pasaban a
través de los filtros. Asi se descubrié toda una clase de
entidades infecciosas, mucho mas pequenas que los or-
ganismos previamente conocidos. La verdadera natura-
leza de estos virus, como luego se los llamo, permanecio
oscura durante varias décadas, pero quedod establecido
que son un grupo distinto de objetos biologicos, total-
mente diferents de los organismos celulares en cuanto a
su estructura y forma de desarrollo (véase el capitulo 9).

DESARROLLO DE METODOS
DE CULTIVO PURO

Pasteur poseia una gran capacidad intuitiva para el ma-
nejo de los microorganismos y logro llegar a conclu-
siones correctas acerca de la especificidad de los proce-
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sos fermentativos, aun trabajando con cultivos que con-
tenian una mezcla de formas microbianas. Los estudios
clasicos de Koch y Pasteur sobre el carbunco, que esta-
blecieron con base firme la teoria microbiana de las en-
fermedades de los animales, fueron realizados bajo con-
diciones experimentales que realmente no permitian te-
ner certeza de que se habian obtenido cultivos puros de
los organismos causantes. Cuando se trabaja con pobla-
ciones microbianas mixtas, pueden cometerse errores, y
no todos los cientificos que iniciaban el estudio de los mi-
croorganismos a mediados del siglo XIX eran tan habili-
dosos como Pasteur y Koch. Con frecuencia se mantenia
que los microorganismos tenian una gran capacidad de
variacion, tanto respecto a suaspecto morfolégico como
a su funcion fisiologica. Esta creencia se dio a conocer
como doctrina del pleomorfismo, mientras que la creen-
cia contraria, relativa a que los microorganismos presen-
tan una constancia y especificidad de forma y funcion, se
dio a conocer como doctrina del monomorfismo.

Origen de la creencia en el pleomorfismo

Consideremos qué sucede cuando una disolucion nu-
tritiva se inocula con una poblacién microbiana mixta.
El principio de la seleccion natural empieza a operar
inmediatamente y en seguida predomina el microbio que
puede crecer mas rapidamente bajo las condiciones esta-
blecidas. Como resultado de su crecimiento y activida-
des quimicas, la composicion del medio cambia y, des-
pués de un cierto tiempo, las condiciones ya no permiten
el desarrollo de 1a forma originalmente predominante. E1
medio ambiente puede ser ahora favorable para el creci-
miento de una segunda clase de microorganismos, tam-
bién introducida desde el principio en el medio pero in-
capaz de desarrollarse hasta ese momento, la cual va
reemplazando gradualmente a la primera como forma
predominante en el cultivo. De este modo se puede ob-
tener el desarrollo sucesivo de muchos tipos microbia-
nos diferentes en un solo matraz de cultivo sembrado con
una poblacién mixta. Con frecuencia es posible mante-
ner el predominio de la primera forma que se desarrolla,
bastando para ello la transferencia repetida de la pobla-
cion mixta a otro medio fresco de la misma composicion,
a intervalos de tiempo cortos. Este fue en esencia el arti-
ficio utilizado por Pasteur en sus estudios sobre la fer-
mentacion.

Si no se admite la posibilidad de las sucesiones mi-
crobianas, resulta facil llegar a la conclusion de que los
cambios quimicos y morfolégicos, observables a lo largo
del tiempo en un mismo cultivo inoculado con una pobla-
cion mixta, reflejan transformaciones sufridas por una
sola clase de microorganismos. Entre 1865 y 1885 se
hicieron con frecuencia afirmaciones relativas a la ex-

11

trema variabilidad de los microorganismos basadas en
tales observaciones.

El término pleomorfismo (derivado del griego y que
significa «doctrina de las formas multiples») implica que
sus adeptos se referian principalmente a las posibili-
dades de la variacion morfologica. De hecho, con fre-
cuencia no era éste el caso. Muchos pleomorfistas in-
sistian igualmente en la variabilidad de la funcion. Para
ellos no existian cosas como un agente microbiano espe-
cifico para la fermentacion alcoholica o para una deter-
minada enfermedad; consideraban que es la naturaleza
del medio ambiente la que determina tanto la forma como
la funcion. La persistente difusion de tales creencias
represento un serio obstaculo para el completo desarro-
llo de la microbiologia y encontraron oposicion en los
que iban a la cabeza de esta nueva disciplina, tales como
Pasteur, Koch y Cohn, quienes mantenian la doctrina
del monomorfismo, insistiendo en la constancia de la
forma microbiana (y de la funcion).

Hacia 1870 se empezo6 a pensar que solamente po-
dria tenerse una idea clara acerca de la forma y funcion
de los microorganismos si las complicaciones inheren-
tes al estudio de las poblaciones microbianas mixtas pu-
diesen evitarse mediante el uso de cultivos puros. Un
cultivo puro es aquel que contiene una sola clase de mi-
croorganismos. Los principales defensores del uso de
cultivos puros fueron dos grandes micologos: A. de Bary y
O. Brefeld,

Primeros cultivos puros

Gran parte del trabajo inicial sobre las técnicas para la
obtencion de cultivos puros fue realizado por Brefeld,
trabajando con hongos. Introdujo la practica de aislar
células, asi como la del cultivo de los hongos sobre me-
dios solidos, para lo cual afiadia gelatina a sus cultivos
liquidos. Sus métodos de obtencion de cultivos puros
funcionaban admirablemente para los hongos, pero no
resultaban adecuados cuando se aplicaban a las bacterias,
que eran mas pequeiias. Habia que idear pues otros mé-
todos para las bacterias. Uno de los primeros que se
propusieron fue el método de las diluciones. Un fluido
que contenia una mezcla de bacterias se diluia en medio
estéril, con la esperanza de que en ultimo término podria
lograrse un crecimiento que tuviera su origen en una sola
célula. En la practica este método es tedioso, dificil e in-
cierto; tiene ademas la evidente desventaja de que, en el
mejor de los casos, solo se puede aislar en forma pura el
microorganismo que predomina en la mezcla original.

Koch se dio cuenta en seguida de que el desarrollo de
metodos sencillos para la obtencion de cultivos puros de
bacterias era esencial para el desarrollo de la nueva cien-
cia. El método de las diluciones era obviamente dema-
siado tedioso e inseguro para ser utilizado de forma ruti-
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naria. Una manera mas prometedora de abordar el pro-
blema habia sido ya sugerida en las primeras observacio-
nes de J. Schroeter, quien habia encontrado que sobre
substratos solidos, tales como patata, pasta de almidon,
pan y albumina de huevo, se formaban desarrollos aisla-
dos de bacterias, o colonias. Las colonias se diferencia-
ban unas de otras, pero dentro de cada una de ellas todas
las bacterias eran de un mismo tipo. Al principio Koch
realizo experimentos utilizando superficies estériles de
patatas cortadas, que colocaba en vasijas estériles cu-
biertas con un vidrio y luego las inoculaba con bac-
terias. Sin embargo, las patatas tienen claras desventa-
jas; la superficie del corte esta humeda, lo que permite a
las bacterias moviles desplazarse libremente sobre ella;
el substrato es opaco y, por ello a veces resulta dificil ver
las colonias; y, lo que es mas importante de todo, la pa-
tata no es un buen medio nutritivo para muchas bacterias.

Koch concibi6 1a idea de que seria mucho mejor si se
pudiese solidificar un medio liquido bien conocido, afia-
diendo alguna sustancia transparente. De esta manera po-
dria prepararse un gel translucido sobre el cual serian facil-
mente visibles las colonias bacterianas que se desarrolla-
sen. Al mismo tiempo, modificando la composicion del
liquido base, podrian atenderse los diversos requerimien-
tos de nutricion de las diferentes bacterias. Con esta
idea presente, afiadi6 gelatina como agente endurecedor.
Una vez solidificada, la superficie de la gelatina se sem-
braba tomando una mindscula cantidad de células bacte-
rianas (el indculo) con una aguja de platino, previamen-
te esterilizada pasandola por una llama y deslizando-
la varias veces, rapida y suavemente sobre la superfi-
cie del gel. Pronto aparecian diferentes colonias bac-
terianas, cada una de las cuales podia ser purificada repi-
tiendo este proceso de siembra, que se dio a conocer
como método de siembra por estria para el aislamiento
de bacterias. Los cultivos puros eran luego transferidos a
tubos de ensayo, que contenian gelatina nutritiva estéril,
los cuales habian sido taponados con algodon estéril y se
solidificaban en posicion inclinada. Tales cultivos se
denominaron cultivos en tubo inclinado. Poco des-
pués, Koch descubrio que en lugar de sembrar las bacte-
rias sobre la superficie de la gelatina ya solidificada, po-
dia mezclarlas con la gelatina fundida. Cuando la gelati-
na se solidificaba, las bacterias quedaban inmovilizadas
dentro del gel y alli se desarrollaban dando colonias ais-
ladas. Esto se dio a conocer como método de vertido en
placa para el aislamiento de bacterias.

La gelatina, el primer agente solidificante utilizado
por Koch, tiene varios inconvenientes. Es una proteina
altamente susceptible a la digestion y fluidificacion por
las bacterias. Ademas cambia de gel aliquido a tempera-
turas por encima de 28°C. Pronto fue introducido un
nuevo agente solidificante, el agar. El agar es un polisa-
carido complejo que se extrae de las algas rojas. Para
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fundir un gel de agar se requiere una temperatura de
100°C, por lo que permanece solido a lo largo de toda
la escala de temperaturas a que se cultivan las bac-
terias. Sin embargo, una vez fundido, permanece liquido
hasta que la temperatura baja a 44°C aproximada-
mente, hecho que hace posible su uso para la prepara-
cién de cultivos por el método de vertido en placa. For-
ma un gel espeso y transparente. Finalmente, es un car-
bohidrato complejo que es atacado por muy pocas bacte-
rias, por lo que el problema de su fluidificacion se presen-
ta muy raras veces. Por estas razones, el agar substituyo
rapidamente a la gelatina como agente endurecedor de
preferencia para los estudios bacteriologicos. Aunque
adin no se ha descubierto ningun substituto sintético del
agar que sea igualmente satisfactorio, se ha visto que al-
gunos polisacaridos bacterianos tienen propiedades que
prometen.

Desarrolio de los medios de cultivo por Koch
vy su escuela

Pasteur habia utilizado medios liquidos sencillos y
transparentes, de composicién quimica conocida, parael
cultivo selectivo de los microorganismos fermentadores.
Para el aislamiento de los agentes microbianos produc-
tores de enfermedades, se necesitaban diferentes tipos de
medios de cultivo y éste fue el segundo gran problema
técnico al que Koch y sus colaboradores dedicaron su
atencién. Dado que las bacterias productoras de enfer-
medades se desarrollan normalmente dentro de los te-
jidos de un hospedador infectado, parecia ldgico pen-
sar que su cultivo fuera del cuerpo del animal habia de
tener mas éxito si el medio utilizado se parecialo mas po-
sible al que rodea a los tejidos del hospedador. Esta
forma de razonar condujo a Koch a adoptar las infusio-
nes de carne y los extractos de carne como ingredientes
basicos de sus medios de cultivo. El caldo nutritivo y su
correspondiente medio solido, el agar nutritivo, que to-
davia son los medios mas utilizados en el trabajo comun
de bacteriologia, fueron el resultado de los experimen-
tos de Koch en este sentido. El caldo nutritivo contiene
0,5% de peptona, que es un digerido enzimatico de car-
ne; 0,3% de extracto de carne, un concentrado de los
componentes hidrosolubles de la carne, y 0,8% de NaCl
para proporcionar aproximadamente la misma concen-
tracion salina que existe en los tejidos. Para el cultivo de
los organismos productores de enfermedades, que gene-
ralmente son mas exigentes, puede suplementarse este
medio base de varias maneras (por ejemplo, con azucar,
con sangre o con suero). Teniendo en cuenta los fines
especificos para los cuales fueron ideados estos medios,
puede considerarse la eleccion de los ingredientes como
logica, aunque no hay pruebas de que la tradicional in-
clusion del NaCl tenga ningun valor real, ya que la ma-
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yoria de las bacterias son insensibles en su medio am-
biente a los cambios de concentracion salina, dentro de
un amplio margen. A medida que fue pasando el tiempo,
muchos bacteriologos pensaron que estos medios eran
universales, aptos para el cultivo de casi todas las bacte-
rias. Esto no es cierto; las bacterias varian enormemen-
te en cuanto a sus requerimientos alimenticios y no exis-
te ningin medio capaz de permitir el crecimiento de mas
que una pequeiia fraccion de las bacterias que existen en
la naturaleza (véase el capitulo 2).

LOS MICROORGANISMOS
COMO AGENTES GEOQUIMICOS

Aunque el estudio del papel desempefiado por los micro-
organismos como agentes de enfermedades infecciosas
se convirtio en el objetivo central del interés microbiolo-
gico a lo largo de las ultimas décadas del siglo X1X, al-
gunos cientificos continuaron el trabajo, iniciado por Pas-
teur en sus primeras investigaciones, sobre la funcién
especifica de los microorganismos en la fermentacion.
Este trabajo habia demostrado claramente que los mi-
croorganismos pueden servir de agentes especificos para
transformaciones quimicas en gran escala, e indicaba
que el mundo microbiano en conjunto podria ser el res-
ponsable de una gran variedad de otros cambios geoqui-
micos.

Establecer el papel fundamental que los microor-
ganismos desempeiian en los ciclos biologicamente im-
portantes de la materia sobre la Tierra —los ciclos del
carbono, nitrégeno y azufre— fue en gran parte el traba-
jode dos personas, S. Winogradsky (figura1.7) yM. W.
Beijerinck (figura 1.8). A diferencia de los vegetales y los
animales, los microorganismos presentan una extraordi-
nariamente amplia gama de diversidad fisiolégica. Mu-
chos grupos estan especializados en la realizacién de

FIGURA 1.7

Serge Winogradsky (1856-
19563). Cortesia de Masson et
Cie., Paris. Reproducido con
autorizacion de Annales de I'Ins-
titut Pasteur.
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transformaciones quimicas que no pueden llevar a caboen
absoluto ni las plantas ni los animales, y por ello desem-
peian un papel vital en el recambio de la materia sobre la
Tierra.

Un ejemplo de especializacion fisiologica microbia-
na lo proporcionan las bacterias quimioautotréficas,
descubiertas por Winogradsky. Estas bacterias: pueden
crecer en medios completamente inorganicos, obtenien-
do la energia necesaria para su crecimiento por oxidacion
de compuestos inorganicos reducidos y aprovechamien-

FIGURA 1.8

Martinus Willem Beijerinck (1851-1931). Cortesia de Martinus
Nijhoff, La Haya. Reproducido con autorizacion.

to del dioxido de carbono como fuente para su carbono
celular. Winogradsky encontro que entre las bacterias au-
totroficas, existen varios grupos fisiologicos distintos,
cada uno de ellos caracterizado por su capacidad para
utilizar una determinada fuente de energia inorganica.
Por ejemplo, las bacterias del azufre oxidan compuestos
inorganicos de este elemento, las bacterias nitrificantes,
lo hacen con compuestos inorganicos de nitrégeno.
Otro descubrimiento, al que contribuyeron también
Winogradsky y Beijerinck, fue el del papel que desem-
pefian los microorganismos en la fijacién del nitrogeno
atmosférico, el cual no puede ser utilizado como fuente
de nitroégeno por la mayoria de los organismos vivientes.
Demostraron que ciertas bacterias, algunas de ellas sim-
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bidticas de plantas y otras de vida independiente, pueden
utilizar el nitrogeno gaseoso para la sintesis de sus cons-
tituyentes celulares. Estos microorganismos, en con-
secuencia, ayudan a mantener el aporte de nitrégeno
combinado, del cual dependen todas las otras formas
de vida.

Métodos de cultivo de enriquecimiento

Para el aislamiento y el estudio de los diversos tipos
fisiologicos de microorganismos que existen en la natu-
raleza, Winogradsky y Beijerinck desarrollaron una téc-
nica nueva y muy importante, la técnica del cultivo de
enriquecimiento. Es, en esencia, una aplicacion a micro-
escala del principio de la seleccion natural. Elinvestiga-
dor idea un medio de cultivo de composicion quimica de-
terminada, lo inocula con una poblacion microbiana mix-
ta, tal como la que puede encontrarse en una pequeiia
porcion de suelo, y luego observa qué clase de microor-
ganismos adquieren el predominio, ocasionado por su
capacidad para crecer mas rapidamente que cualquiera de
los otros organismos presentes en el indculo y de ahi la
denominacion de medio de enriquecimiento. Tomando
un ejemplo concreto, si queremos descubrir microorga-
nismos que pueden usar nitrogeno atmosférico, N,, como
unica fuente del elemento nitrégeno, preparamos un me-
dio que esté libre de nitrégeno combinado, pero que
tenga todos los demas nutrientes —una fuente de ener-
gia, una fuente de carbono, sales minerales— necesa-
rios para el crecimiento. Este medio se inocula luego con
suelo, se pone en contacto con N, y se incuba bajo el
conjunto de condiciones fisicas deseadas. Como el nitro-
geno es un constituyente esencial de todas las células vi-
vas, los unicos organismos, de todos aquellos presentes
en el inoculo original, que seran capaces de multiplicar-
se en este medio seran los que puedan fijar nitrégeno
atmosférico. Siempre que estos tipos de organismos es-
tén presentes en el inodculo, se desarrollaran. Este tipo de
experimentos puede variarse de innumerables maneras
modificando factores tales como la fuente de carbono, el
aporte de energia, la temperatura y la concentracion de
iones hidrogeno. Para cada conjunto de condiciones en
particular habra una clase de organismos predominante,
siempre que en el inoculo existan organismos que puedan
desarrollarse bajo estas condiciones. El método de culti-
vo de enriquecimiento es pues uno de los mas poderosos
instrumentos experimentales de que dispone el microbio-
logo; mediante su utilizacion puede aislar microorganis-
mos con cualquier conjunto de requerimientos alimenti-
cios, con tal de que tales organismos existan en la natu-
raleza.

Los comienzos de la microbiologia

DESARROLLO ]
DE LA MICROBIOLOGIA
EN EL SIGLO XX

Durante las ultimas décadas del siglo X1X, la microbiolo-
gia se convirti6 en una disciplina sélidamente estableci-
da con un conjunto distintivo de conceptos y de técnicas,
frutos en gran medida del trabajo de Pasteur. Durante el
mismo periodo emergi6 también la ciencia de la biologia
general. Esta fue creacion de Charles Darwin, quien im-
puso un nuevo orden y coherencia a lo que hasta enton-
ces habian sido materiales anecdoticos de 1a historia na-
tural, y lo hizo interpretandolos bajo el punto de vista de
la evolucion por seleccion natural. Légicamente, 1a mi-
crobiologia deberia tener su puesto junto a otras discipli-
nas biologicas especializadas, dentro del marco de la
biologia general postdarwiniana. De hecho, sin embar-
go, esto no ocurri6 asi. Durante medio siglo después de la
muerte de Pasteur en 1895, la microbiologia y 1a biolo-
gia general se fueron desarrollando con completa inde-
pendencia. Los principales intereses de la microbiologia
en este periodo eran la caracterizacion de agentes de en-
fermedades infecciosas, el estudio de la inmunidad y de
sus funciones en la prevencion y curacion de las enfer-
medades, la busqueda de agentes quimioterapéuticos y
el analisis de las actividades quimicas de los microor-
ganismos. Todos estos problemas estaban tanto concep-
tual como experimentalmente alejados de los intereses
dominantes de la biologia a principios del siglo XX, los
cuales eran la organizacion de la célula y sufunciéonenla
reproduccion y el desarrollo, y los mecanismos de la
herencia y la evolucion en vegetales y animales. Incluso
las innovaciones técnicas distintivas y originales de la
microbiologia resultaron poco interesantes para sus con-
temporaneos bidlogos; su valor no fue ampliamente reco-
nocido hasta 1950, en el que el cultivo de tejidos y el culti-
vo celular empezaron a aplicarse de manera extensiva a
los tejidos vegetales y animales.

Sin embargo, la microbiologia contribuyo de forma
significativa al desarrollo de una nueva disciplina, la bio-
quimica. El descubrimiento hecho por Buchner (véase la
pagina 8) de la fermentacion alcohdlica en ausencia de
células, proporciono la clave para el analisis quimico
de los procesos metabolicos que producen energia. En
las dos primeras décadas del siglo XX, estudios paralelos
sobre los mecanismos de la glicolisis por el musculoy de
la fermentacion alcohdlica por la levadura, revelaron
gradualmente su fundamental semejanza. De manera
inesperada, los fisidlogos de vertebrados y los bioqui-
micos microbianos habian encontrado una base comun.
Unos pocos aiios mas tarde, el analisis de la nutricion



