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Contribución al estudio
fisiológico y sistemático de algunas

Ch/amydobacter/a/es
(con 5 figuras y 0 láminas)

Por MARIA S. CATALDI

INTRODUCCIÓN

Aun cuando la idea primitiva que originó la presente contribución
era la de efectuar exclusivamente el estudio sistemático de algunas
Chlamydobactcrialcs, bien pronto se pudo ver que al evidente desorden
de su sistemática se sumaba la falta de precisión de su discutida
fisiología.

Fué por cllo preciso en -auzar el trabajo hacia la elueidaeión de
estes fundamentales interrogantes.

En efecto, a la mayoría de ellas se las ha ubicado en el grupo dc
las bacterias autótrofas, es decir, capaces de obtener energía para.
su metabolismo de ciertas substancias inorgánicas, sin que hasta el
presente existan pruebas decisivas para justificar plenamente (para
muchas de ellas) ni siquiera su inclusión como bacterias autótrofas
facultatiras.

La.ausencia de poder patógeno y la falta de toda aplicación indus­
trial ha contribuído para que este grupo de bacterias, a pesar de que
su descubrimiento data de la primera mitad del siglo pasado, se haya
estudiado muy poco, hasta tal punto, que en los momentos actuales
aún no se posee un medio eficaz (le enriquecimiento para cultivarlas
« in vitro » y llegar así a la obtención de cultivos puros, indispensa­
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bles para poder intentar con algunas probabilidades de exito la so­
lución dc esta interesante cuestión.

Cabe haccr notar, sin embargo, el impulso dado cn los últimos
años al estudio de algunas Chlanu/(Iobaclcríalcs como precipita­
doras del hierro por creerlas agentes principales de la formación de
concreciones en las cañerías de aguas corrientes. Con tal motivo se
publicaron una serie dc trabajos pero ninguno aclara el oscuro pro­
blema de su fisiología.

En esta investigación se ha encarado el estudio de las Chlamydo­
bactcrialcs desde un punto de vista puramente general cual conviene
a la Bacteriología como disciplina de las Ciencias Naturales, y para
cumplir dicho propósito se ha procedido de acuerdo al siguiente plan:

1°) Encontrar un medio de cultivo que permita. enriquecer de
una manera rapida y segura los cultivos de estas bacterias.

2°) Buscar un método para la obtención de cultivos puros.

3°) Estudiar en detalle las cepas aisladas, describirlas e intentar
su clasificación.

4°) Establecer cuales son las características que bastan para la
misma.

5°) Demostrar el rol que juega el hierro y el manganeso en el
metabolismo de estas bacterias.

6°) Determinar sus principales características fisiológicasy com­
probar su capacidad autotrófica.

Vol. IX N° 1
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CAPITULO I

ANTECEDENTES

Ki"TZING(¡5) (1833) describió una forma bacteriana filamentosa
a la que dió el nombre de Sphacrntilus nalans. Más tarde agregó a
ese género dos nuevas especies: Sphacrotilus thermalis y Sphaerotilus
lactcus.

EIIRENBERG(¡3) (1836) describió un organismo con el nombre de
Gaillonclla fcrruginea que incluyó en el grupo de los infusorios con
envoltura silícea, es decir, dentro de las Dialo-mras. Según ól, este
microorganismo se encuentra en forma de filamentos entrelazados
que se colorean de color ocre por el hidróxido de hierro. Más tarde,
el nombre genérico de (Iaillonclla fué sustituido por el de GallionclIa,
que actualmente es el que está mas generalizado.

KÏ'TZING ("3) (1843) en su « Phyeologia generalis >>describió una
bacteria filamentosa que creyó era una. alga y le dió el nombre de
chtothrz'x ochracca. Este género en esa época pertenecía a la algo­
logia.

Actualmente se sabe que este microorganismo es una rarísima
bacteria que suele asociarse en largas cadenas presentando la parti­
cularidad de poseer una vaina mucilaginosa que rodea a los fila­
mentos celulares y quc está impregnada por hidróxido férrico.

COl-Ill(3) (1870) da el nombre de Crcnolhrix polyspora a un orga­
nismo descripto por el en forma de filamentos muy desarrollados
que al estado joven son incoloros y al envejecer color \anse de color
herrumbre. De sus estudios, Coux dedujo que este color herrumbrc
era debido al hidróxido fórrico que se deposita en sus vainas como
producto de su metabolismo, a semejanza dc lo que ocurre en las
Meloheciaceas con el carbonato caleico.

Éste mismo autor en 1875 (9) describió una bacteria filamentOsa
con el nombre de Cladolhrir (Iicholoma, caracterizada por sus falsas
dicotomias y sus vainas incoloras; vive en aguas de pantano pe­
gadas a las algas y es muy semejante a las Leplothrix incoloras.

ZOI’F(“6) (1882), estudiando la Crcnolhria' poli/spam, rebatió los
resultados de COIIN llegando a la conclusión de que la coloración
de las vainas es debido a la deposición mecánica dc las sales de
hierro disueltas en el agua igual que lo que ocurre con la gelatina
cuando se la une artificialmente con soluciones colorantes.

Wmocnansxï (3') (1888) estudió por primera vez en forma com­
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pleta a estos organismos y les dió el nombre de fcrrobaclcrias o
bacterias del hicrro, por su marcada. afinidad con este metal.

Conmarímdolas con las bacterias del azufre observó “'INOGRADsKY
que son capaces de vivir en ausencia absoluta de materia organica.
Posteriormente en 1891 (“2)descubrió las bacterias de la nitrifieación
que exigen las mismas condiciones que las anteriores y las agrupó
bajo la denominación conjunta de bactcri'as auláqufas, es decir,
c:bacterias que efectúan la sintesis de la materia carbonada de su
protoplasma a partir del anhídrido carbónico del aire utilizando
como fuente de energía la oxidación de sustancias inorgánicas >>.

Con este grupo de bacterias “'ixoormnsm‘ inicia un interesante y
discutido capitulo en Bacteriología. IÏtilizó para sus estudios chto­
tin-ix ochracca, la mas difundida de las bacterias de este grupo. Las
cultivó en un medio de enriquecimiento a base. de heno hervido e
hidróxido ferrico con el que obtuvo desarrollo de filamentos de
bacterias del hierro en gran 'anlidad.

Colocando estos filamentos entre porta y eubreobjetos y hacien­
doles circular corrientes de líquidos eon diversas sales en solución,
encontró que estas bacterias eran capaces de vivir y (lesm'rollarse a
expensas de carbonato ferroso. Observó también la relación que
hay entre la oxidación del hierro y la vida de la celula. ’ara esto
tomó vainas jóvenes ya coloreadas, las decoloró por acción del anhi­
(lrido carbónico, luego agregó agua con carbonato ferroso en solu­
ción y vió que sólo se coloreaban las partes de las vainas en cuyo
interior se encontraban aún células vivas.

Por la propiedad de oxidar sustancias agrupó en 1922 (3“)estas
bacterias con las del azufre y las de la nitrifieación que igualmente
la poseen, bajo el nombre de <<anorgoa‘idantcs >>.

Bi'sGi-zx(7) (1894) cultivó y aisló Cladolhrix (lichutoma en un medio
liquido compuesto por extracto de carne y agua, solidificado con
poca cantidad de agar.

MACÉ ('30)(1897) estudió los caracteres morioh')gicos de Cladotln'ix
dichotmna, pero sus conclusiones no son muy aceptadas, pues con­
funden la compleja nontenclatura de este grupo de gérmenes.

SCIIORLER('37)(1904) describió una bacteria filamentosa con falsas
ramifi -aciones cuyos filamentos son fijos en su base, sus minas estan
constantemente impregnadas de sales (le hierro y manganeso y se
reproducen mediante gonidios móviles. La denominó Clonolhrir
fusca.

RossIJ-zu ('36)(1906) aconsejt') culti 'ar la. Crcnothria‘ polyspora en
un medio formado por: trocitos de tejas (le un centímetro y medio
de superficie, esterilizados, y sumergidos en una. solución (le sulfato

Vol. 1X N° 1
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ferroso muy diluída (l 15000)igualmente estéril. Este autor manifiesta
que cl desarrollo comienza después de unos días de haber sembrado
al agua a investigar y a las pocas semanas cubre completamente
los trozos.

ADLER t') (1909) describió a. Clarlothrix (licholoma y Leplothrz'z
ochracca.cultivadas en un medio de citrato (le hierro y amonio al
0,05 %.

Mouse" ('32)(1910), estudiando las bacterias del hierro, consiguió
aislar la chtolhrix ochracca, al estado puro, utilizando para ello un
medio absolutamente orgánico a base de mangano-lieptona, agua (le
turba y gelatina. Cultivó ademas esta bacteria con solución muy con­
centrada (le peptona y sin sales de hierro ni manganeso.

De estos resultados dedujo Mouse” que tales bacterias pueden
utilizar para la síntesis de su protoplasma materia organica a igual
que todas las demas bacterias y que por lo tanto la utilización (le
las sales de hierro no es absolutamente indispensable.

Objetó la teoría de “'ixommnsxv respecto a la oxidación de sus­
tancias inorgánicas y manifestó que chlolhrir cchraccaes un orga­
nismo especialmente exigente en peptona. Ademas observó que son
igualmente capaces (le oxidar las sales manganosas o manganicas,
siendo este resultado (le suma importancia puesto que las sales man­
ganosas son relativamente mas estables que las fcrrosas.

A pesar (le estos estudios, Lu-Jsm: (“-1”) (¡gil-1919) publicó dos
trabajos cuyos resultados se muestran abiertamente a favor de la
teoría de “'Ixocuansxï. Sin embargo LIESKl-J,al igual que Mouse",
obtuvo desarrollo con agua de pcptona y sin hierro, pero al intentar
obtener cultivos puros con el medio de Momscu (manganopeptona,
agua de turba y gelatina) consiguió un solo cultivo puro de Leptothrix
ochracca. Mas tarde, y despues de mucho insistir, no le fuó posible
obtener este resultado aún eneargando la experiencia a otras per­
sonas para evitar toda influencia personal. LH-JSKBexplicó tal fra­
caso con la hipótesis de que tal vez la chtolhría‘ ochracca SÓlOfuera
capaz de reproducirse durante una fase especial (le su crecimiento,
la que probablcnumte no estuvo presente en los cultivos que no dc­
sarrollaron .

Después de numerosas y prolijas experiencias LIEst consiguió
un medio favorable al desarrollo (le chtothrir ochraeca compuesto
de agar agua y acetato de manganeso.

Para sus ensayos utilizó LIESKEmaterial de fuentes ferruginosas
naturales de la mayor pureza posible. No consiguiendo obtener culti­
vos puros usando medios (le enriqueeimientos, debido a las in­
fecciones.
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Con cultivos puros Lil-str; estudió la fisiología de chlolhri-L'
ochracca intentando cultivarla en medios minerales.

De estos ensayos obtuvo desarrollo sólo cuando partía de los tubos
de agar. Al querer transplantar de un medio mineral a otro, los
resultados eran negativos. Lli-ZSKHatribuía estos fracasos a una causa
desconocida común a todos los ensayos hechos con cultivos puros.
Estudió también la influencia del anhidrido Ctll'l)ÓllÍ('()en el metabo­

lismo de estas bacterias llegando a la conclusión de que este posible­
mente juegue un rol importante en cl crecimiento de estas bacterias,
pero no alcanza a afirmar que pueda ser asimilado.

Consiguió aislar Gallíoncllafcrruginca en un medio mineral y puri­
ficarla por trasplantes sucesivos hasta obtener, según el, cultivos
puros con este metodo.

ZIKES (“5) (1915) publicó una monografía sobre Cladothria‘ (lic/Io­
toma y Sphacrolilus nalans. Este autor considera ambos generos
como diferentes, y en su trabajo hace una descripción morfológie:
y fisiológica dc los mismos. Sus conclusiones no son muy convin­
centes; ademas considera a CladothriJ' (lic/¡olomacomo una bacteria
que puede almacenar hierro en sus vainas pero (¡ue no puede consi­
derarse una típica bacteria del hierro.

Apoyando las conclusiones de “'INOGIL-mskïy objetando algunas
de LIESKl-Z,en 1926 apareció una monografía de Cuol.on.\'r (¡0), que
es sobre todo un trabajo de reeopilaciím sobre los conocimientos
tenidos hasta esa (mo'a respecto a este grupo de bacterias. lis intere­
sante hacer resaltar de dicha monografía, la parte que se refiere a
Gallionclla fcrruginca, tenida hasta entonces como una bacteria
filamentosa del orden de las ChIamydobactcríalcs. l‘lste autor consigue
demostrar que estos filamentos son productos de excreción y oxida­
ción de una pequeña bacteria de forma arril'unnula (¡ue se encuentra
en la punta de los mismos.

Otros autores que se ocuparon de los estudios y descripción de las
bacterias del hierro fueron: cl mismo CllOLOl).\'Y,que describió
chtothrír lríchogcncs, SCHWERS,.lIcgalot/n-Lr(I-íscoplzora(chtothrír
crassa de Cuorooxr), y Mouscn, chlothrir sidcropous.

Tal es el estado en que se encuentra el estudio de las bacterias del
hierro en el año 1928 cuando WINOGRADSKY(34) hace una publi -a­
ción, la cual es una revisión de los trabajos publi -ados hasta esa
fecha, criti'ando a los autores que como Mouscu no aceptan la
autotrofía de las bacterias del hierro.

BI-JRGICR(3) (1936) describió unanuevaespecie, chtothría: cchinata
caracterizada por su pronunciada capacidad de almacenar man­
ganeso.

Vol. IX N' 1
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DORFF ("3) (1934-1935) publica una ¡monografía dividida en (los
secciones: una de ellas se refiere a la sistemática, de las bacterias
del hierro, y la segunda a la distribución, acción e importancia de
las mismas en la naturaleza. Las investigaciones personales (le DonFF
comprenden sobre todo observaciones microscópicas de algunas de
las formas (lescríptns y el estudio más detenido (le ciertas formas
que aun teniendo afinidad por el hierro no pertenece al orden de las
Chlamydobacleríales. '

Merece Citarse también un gran número de trabajos consultados,
debidos a técnicos en bncteriología de agua, pero la mayoría de ellos
no son más que descripciones confusas (le estas bacterias, y se ocu­
pan muy poco de su fisiología. El más completo (le ellos es el de
BEGER (1937), que es una, recopilación (le notas morfológicas,
fisiológicas y sistemáticas de este grupo de bacterias.
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CAPITULO ll

METODOS DE ENRIQUECIMIENTO Y AISLAMIENTO

l) .\I..\_'ri;1u.-\I,

Para la realización de estas investigaciones lmeteriológicas, se ha.
tratado (le ensayar material ])l'()\'(‘1ll(‘lll(‘(le orígenes diversos para.
establecer, en lo posible, la relación entre la vida de estas bacterias
y su « habitat >>.

Las distintas muestras fueron tomadas en recipientes estériles
y tramspornulas al laboratorio en camaras frigoríficas, siempre que
ha sido necesario, para evitar la pululación (le otras formas bac­
terianas.

Sin excepción fueron analizadas todas las muestras el dia de lle­
gada al laboratorio, constando el analisis primeramente de un exa­
men ¡Him y unu- '¡' directo y luego se sembraron en
diversos medios de cultivo.

La nómina de las muestras figura en el cuadro .\'° 7, agregado al
apóndicc, págs. 74 a 76.

;.
¡n

2) ICXRIQL‘EcnuI-Jxro

Como en la mayoría (le los materiales que utilizaron, las bac­
terias filamentosas se encontraban en poca cantidad, fue necesario
recurrir a los cultivos de enrimiecimiento en medio líquido para.
poder intentar luego el aislamiento en medios sólidos. Los inconve­
nientes que presentaron dichos cultivos se detallan-5ma continuación:

Los primeros métodOs intentados para el desarrollo en cultivos
dc enriquecimiento fueron el medio mineral de LIESKl-J(l‘), el de
hidróxido fórrico de WIXOGIL-mSKY(“1)y el medio (le citrato de hierro
y amonio (le ADM-zu('), en sus fórmulas originales y con algunas
variantes. De estos medios, el mineral de Lucsxr; fué ainunlonado,
pues a pesar (le. los múltiples ensayos que se hicieron, mmca pudo
obtenerse ni siquiera comienzo de desarrollo. En cuanto al medio
con citrato (le hierro y amonio se produjeron desarrollos eseaSOSen
las primeras veinticuatro horas, detenióndose luego.

En el medio de “'INOGRADsKY,a pesar de que al principio no se
consiguió ningún resultado, se obtuvo despues de insistir un tiempo,

Vol. IX N° 1
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desarrollo de Leptnthria: y Sphacrolilus, dos géneros de Chlamydo­
bacterialcs que se encuentran muy difundidos en la naturaleza,
distinguíéndose facilmente porque las especies del primero de los
nombrados utilizan para su metabolismo, según “'INoonAnsxv, sales
de hierro, razón por la cual sus vainas aparecen siempre coloreadas
con óxido de ese metal, mientras que los resprcscntantes del género
Sphaernlilus no parecen tener afinidad con dicho metal y sus vainas
son siempre incoloras.

En los transplantes de estos cultivos hechos sucesivamente para
conservar el material de experiencia, desarrolló cn gran cantidad
Spharrolílus, mientras que chlotln'ia: desapareció rapidamente.

Más tarde, y después de mnnerosos ensayos, pudo ponerse de
manifiesto en esta investigación que el desarrollo de chtothria:
estaba relacionado con la cantidad de heno hervido, que osciló entre
10 y 20 0/00,cl estado de maceración del mismo y la gran cantidad
de agua con que se efcctuaba la extracción (') de sustancias orgá­
nicas solubles, cuya presencia. constituye un exceso de materia orgá­
nica que impide cl desarrollo de chtolhrir.

Tambien fue necesario determinar la temperatura, no debiendo ser
esta mayor de 30° C, siendo preferible la temperatura del labora­
torio (alrededor dc 25° C).

El hidróxido ferríco que se utilizó se ha preparado en el momento
(le usarlo, y se obtuvo de la siguiente manera: a una solución de
cloruro o sulfato ferroso se le agregó un alcali (hidróxido sódico o
amónico) para precipitar cl hidróxido fórrieo. Este precipitado, que
se separó facilmente por dc -antación, se lavó muchas veces hasta
desaparecer el exceso dc alcali agregado.

El hidróxido férrico así preparado conjuntamente con el heno
hervido se colocaron en una probeta de unos 50 cm. de alto (según

aconseja ‘VINOGR.»\I)SKY)y se la llenó' con el agua a analizar.
Por fermentación de la celulosa, o bien por la acción de bacterias

proteolíticas que descomponen las materias orgánicas del heno,
el hidróxido fórrico en presencia del anhídrido carbónico es reducido
a carbonato ferroso. Este carbonato ferroso, por la acción de las
bacterias del hierro, es oxidado nuevamente a hidróxido férrico.
Durante esta reacción, que es exotórmica, se libra una cantidad de
energia que según WINOGIL-msxïes precisamente la que utilizan
estas bacterias para efectuar la síntesis de la materia carbonada
de su proplasma.

(') Es conveniente hervir cl heno en la siguiente proporción: agua un litro,
heno 0,5 g.
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La obtención de energia fué -alculada por ansKi-J (7) teniendo en
cuenta la siguiente ecuación:

2 COWc + 3 II-O + () = 2 FetOII)3 + 2 CO"

() bien por los cálculos de l'Z.N;\l'.\I.-\NN('34),que son mas modernos:

2 003190 + 3 Il'-’() = 2 l-'e(()II)3 + 2 (JO2 + 189 cal.

2 X 186,5 +3 X 68,4 = 2 X 95,6 + 2 X 97 + IS!) ea'.

38!) + 205,2 = 191,2 + 194 + IS!) cal.

l-In estas condiciones, y despues (le seis días, el desarrollo (ie,
Implothr'zlrse efectuó en forma de velo rojo en la superficie o bien
en forma de copos de (color rojo, pegados a la pared del recipiente.
En la inislna forma desarrolló Sphacrult'lus con sus filamentos blancos
y ademas numerosas infecciones. Se trató de sustituir el hidróxido
fórrieo por carbonato ferroso, pero como esta es una sal que se oxida
rapidamente, fué necesario disponer de un me "anisino que lo sumi­
nistrara en forma continua. l’ara esto se ideó el dispositivo de la.
figu 'a l, que forma. (-(mstantmnente carbonato lerroso en el fraseo
que conticre agua mas hierro reducido. Mediante el anhídrido -ar­
bónico que llega por el tubo c (l).

Los resultados obtenidos por este método fueron satisfactorios
pero siempre en presencia de la cantidad de heno hervido detallada
antm-iorinente. I‘Ïnlos frascos que, conteniendo aguas sembradas con
bacterias del hierro se les hizo llegar el -arbonato ferroso, no se
obtuvo ningún result:qu, a pesar de que con este medio WINO­
GimnsKï dice haber obtenido buenos (les:n'rollos.

Mejores resultados se han thenido euando cn lugar de sales dc
hierro se usó manganeso, aconsejmla por Mouse" t'-"-’).Se usó car­
bonato de inanganeso, que siendo poco soluble se deposita en el
fondo de los frascos y entra lentamente en solución al estado de
bi -arl;onato de manganeso por acción del anhídrido -arbónico del
aire, o bien por la deseanposición de la materia organi-a.

Se ha podido también comprobar que el uso de recipientes altos
no es necesario para el exito de estas experiencias. Con frascos
chieos se llegó tambien a los niisinos resultados, y tienen la. ventaja
de ser ¡nas faciles de manejar.

(') El principio del método ha sido ideado por \\'1.\'0(:n.-\Dsin'.
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Se ha comprobado igualmente que el número de infecciones esta
en proporción directa con la cantidad de materia organica; disminu­
yendo ésta disminuyen las infecciones, aunque en ningún caso fué
posible eliminarlas totalmente. Sin embargo se ha conseguido dis­
minuir la materia orgánica hasta 2 0/00de heno hervido mediante el
agregado de sulfato de amonio al 1 0/00como fuente de nitrógeno.

FIG. 1. —Aparato utilizado como fuente ferruginosa artificial (dispositivo original).

a) Cilindro de anhídrido carbónieo.
b) Frasco con agua mas hierro reducido, al cual llega el anhídrido carbónico mediante el tubo c

y agua corriente por medio del tubo d. ,
e) Tubo repartidor de agua con carbonato ferrosb formado e b
f) Tubos ramales cuya corriente se regula por medio de pinzas de Hoffmann y que conducen

el líquido a los frascos de cultivo a
h) Tubo regulador del nivel del frasco b.
i) Est-"n. de velas, usada para elevar algo la temperatura de los frascos de cultivo.

En estas condiciones Leptothrix desarrolló muy bien aunque en
poca cantidad pero las infecciones se redujeron al mínimo.

En un preparado microscópico a partir de estos cultivos se obser­
varon filamentos de Leptothrz'x de color castaño intenso, mezclado
con Sphaerotz'lus y muchas infecciones. Con lente de inmersión se
observaron los bastoncitos dentro de las vainas o saliendo por el eX­
tremo de las mismas. Las vainas se presentaron a veces muy engro­
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sadas a causa (le la. fuerte impregnación de hierro o mangancso.
Sphacrotilus en cambio presentaba sus vainas muy tenues, que
resultaron invisibles sin la ayuda de colorantes. Con respecto a los
otros representantes (le las Chlamydobacterialcs nunca se han pre­
sentado en los numm'Ososcultivos que se hicieron. Una sola vez apa­
reció un filamento de Crmothríx que no fué posible cultivar.

m .¿»wm

.M’é’;

"Tr-Wi,y*"ar;

LL}; vs

Www.,2,““¿5:3

454.34..uuuwlu...,..

Í

Mm!f,
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FIG. 2. — Aparato utilizado pul‘uel pasaje continuo de líquido entre porta y cubreobjeto (dispositivo
original). En la parte superior de las pipctus se colocan válvulas reguladoras de aire, con un micro­

capilar de vidrio. L‘llíquido sale por un hilo a través de la abertura inferior de las pipetas.

Otras sustancias que se utilizaron para sustituir el heno hervido
no dieron resultado alguno.

También se probó cn los cultivos (le enriquecimiento el método
de WINOGRADsKYcolocando entre porta y cubrcobjcto un copo de
filamentos y haciéndole pasar una. corriente (le agua con diversas
sustancias en solución.

Este método se llevó a cabo de dos maneras: una renovándole el
líquido periódicamente, lo que no dió ningún resultado, y otra con

Vol. IX N" 1
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corriente continua de líquido utilizando para ello los aparatos de
las figuras 2 y 3 en las cuales desarrollaron los preparados hechos
con los siguientes medios de cultivos:

a) Mcdio mineral de LIESKE.
b) Citrato de hierro y amonio.
c) Medio mineral de LIESKEcon carbonato de mangancso.

FIG. 3. — Modificación del aparato de la figura 2 utilizado para el pasaje contínuo de líquido entre
porta y cubrcobjeto (dispositivo original). El pasaje del líquido del frasco nl portaobjeto se efectúa
por medio de un tubo sifón que se continúa por abajo con un hilo. Hacia arriba hay un tubo ce<

rrado que se usa al comenzar la operación para poner en funcionamiento el siíón.

No desarrollaron con:

d) Agua con carbonato fcrroso.
e) Agua con carbonato ferroso y sulfato de amonio.
f) Agua con carbonato fcrroso, sulfato de amonio y hierro

reducido. R

g) Extracto de carne 0,5 0/00con 10 % de bicarbonato deman­
ganeso (1).

h) Extracto de carne 0,25 0/00con 10 % de bicarbonato de man­
ganeso.

2') Extracto de carne 0,12 0/00con 10 % de bicarbonato de man­
ganeso.

(1)El bicarbonato se prepara haciendo burbujcar C02 en una suspensión de
carbonato de manganeso en agua, luego sc filtra por ¿papel de filtro y del líquido
resultante se agrega 10 cc para 100 cc dc medio de cultivo.
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Este método tal como lo indica el autor es aconsejable para ob­
servar el desarrollo de las bacterias en forma periódica y en cortos
espacios de tiempo, cosa que no permiten los otros métodos.

a b

FIG. 4. —Aspecto que presentan los cultivos de enriquecimiento.

a) Cultivo en heno hervido y carbonato de manganeso.
b) Cultivo en mosto de malta con carbonato de manganeso.

Muy aconsejable es también el método que utilizó BEIJERINCK
para cultivar las bacterias del agua (inclusive Crenothrix) y que con
algunas modificaciones cs igualmente aplicable para Leptothrian El
método consiste en echar en el fondo de un recipiente previamente
calentado agar de mosto de malta fundido. Al solidificarse éste queda
adherido al fondo del recipiente. Después se le agrega agua con
carbonato (le manganeso y sc siembra. A las veinticuatro horas el
desarrollo ya es visible y aumenta notablemente. El aspecto que pre­
sentó puede apreciarse en la figura 4.

Se han probado otros medios de cultivo para el desarrollo de este
grupo de bacterias pero no con mejores resultados que los ya mencio­
nados, cuya lista va a continuación:

1) Materia organica abundante (hcno hervido 20 0/00)con car­
bonato de manganeso.
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2) Medio mineral de Lil-:sKI-Jcon materia organica.
3) Infusión de lleno 0,5 0,50 con hojas de heno y carbonato

de manganeso.
4) I'Ieno estéril (0,3 a l 0/00)con carbonato (le manganeso.
5) l-Éxtracto de levadura (0,03 a 0,1 0,50)con carbonato de man­

ganeso.
6) l-Ixtracto dc levadura (0,03 a 0,1 0/00)con 10 C/Ode bicarbonato

de manganeso.
T) Ileno liervido (6 0/00)con 2,5 0/00de infusión de lleno y car­

bonato de manganeso.
8) Infusión de lleno (l 9'00) con carbonato de manganeso.
0) Peptona (1 0/00)alcalinizada con carbonato de manganeso.
10) Extracto de le 'adura (0,1 0,50)con acetato de manganeso

(0,1 °/oo)­

ll) Extracto de le 'adura (0,1 0,50)con sulfato de manganeso
(0,1 D//ÜÜ)'

12) l-Ixtracto de levadura (0,1 0/00) con sulfato de amonio
(0,5 0/00)y carbonato de manganeso.

l'In todos estos medios de cultivos, ademas del ya indi 'ado desarro­
llo de chtothrir y de Sphecrolilus, desarrolló tambien en forma.
abundante el conocido protozoario ."lniuphisa L‘cgclans,cuyo pedicelo
de color ocre suele formar velos tan espesos que llegan en algunos
'asos a entorpecer el desarrollo de las especies mem-ionadas.

3) AISLAMIENTO

.-\l intentar el aislamiento a partir de los cultivos de enriqueci­
miento, se tropezó con serios inconvenkmtes.

Si bien es cierto que Sphecrotílus pudo aislarse sin dificultad,
en cambio el aislamiento de chlvthrir resultó tarea muy compli­
cada al principio, por tratarse de una bacteria muy difícil de cul­
tivar al estado puro y por no conocerse un medio que permitiera.
aislarla a partir de cultivos de enrkptecimimtto.

a) Aislamiento (le chtothrix. — I-‘uónecesario determinar prí­
lneramentc en que medio sólido podía obtenerse un desarrollo satis­
factorio. Se ensayaron diversos medios a base de agar que no dieron
los resultados que se esperaban, pues en los mejores casos sólo se
consiguió un débil desarrollo inicial detenido casi siempre en seguida
por el gran número de infecciones presentes.

Mas tarde, modificando el método de BL‘SGEN(utilizado por el
autor para el aislamiento de Sphacrotilus), al cual s 3agregó carbonato
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de manganeso (ver fórmula en el .\p("ndice, pag. Sul). Sin embargo,
como se trabajó en un principio con exceso de 'arbonato de manga­
neso, las cajas resultaban opacas y las infecciones no eran claramente
visibles; este inconveniente l'uó reducido al mínimo regulando el
tenor de manganeso hasta llegar a las 'antidades citadas.

No fue posible suprimir totalmente esta sal porque ademas de
favorecer algo el desarrollo de chtulltrilr colorea las vainas de las
bacterias facilitando así su identificacion.

Las siembras se hicieron a partir dc cultivos de enriquecimiento
donde chlothrir (como se lia dicho) se encuentra mechada con
un gran número de infecciones, siendo necesario recurrir al lavado
de los filamentos para aislarla.

l-Zllavado se llth) por varios pasajes en tubos d ‘ agua esteril, por
lnedio de una pipeta P.-\.\"l‘l¿l,'llpor cada pasaje, o bien decantando
los filamentos por centrifugación. Los filamentos ya lavados _vli­
brados de la mayor 'antidad de agua. posible, se colocaron entre
dos portaobjetos, esterilizados a la llama para, tratar de deshacer
todo el material y liberar las bacterias de sus 'ainas.

L'na ansa de este material se depositó sobre el agar nutritivo de
las cajas (que conviene dejar con el agua de condensación), es­
triando luego con una espatula de Bl-ZIJI'ZIHNCK('l.

.-\ las vcmticuatro ll()l':l.\'de la siembra el desarrollo fue visible

con pequeños aumentos microscópicos pudiendo observarse colonias
chicas incoloras o levemente coloreadas de amarillo, que se exten­
dieron rapidmnente por el agar.

Despues de dos o tres días comenzo a aparecer un tinte amari­
llento _ven ()('ll()a quince días el color se intensifico, aumentando a
la vez el tamaño de las colonias que aparecieron al cabo de ese
tiempo, en forma de grandes copos oscuros en la superficie del agar.

l’i-ando una de estas colonias con ayuda de un micromangdu­
lador (3°)y llevandolas a tubos de agar acetato de manganeso según
Lll-JSKI-I(¡3), los cultivos que desarrollaron puros ofrecieron a las
veinticuatro lloras un color oscuro, casi negro (este color depende
de.la especie, como se vera mas adelante). Los cultivos infectados con
alguna otra forma microbiana que suelen desarrollar en mayor -anti­
(lad que L(’])lol/17'í.l‘se distinguen facilmente de los primeros porque
presentan un color 'astaño rojizo. L'n g'a.n porcentaje de los culti­
vos aislados en esta forma aparecieron al 'abo de un mes de desa­
rrollo, infectados con diversas bacterias extrañas, generalmente c0­

(') La espátula de lll-ZIJEIHXCKconsiste en un hilo (le platino doblado en ángulo
obtuso a l em de la extremidad. En este caso sirvió igualmente bien la espátula
de vidrio en ángulo de 120° hecha con una pipeta l’as'ru'n.

l'ol. IX N° l
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cos y bastoncitos, de los cuales es muy difícil librar los cultivos de
Leplothrix porque se adhieren a la cápsula mucilaginosa de esta última.

Por trasplantes repetidos de colonia a colonia en caja de PETIH,
efectuados a los pocos días del desarrollo, cuando aun las vainas no
son muy abundantes, se logró al fin obtener cultivos puros.

Tambien se consiguió la formación de colonias empleando el medio
de Lil-st15 (¡3) (del acetato de manganeso), pero fue necesario modifi­
carlo en parte, usando agua. corriente en lugar de agua destilada
y disminuyendo liasta0,7:') % la cantidad de agar en vez del % que
aconseja el autor. I'In este medio las siembras fueron hechas por el
metodo de las diluciones en el interior del agar, pues en superficie,
según lo indi -a el autor, nun 'a pudo obtenerse desarrollo a pesar de
los numerosísimos intentos hechos al respecto, y sólo pudo conse­
guirse cuando las cepas ya estaban purificadas.

l'In este medio, modificado como se acaba de citar, las colonias
aparecen como pequeños copos negros que detienen rápidamente
su desarrollo. Se consiguió preparar posteriormente un medio cuyo
resultado supera a los :mteriores, compuesto por una solución de
citrato de hierro y amonio tsal aconsejada por Annan para cultivos
de enriquecimiento (le chlnt/n'ir y Sphar'rolilus en medios líquidos)
solidificada con agar, cuya fórmula. se cita en el Apéndice, pag. 85.

Las siembras se efectuaron como se indicó para el metodo del
-arbonato de manganeso, pero mas conveniente resultó el método

de las diluciones sucesivas. De este modo se obtuvo la formación
observadas con aumento

aparecen formadas por gruesos filamentos entrelazados. I'll desarro­
llo de las siembras hechas en superficie
aunque siempre superior al obtenido por el medio de extracto de

de colonias bien (lesm'rolladas que al ser

fue menos satisfactorio,

-arnc y carbonato de manganeso.
El desarrollo de anlothrír en el medio con citrato es relativa­

ntente abundante y continuo por un tiempo mas o menos largo.
Las infecciones, en cambio, aunque desarrollan al mismo tiempo,
detienen rápidamente su crecimiento, permitiendo en esta forma el
aislamiento de la primera con mayor facilidad. Siendo este un medio
perfectamente transparente las colonias pudieron ser obser'adas
sin dificultad. Distinguiendose facilmente las puras de las infec­
tadas, lo cual resulta imposible o muy dificultoso con el medio del
carbonato de manganeso.

Las colonias se trasplantarmt con ayuda de un micromanipulador y
se llevaron a tubos con el mismo medio o bien a tubos con medio de
LIESKE, obteniéndose cultivos que despues (le veinticuatro o cua­
renta y ocho horas aparecieron en su mayoría puros. Estos cultivos
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fueron nuovamento sembrados en eajas y se volvieron a piear eolo­
nias para tener seguridad absoluta de su pureza.

].a faeilidad de desarrollo y la seguridad absoluta de la pureza
de los cultivos obtenidos en este medio, lllZUque se usara sistema­
tieamente (leseeltando los dos anteriormente meneiomulos.

b) :l'islamíenlo (lo Sph(t(’7'0(l'llls.>*I'll aislamiento de Sphaern­
tilus fue ll]ll('ll()mas simple que el de Leplothríx y pa ‘a ello se empleó
el metodo de BiÏ'soicx (7).

Sphaeroh'lus (lt‘Stll'l'OllÓen este medio formando eolonias que se
extendieron rapidamente por el agar acompañadas eon inleeeiones,
pero el aislamiento pudo intentarse eon exito.

'l‘rasplant:mdo eon un mieromanipulador las eolonias se llevaron a
tubos eon medio líquido. I'In agar estriado no resultó eonveniente
tl'asplmttm'las, pues la espeeie de Spllmrolíllus estudiada desarrolla
muy pegada al agar y es casi imposible despegarla (ron el ansa para
llaeor los trasplantes.

Las espeeies de este género pudieron también aislarse eon exito
empleando los tres metodos eitados para el aislamiento de las Lep­
tolln'ia‘, siendo el resultado en todos ellos mas o menos igual, dado
(¡ue las espeeies del primero son muelio menos exigentes para su de­
sarrollo que las del segundo.

En estos aislamientos, lo mismo que en el easo anterior, so repi­
tieron los trasplantes de eolonia a colonia para asegurar la pureza
del eultivo. Ademas se efectuaron eontroles de pureza eon "aldo
común.

l'In los aislamientos se usó también el método de las pla -as de
silieo gel de \\'i.‘;o(:n.-\nsKY,ideado por el autor para el aislamiento
de los nitrifiemlores, a las que se agregó previamente un medio
absolutamente mineral. .\'o fué posible obtener desarrollo en este
medio (posiblemente debido a la auseneia do materia orgítniea).
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CAl’I'l'l'U) lll

ESTUDIO DE LAS CHLAMYDOBAC’I‘ERIALES AISLADAS

I‘llestudio dc las Chlamydobaclcrífllcs que se expone en la presente
iin'estigación se ha realizado en el curso de tres años consecutivos
durante los cuales se ha podido aislar un total de 255 cepas d ' algu­
nos generos de este orden de las Squizomycctcs, cuya lista s ' adjunta
en el apéndice pag. 77 a 83.

A continuación se desarrolla la forma cómo se ha encarado el
estudio morfológico y fisiológico.

Las tecnicas usadas fueron en su mayoría las que aconseja la pla­
nilla bacteriológica y e! « Manual of Methods for pure Culture Study
of Baeteria» de la Society of American Bacteriologists; pero tratan­
dose de un grupo tan especializado de bacterias fuó necesario apar­
tarse de las mencionadas tóeni -as, ensayando otras que se detallaran
a continuacit'm.

1) Monromcía

Las primeras observaciones morfológicas se realizaron en los cul­
tivos (le enriquecilniento, por el método ya indi 'ado (lo las corrientes
salinas sobre los cultivos colo -ados entre porta j cuhreohjetos (pag.
16) y por preparados directos.

I'In algunos casos fue preciso recurrir a la disolución del hidróxido
de hierro o inanganeso de las vainas, con acido clorhídrico (liluído.

Cuando se dispuso de. cepas puras se estudiaron en la siguiente
forma:

Preparados directos.
Preparados negativos.
Preparados coloreados.

1) Método de Fou'rXI-Jn. Modi­
Preparados en cámara húmeda ficado por SORIANO.

2) Cultivos de adhesión.
Caracteres de cultivo.

Preparados directos. ——Se utilizaron cultivos jóvenes (le 24 a 48
horas, provenientes (le medios líquidos. En los medios solidificados
con agar resulta muy difícil desprender los filamentos, debido a que
el desarrollo se efectúa muy adherido a aquél.
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El material de estudio se eoloea entre porta y ('lllH'eobjeto. l)u­
rante las ohservaeiones prolongadas, eonviene, para evitar la dese­
cación, hordear el euhre ohjeto eon vaselina fundida.

Con este tipo de preparmlo, pudo eonoeerse el tamaño, la forma. y
la movilidad de las haeterias, sin ningún artilieio que, alterara sus
eomlieiones natu 'a.les de vida.

Preparados negulieus.” Se obtienen direetamente tratando eou
una gota. de nigrosina. _vuna gota de material, haeiendo luego un
frotis sohre un portaohjelo hien desengrasado.

'l‘anto para estos preparados eomo para los eoloreados, se utilizó
material proveniente de eultivos en medios líquidos, sin sales de
hierro m manganeso.

En estos preparados, resaltan las haeterias iueoloras, sobre las
'ainas (¡ue se tiñen ligeramente de violeta.

I’repurarhm coloreadas. -- - Se usaron los siguientes metodos, cuyo
detalle se eita en el apendiee pag. SS a 90.

a) Metodo de (¡n-vu; modifieaeión de IIl'eKl-zu _vde .l\'()eiai.oi«'i-‘
y Bl-JEIHIAN.

b) Metodo de eoloraeión simple (l'uesina o azul de metileno).
e) 3Iótodo de leilll. NIEle-JN (aeido resisteneia).

Cuando
lo sometió

alguna vez se utilizó material eon vainas eoloremlas, so
])l'(‘\'Í:llllt'lllt'al tratamiento eon aeido elorhídrieo diluído.

I'Ïstos metodos permitieron ohser 'ar detalles que no se revelan
en los preparmlos direetos.

Preparar/us en ('(ímaru húmeda. w—Se utilizaron los siguientes mó­
todo5, eu_vodetalle se eita. en el apendiee pag. 88 a Si).

a) Método de l-‘olrrxicn (modifieado por Sonmxo ("0).
b) Metodo de LINDNI-zu (eultivos de adhesión) (19).

Estos métodos permitieron el eontrol mieroseópieo del desarrollo
en el trauseurso del tiempo, y la ohteneión de fotografías eon las
'araeterísti-as l]l()l'l()l()gl':l>‘de sus diversas fases (ver laminas al
final).

Carachvws de culliro. -—Los representantes del genero Sphaerolilus
fueron estudiados en los siguientes medios:

Agar de Bl'SGl-JN(extraeto de 'arne).
Agar al eitrato de hierro y amonio.

Tal. IX N" l
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Medio líquido de BL'SGEN(extracto (le carne).
Y los del género chtothrír en:
Agar al citrato de hierro y amonio (en caja y en estría).
Agar al acetato de manganeso (medio de Lil-:st modificado),

en caja y en estria.
Peptona y acetato de manganeso.
La composición y detalles de preparación de estos medios (le cul­

tivo figuran en el apóndiee pag. 84 a 86.
Las observaciones se hicieron en todos los casos con cultivos (le

24 horas por lo menos, prosiguíendo por varios dias las observa­
ciones.

2) FISIOLOGÍA

l'Ïl estudio de la fisiología de estas bacterias planteó, como proble­
ma previo, el hallazgo de un medio que permitiera cultivar las cepas
puras en suficiente cantidad como para. llevar a cabo las experiencias
sistemáticas y en serie, indispensables para poder comparar la in­
fluencia de diversos agentes sobre los gérmenes en estudio.

Las primeras dificultades del estudio de estas bacterias conside­
radas autót rolas y cuyo metabolismo se creía íntimamente vinculado
a la presencia de sales de. hierro y manganeso, aparecieron al notar
la inexistencia en la bibliografia (le datos precisos sobre la cantidad
y :alidad de las sales empleadas al cultivarlas y también sobre la
posible influencia de sustancias orgánicas.

Fué por ello preciso apartarse de las técnicas de laboratorio usa­
das habitualmente y las que aconseja el Comite de Bacteriólogos
Americanos, dado que estos microorgmiismos tienen facultades y
exigencias de alimentación poco comunes y bastante mal conocidas
e iniciar el estudio con ensayos (le caracter general a fin de precisar
la influencia que las sales de hierro y manganeso y diversas sus­
tancias orgánicas (como asimismo sus respectivas concentraciones)
tienen sobre su desarrollo.

Las experiencias se efectuaron en medios líquidos conteniendo
una sal de hierro o manganeso y una sustancia organica compleja.
Ademas para cada par « sustancia organica-sal » se efectuaron las
siguientes diluciones:

’ara las sales (le lll(‘l'l'()y manganeso:

gramos 0/00:2,7-0,9-0,3-0,1-0,03-0,01-0,003-0,001-0.

Para las sustancias orgánicas:

gramos 0/00: 1,5-1,0-0,3-0,l-0,03-0,01-0,003-0,001-0,
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lo (¡uc suponc 81 cnsayos(liicrcntcspma -a(la ccpa. (pucs cada una
(le las (lilucioncs (lc la sal (lt‘l)(“cnsayarsc con catla una (lo las (lílu­
cioncs (lc niatcria organic: y ricovcrsa).

Aunquc los rcsultatlos dc cstas cxporicncias no l'ucron l'(‘:lllll(‘lll(‘
satisfactorios, pcrniiticron sa -ar algunas conclusioncs útilcs y tu­
vicron algún 'alor como oricntación cn cl curso posterior (lcl trabajo.

Como sustancias or rani -as sc cnsayaron:
Infusión (lc licno, (pic no (lió rcsultatlo.
I-Ixtracto (lc carnc, con hucn rcsultado.
Pcptona, con l)ucn rcsultado.
Y con rolcrcncia a las salcs (lc liicrro y mangancso, sólo cl acetato

(lc mangancso (lió rcsultados satisfactorios.
Las sicnlln'as fueron clcctuadas cn tubos, cn las mismas comlicioncs

quo para medios niiucralcs, y los rcsultatlos sc tomaron a partir (le
las 24 lloras, hasta lt), 15 y 20 (lías (lcspuós (lc ofcctuatlas.

Las cxpcricncias sc rcalizaron con chlolhrír ochrucm, que (35
cntrc las lijatloras (lcl lllt‘l'l'Oy Inangancso, las incnos cxigcntcs para
(lcsarrollar, lucgo con SpluicroliIUs- y (lcnias ccpas (¡nc parccían
(lifcrcntcs, aprcciantlo los rcsultatlos ohtcnitlos cn forma compara­
ti 'a.

Las primcras conclusioncs a cstc rcspccto fucron:

1°) Entro las substancias cnsayatlas, la pcptona cs la quc mas
farorccc cl (lcsarrollo (lc chtolhríl‘.

2") Sphacrolílus (lcsarrolla lllt‘ll cn casi todos los nictlios, par­
ticularmcntc cn cl (lo Bl'sGi-zx, con cxlracto (lc 'arnc (sin salcs (lo
lllt‘l'l'Oni mangancso).

3°) l‘Ïl acctato (lc inangancso cs la sal quc nicjor parccc cuad­
yurar al (lcsarrollo (lc chlulhriÏJ' (intcnsa y abundanlc coloración
(lo vainas). 'l‘amhión (la lulcnos I'('sllll:l(l()s, aunquc infcriorcs al
acctato, cl carbonato (lc Inangancso.

4°) Todas las salcs (lc niangancso soluhlcs cn conccntracíón
superior a 0,3 "jm lllllll)(‘llcl (lcsarrollo de chlotIn-ia‘, cualquicra sca
la conccntración (lo pcptona.

5") Cuando cl nu‘tlio ticnc mas (lc 1 01’00(lo inatcria organica, las
'ainas (lo chluthrir no sc coloroan aún en prcscncia (lc salcs (lo

hierro o mangancso.
6°) La inatcria. organica influyo cn la disposición (lcl (lcsarrollo;

así, con conccntraciones (lcl ()l'(l(‘ll(lcl 1 "¡unso ohtienc (lcsarrollo en
superficic y a Ill(‘(ll(l¡l([llt‘ ósta disminuye cl crccimicnto sc ct'cctúa
sobre la parcd (lcl llll)(), y finalmente ticnc, lugar solirc cl [ontlo (lcl
mismo, cuando las -anti(l:ulcs (le materia organica llcgan a concen­
t'acioncs mínimas.

Vai. IX N' 1



CUADRON°1

Sustnncinsminerales(‘)

Fuentede

Carbono

Nitrógeno

Activudures(7)

Fuenledecneruín

Dumrrollo

l’OJ‘IK3

Y

SOaMg

CO-g2%

S()4(NII

A..

(connmn

Mn''

7.

tivo

Fcreducido

FC..

Negativo

Cl.\'II4

((J()ail)2;\'ln

Mn''

cautivo

Fereducido

Fc..

N Negalt¡vo

co2(s95

smmm)2

(C()¡II)-_»Mn

Mn'‘

Negativo

Foreducido

["0'‘

Negativo

CINIL

(C()all)v_-.\ln

Mn‘'

Mn''"

Negativo

Fe.reducido

Fe''

Negativo

cn2¡075

som”

A..

(C(Mi[)-_!L\'lll

Mn''

No'utvivn

Fcreducido

Fe'‘

‘ltivo

CINII.

(C();il)ln

Mn''

tivo

Fereducido

Fc''

Negativo

I’OJIKg,

804Mg,CINa,804130

CO?delaire

S()4(NII¡)2

C();.\'In

Mn''

Negativo(3)

S(M90

Fu''

Negativo(3)

POJIK:
yS().Mg

Bienrlmnato

(‘)Lassubstanciasmineralesseusaronnl (2)Segúnln,teoríadeWmocmnsxï.(3)EnelmediomineraldcWmoclunsxï.

S()4(NII.)2

(C()¡Il)._»;\ln

Mn''

Nrtivo

Fcreducido

Fo..

.o,'ltiW)

0.1°/oo.

CINII.

(C()all)g\ln

Mn‘‘

Fcreduvídu

130..

Negativo Negativo
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CUADRON°l(Conlz'nuacián)

Suslanoiasminerales

l-‘uenle(le

(‘arbnno

Nilrúgono

.\l'li\':l(l(ll’0.\(')

Fucnle¡leo

nergía

Desarrolla

I’l).lll\'-_.

.‘
Sl)..\lg

()xalalu

Sl).(NlI.)-_­

((1()_1H)-_..\ln

.\ln".\ln''"

NogalÍ\'n

Fol'(‘(lll(‘i(l()

1-»--¡vor-­

Nogalivu

(JlNlh

((Ïl);¡ll)-¿.\In

.\In".\In""

Nogalivo

l-‘oroduoidn

l’().lll\'._._50.131,;

(‘l' ,H()¡l"o

()xalalu

mama.»

(30.711"

Fo..Fo...

Nogali\u

Mu"Mu""

S(M90

13"..Fo...

Nogalivu

l’().IlKg

y
thMg

(Íílraln

Hl).(NII;)-_.

((:0m)._..\1..

.\ln".\In""

No':llÍ\'()

Foroduoidu

1,0..Fo...

Nogal¡vu

(‘lNlI.

((J()_1ll).__.\ln

.\In".\In""

NogalÍ\-'()

FoI'l'lllH'ÍllU

Fo..Mi...

NogalÍ\'u

mmm,mmm

olx“,som­

(,‘ill'alu

Sl)¡(NH.)..

()();‘.\In

Mu".\In""

NogalÍ\'0

Sl).¡l"o

FO..FO...

Nogal¡vo

l’().lll\'-_.

\.

somg

(¡Iuousa

so.(.\'u.)._.

(Cl);,II)-.-.\In

.\ln".\In""

No'al.i\'u

Fo,l'('(lll('i(l()

Fo..Fo...

Nogal¡vn

ClNlh

((I()3I‘I)-__Ï\In

.\ln".\In""

Nogal¡vo

Foroduoídu

Fo''Fo'''

Nogativn

mama,somg

ClNu,804190

Glucosa.

(1)Segúnlateoría.(le“'INOGRADSKY.

50.011.):

C()a.\In

Mu".\‘In'‘"

S(hFe

Negativo
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b) Influencia (lc las salcs (le hicrro y many/(meso.‘- Al estable­
cer que las bacterias del hierro no son autótrofas absolutas, surge la
necesidad de aclarar el rol desempeñado por las sales de hierro y
manganeso en su metal.)olismo.

En vista de la imposibilidad de obtener desarrollo en medios
absolutamente minerales, se abordó el estudio sistemático de la
posible influencia de las sales ferrosas y manganosas en presencia de
substancias orgániras de complejidad decreciente.

I'll curso de las experiencias esta sintetizado para chtothrix en
el cuadro N0 2, y para. Sphacrotilus en el N" Z.

Como substancia mineral se usó en todos lOs casos fosfato bipota­
sico y sulfato de magnesio en concentración aproximada de 0,001
gramos por litro.

Las fuentes de 'arbono y nitrógeno se ensayaron en las concen­
traciones de l, 0,3 y 0,1 “¡nocada una, haciendo en todos los casos
las nueve combinaciones posibles. Ademas, con cada una de estas
emnbinaciones se cnsayaron tres series para estudiar la influencia
del « acti 'ador >>:una con hierro reducido, otra con carbonato de
manganeso y otra sin sales de hierro ni manganeso.

La. elección del bicrro reducido como fuente de « sal ferrosa >>,
se debe al hecbo de que estas sales cuando están disueltas se oxidan
facil y espontáneamente.

lín cuanto al carbonato de mangancso, fue preferido sobre el ace­
tato (aeonsejmlo por el resultado de las experiencias previas) pa'a
evitar la p0sible influencia del anión orgánico.
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CUADRON°2-—G’éncrochlolhriz(continuación)

Expe­
rienciu

No

Sustancias

minerales

Fuentede

.-\clivador

Carbono

.\'ilrógeno

delmedio

Desarrollo

Cantidad

Color

Cnracleríslicns

I’OJ'IK;

y
S()4Nh:

Citrato

Asparagino

Fcreducido

++

Incoloro

Comoolanterior.

C(th

++

Castaño

Copos(¡notapizanlapared;ani­

lloSup.(leintonsif.dedosarr.

++

Involoro

Coposaisladossobreunsololado

(lolapared.

]’()¿l-U\'g

y
H(m1g

Citrato

Cxtracto(leagar

Fol'(‘(ill('i(l()

+++(+)

Incoloro

¡lforma(locopossueltos.

C().1.\'In

+++(+)

Castaño

Comoolanterior.

+++(+)

lnooloro

(,‘omoolanterior.

I’()4lIKg

y
S()4Mg

Asparagina

50.01102

Foreducido

Incoloro

'l‘apizadatotalmentelapared.ni­

llosluwrficial(lo('om'ontravión(lcdesarrollo.

C()a;\‘ln

lm-olol'o

unoelanterior.

lncoloro

Como(elanterior.

l)()4I<g

y
S()4Mg

Asparagina

.-\.'pal'agina

creducido

Incoloro

Comoolanterior.

C()a.\ln

Incoloro

Comoelanterior.

Involoro

‘omoelanterior.

l’OJ-IKg

y
SO4ME

Cistina

SOJ(NI'IC)2

Fereducido

Incoloro

l'lamentospegadosalupared.

C()¡Mn

Custnño

Comoelanterior.

Incoloro

Comoelanterior.
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CUADRON03.—(ïéncroSphaeralilus

Expe­

l-‘uente(le

..Sustancias

riencuiln

No

w.«wo\y

Carbono

Nitrógeno

Arlirador

delmedio(')

Desarrollo

Cantidad

Color

Características

POJIKZ

_\'Glucosa

80431;;

smmm

Foroduvido

++++

Inmloro

Filanwntossuvltos.

(X)3Mn

++++

Involnro

COHIU('lanterior.

++++

Incoloro

Comoolanterior.

1)()4Ill\_g

y
80431;:

.-\sparagina

Foreducido

++++

Incoloro

lomo(‘lanterior.

(303M!)

++++

Incoloro

Comoolanterior.

++++

Involuro

(Junioclanterior.

l’()¿IlI\Ï_:

3y

Glucosa

Extracto(l iagar

Foreducido

+++

lll('()l()l‘()

Como('lanterior.

(X)_1.\In

+++

Ïm'oloro

Comoolanterior.

+++

Involoro

Como(¡lanteriorol(dos:'I'ollu

aparm-ealas2-!horas).

I’()4lll\'g

yCitrato

mmmm

¡"oreducido

++++

ll)('()|l)l'()

Como(‘lanterior.

(Í().-,.\In

+++

Involoro

oino(Ilanterior.

++++

Im-oloro

(lomo(‘lanterior.

P()¡III\:2

5y(Ïit,'ato

SO;Mg

Aspa'agina

(l)SegúnlateoríadeWiNocimDsKr.(1)Lassustanciasmineralesscusaronal0,1"/oo

Fcroducido

++++

Incoloro

Comoo!anterior.

(it)3.\'ln

++++

lncoloro

(lomo('lantvrior.

++++

Involoro

Comoelanterior.
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CUADRO.°3-GéneroSphacorlilus(conclusión)

Expe­
ríencia

minerales

Fuente«le

Cnrlmlln

Nitrógeno

Activador (chmulio

Desarrollo

Cantidad

Color

Características

POJIK2

y
somg

Citrato

Extractodcagar

Forcducido

lncoloro

Como

clantcríor.

(It).1.\ln

lncoloro

(lomo

clantcrior.

lncoloro

Como

clantcrior.

I’()¿lIK2

y
SUJIg

Asparagina

so.(_\'u.)._.

Fcl't'tlllt'itlt)

lncoloro

Cupos

sucltos.

(X);..\ln

lncoloro

Cupos

sucltos.

lncoloro

(Íon‘o

clantcrior.

1’04!ll\'..

3.

soma

.-\sparagina

Asparagina

¡"crcdllcído

lncoloro

(Íomo

clanlcl'ior.

(30.131"

lncoloro

Cum!)

clanlcrior.

lncoloro

(Éomo

clantcrior.

I’()¿IIKg

.\.

H(hMg

Extracto(loagar

soma.»

Fcrcllucido

lncoloro

Como

clantcrior.

(301M!)

lncoloro

Como

clantcrior.

lncoloro

Como

cantcrior.

Extracto(lcagar

Cxtracto(lcagar

I"crcducido

lncoloro

(Iomo

clantcrior.

(10.131"

lncoloro

,‘omo

elantcrior.

lncoloro

Como

elantcrior.

Cxtracto(lccarnc

Extracto(lccarnc

Fc,l't'tlllt’itltl

lncoloro

Como

clantcrior.

(X).'1.\lll

lncoloro

Como

clanlcl'ior.

lncoloro

Como

clantcrior.
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En un ligero repaso a los cuadr0s 2 y 3 se nota rapidamente las
grandes diferencias fisiológicas entre el género Sphacrotilus y el gé­
nero chtothrir.

I‘lnefecto, mientras las especies del primero de los géneros citados
son incapaces de oxidar las sales ferrosas y manganosas, las del se­
gundo lo hacen en forma casi constante (por lo menos con las del
manganeso); además, con respecto a las distintas substancias usadas
y a la forma del desarrollo, se ve de inmediato que Sphacrotilus
puede desarrollar satisfactoriamente con cualquiera de los medios de
cultivo ensayados; en cambio, para Leptothrz‘x,la cantidad y calidad
de su desarrollo está íntimamente ligada a la composición del medio
de cultivo.

La fórmula del medio de cultivo que dió mejores resultados para
el género chtothrir, figura con detalles en la pag. 35 y 36.

Observando el comportamiento de chtothrir respecto a las sales
manganosas y ferrosas, puede decirse que:

Si bien es cierto que cl hierro o el manganeso favorecen en algunos
'asos el desarrollo de estas bacterias (experiencia N0 9), en la ma­

yoría de ellos la acción cs nula, y cn otros (experimcias N" l y 4)
parece que la acción fuera perjudicial.

Por lo tanto, aunque de estas experiencias no surja claramente
que estas sales inhíban la nulltiplicaci(')n (le las bacterias, los resul­
tados de las mismas permiten asegurar por lo menos que su
acción sobre la cantidad (le desarrollo es totalmente secundaria.

Con respecto a la oxidación, puede observarse que en casi ninguna
(le estas (‘XlK‘l‘lOllt‘ltlSel hierro ha sido oxidado (vainas incoloras),
mientras que el manganeso lo es en todos los casos, excepto en
presencia de asparagina.

’ara demostrar si son las substancias componentes del medio de
cultivo las que crean factores inhibidores a la oxidación (tubos
provenimites del medio con asparagina), se tomaron los que tenían
abundante desarrollo incoloro pegado a la pared, se volcaron los
contenidos, se lavaron con agua destilada estóril para eliminar los
restos del medio anterior y se les agregó una solución d 3acetato de
manganeso en agua destilada. Al cabo (lc 20 minutos los filamentos
estaban. totalmentc coloreadas.

Conocidos los tiempos normales de desarrollo (le estas bacterias
(24-48 horas) y dada. la ausencia total de materias nutritivas en 10s
tubos de estas experiencias, puede descartarse la posibilidad de que
tal efecto fuera debido a un ulterior desarrollo.

Repitiendo esta experiencia con todos los tubos de desarrollo
incoloro, se obtuvo en todos los casos idéntico resultado. Se probó
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también con otras sales de man raneso y en concentraciones mas ele­
vadas, y los resultados siguieron siendo los mismos. En "ambio,
al ensayar con sales de hierro (lerrosas) no se consiguió ninguna
colo 'ación.

La acción de los acidos fuertes y debilcs y la ruptura de las celulas
destruyen el factor que produce la oxidación.

Sin embargo, es interesante el hecho de que la oxidación se pro­
duee en muy buenas condiciones con bacterias muertas; esto se ha
comprobado matímdolas por medio del vacio o bien colocando fila­
mentos sobre un portaobjeto y dejímdolo se'ar al aire (los con­
troles r 'alizados permiten asegurar la destruccit'm de la \'ida bacte­
riana) v' agregandoles luego la solución de acetato de manganeso
se observa que los filamentos sc colurcan.

l’arecería, entonces, que la oxidación del manganeso, o no parti­
cipa en el metabolismo de estas bacterias, o lo hace mediante una
exoenzima acumulable en las vainas, y (¡ne por lo tanto pued ‘ actuar
sobre las sales manganosas.

de pII 44,5-5-5,5-6—6,2-T-7,2-S-S,5-9, se nota
aparece en medios cuyo pII es superior a 6,8.

l‘Ïste hecho parece ilustrar en parte la razón por la cual las sales

Haciendo la escala

que la eoloracit’m sólo

ferrosas no colorean las vainas, por cuanto los medios de cultivo
tienen un pII superior a 6,8, al cual las sales ferrosas son tan ines­
tables que practi "amente estan convertidas en fórricas ya cn cl mctltÏo
(lc cultivo; y para que la coloración aparezca es lógi -amente nece­
sario (¡ne el proceso de oxidación tenga lugar dentro de las vainas.

listo estaria corroborado por los estudios de “'ixoanADsKï, quien
obtenía cultivos coloreados con hidróxido fórrico, cn cullíras 2'¡¡¡¡)112'es,
es decir en presencia posiblemente de gérmenes que reduciemlo el
hidróxido fet-rico, provocaban un equilibrio que permitía la llegada.
a las vainas de sales ferrosas.

Cual es la naturaleza del mecanismo de la oxidación producida
en las vainas, y eual es el rol que la misma tiene en el metabolismo
de las bacterias del hierro, es el problema que plantea la. presente
investigación y que posiblemente sea tema de un estudio posterior.

Sin embargo, 10s hechos acumulados en este estudio, a saber:

l) Que nnnca se ha conseguido enlti 'ar estas bacterias en me­
dios absolutamente minerales;

2) (¡ne la presencia o ausencia de sales de hierro o manganeso
parece no influir sobre la cantidad de desarrollo;

3) que la oxidación de las sales de manganeso tiene lugar aún
con bacterias muertas;

I'ol. IX A" 1
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4) que utilizan perfectamente sustancias complejas como la
peptona;

5) que sólo se encuentran en cantidades masi "as en la natura­
leza en medios donde el agua y las hojas de las plantas cons­
tituyen un « substratum >>rico en materias organi'as,

indican la posibilidad de que estas bacterias no s‘an ni siquiera
autótrofas facultativas.

Por otra parte, esta opinión coincide, con las dudas que sobre la
autotrol‘ía de estas bacterias tienen L. G. Baas Bl-JCKINGy G. S.
PARKs, como musecuencia (¡e los datos energéticos cuantitativos
que obtuvieron al estudiar el metabolismo de las bacterias llamadas
autótrofas (I’hysiological Reviews. 7: 1927, 85-106).

c) Otras caraclcríslícas fisiológicas. - —Pmalelamente a la investiga­
ción de las relaciones entre el metal.)olismo de las l_)acterias del hierro

y las sales ferrosas y manganosas, se estudió la influencia sobre las
mismas de la luz, la tenmeratura, pI'I del medio, oxígeno, anhidrido
carbónico, como así también sus raracteres (¡uímiw-l‘isiológicos (po­
der de espornlacíón, reducción de nitratos, formación de hidrógeno
sulfurado, indol y acetil-metil--arbinol).

A continuación se expresan los inótoclOsusados, y al describir las
distintas especies, se detallaran los resultados obtenidos en cada
caso.

Influencia (Icl anhídrido carbóníco. - —Las experiencias se hicieron
en forma análoga a la ya descripta en el caso de los medios minera­
les, usando concentraciones de 2, 6, y 10 % en volumen de anhídrido
carbónico. Se ensayaron todas las especies, dejando en cada caso
tubos de control en contacto con la atnuüsl'era ambiente.

Influencia (le la temperatura. —-La (letm'minaeión de la tempera­
tura óptima, maxima y mínima, se hizo sembrando suspensiones
homogéneas de gérmenes en dos series de tubos: la primera contenía
agar al cit "ato de hierro y amonio, y la segunda peptona con ace­
tato de manganeso. Cada una de las series fué incubada luch a las
temperatu ‘as de 0°, 15°, ambiente (alrededor de 25°), 32°, 37°, 40°,
45°, 50°, 55° y 60° centíg'ados. lil desarrollo se observó a partir de
las 24 horas y en forma comparati 'a.

I nflucncía (¡cl o.rigcm;.— Se prepa 'aron tres series de tubos de agar­
punción al 0,5 %. 'La primera adicionmla (le extracto de 'arne, pa "a
Sphmrolz'lus y la segunda y tercera para Leplothrim, adiciona­
das respecti uunente de acetato de manganeso y citrato de hierro y
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amonio. Los tubos se hirvieron durante una hora para eliminar todo
el oxígeno posible, se entibió u 45° C, y luego se sembró en forma
homogénea en todo el tubo. Despues se (lcjó soli<lificar y se incubó
a, la temperatura óptima pam “Ltdaespecie. Los resultados se toma­
ron a partir de las 24 horas.

El método dió buen resultado con Sphamvtilus, pero en cuanto a
chtot/zrz'r, hubo casos en los cuales no se llegó 1Lninguna conclusión

"4M

WW..«.44“f

¿mua
¿»wwe-«ans‘

I’m. .y.

por cuanto el desarrollo cm uniforme y uniformemente coloreado
desde ln superficie hasta el fondo (lel tubo; y como lu coloración
es consecuencia (le la oxidación, este hecho resulta incompatible
con la hipótesis de que se había extraído por ebullición el oxígeno
del interior del tubo.

Tal. IX N" 1
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Para subsanar esta imprecisión del método, se usaron luego tubos
de HALL para anaerobiosis (').

En la fotografía N° 5, se ven algunos aspectos del desarrollo
en los tubos eon agar previamente hervidos; el primero pertenece al
grupo ya mencionado de los de desarrollo con coloración homogénea.

Influencia. del pl] (Iclmedio. — Los medios de cultivo usados para
estas experiencias fueron caldo de extracto de carne para Sphaerotilus
y peptona con acetato de manganeso para Leptothrir.

Mediante la adición de cantidades previamente raleuladas de
HC] e Na(OH) N/IÜ y N/IOO, se prepararon series de tubos con
los siguientes pH: 3-3,5-4-4,5-5-5,4-6,2-6,6-4-6,8-7-7,4-7,6-8-8,5-9-9,8.

lil pl-I de cada tubo fue controlado eolorimótrieamente, como así­
mismo su esterilidad (mediante incubaei(')n de 24 llOl'HSa 30°-32°). Lue­
go se sembró cada tubo con una suspensión de gérmenes en agua
destilada estéril.

Reducción. (le nitratos. — I'll medio usado fue, agua. de peptona ni­
tratada. La presencia de nitritos se investigó al cabo de l, 2, 3, 5,
y 10 días, con los reactivos de PETER Gun-:ss y ’l‘uonsnonr‘.

En los casos en que la presencia de nitratos fué negativa, se ratificó
la presencia de los mismos mediante una reducción previa con polvo
(le zinc e inmediata investigación de nitritos con los reactivos ya
mencionados.

Investigación (¡el poder (le formación (le SI12._ Se utilizaron los
métodos de KLIGERy de WILSON,eon la salvedad de que en lugar
de extracto de ‘arne, se usó agar-agua, porque en este medio los gér­
menes desarrollan mejor.

Poder de formación (le acclil-metil-carbínol. —-Se investigó con la
reacción de Yocncs PROSKAL'ICILTambién en este taso se empleó
agar-agua en lugar del medio original.

Poder (le formación (lc intlol. — Se investigó por la reacción de
Enm.1(:u-1\'0v.-\es, y por la modifi ración del método según GonÉ.

(') El medio usado en los tubos de “ALI. fué peptona con acetato de manganeso
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Poder de csporulacíón. —-Para poner (le manifiesto la presencia (le
esporas (observadas por algunos autores), se dejaron envejecer los
cultivos de 6 a 9 meses, se hicieron suspensiones en agua estéril y
se hírvieron durante un minuto. Luego se sembraron en medios ade­
cuados para constatar el desarrollo.

Influencia (le la luz. — Con cada una de las cepas en estudio se
sembraron tres tubos (le peptona con acetato de manganeso. El pri­
mero se incubó a la luz normal del laboratorio, el segundo frente
a una ventana muy iluminada, y el tercero envuelto en papel negro y
grueso que formaba una verdadera cámara oscura.
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CAPITULO IV

AGRUPACION DE LOS CULTIVOS ESTUDIADOS

Las 255 cepas de Chla¡nydobaclerialcs aisladas en estado puro,
pudieron agruparse, de acuerdo a ciertas características morfoló­
gicas y fisiológicas comunes, en tres grupos que a continuación
se describen:

Garro I

Las 39 cepas pertenecientes a este grupo, ofrecieron las siguientes
características comunes:

.llorfología cn. cámara. húmeda. ——En los preparados hechos con
medio de BUSGEN,se ven filamentos pegados al vidrio por medio de
un ensanchamiento que tiene la célula terminal. Suelen encontrarse
bastoncitos sueltos a los costados (le los filamentos, formando ver­
daderos enjambres. Las vainas sólo se hacen visibles en los lugares
donde las cadenas están interrumpidas.

Dcsarrollo cn caldo (le extracto (le carne (medio (lc BI'sGEN). — Es
abundante y tiene forma. de filamentos sedosos en la superficie;
al agitar el tubo eaen al fondo en forma de ondas. Al envejecer,
los cultivos pierden su brillo sedoso.

Colonias en, agar-mirado (le carne. — Dc acuerdo a la forma de
las colonias en este medio, se diferencian (los grupos:

a) Colonias muy filamentosas, de crecimiento rapido en super­
ficie, sus extremos terminan constantemente en espiral. Vistas al mí­
croscopio, sus celulas son grandes y casi isodialnótrieas, eon granu­
laciones pequeñas y muy abundantes.

b) Colonias extendidas, poco filamentosas, nunca terminan en
espiral, presentan manchas aceitosas en su interior, en forma seme­
jante a las colonias incoloras de chtothrix. Al microscopio, sus cé­
lulas se presentan más alargadas que las de al) y con granulaciones
pequeñas y al.)undantes.
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GRUPO II

A cstc grupo, cuya caractcristica común cs la capacidad dc colo­
rear sus vainas on prcsoncia dc salcs ici-rosas y manganosas, pcrlo­
nccen H!) ccpas, (¡uc dc acucrdo a sus formas de desarrollo cn ca­
ma ‘a húmeda, agar citrato dc hicrro V'amonio, y "aldo dc pcptona
con acctato (lo mangancso, sc han clasificado cn trcs subgrupos:
a), b) y c)­

a) Los cultivos cn camara húmeda, sc prcscntan como hactcrias
unidas cn largos filamcutos rodcados do una 'aina continua rugosa
y color rada. Los bastoncitos ticncn casi un micrón dc ancho y cn su
intcrior prcscntan gramilacioncs rcdondcadas. En su tcrnunación
las vainas ticncn forma de cilindros rcctOs por cuyo cjc pasan los
filamentos bactcrianos.

Las colonias cn ag:u'-citrato dc liicrro y amonio, son filamcntosas,
dc rápido crccimicnto cn supcrt'icic, y cxtrcmos sicmprc cspiralados.

l‘Íncaldo dc pcptoua y acctato dc mangaucso, dcsarrollau cn for­
ma (lc copos sucltos, scdosos y abundantcs, (¡uc cn la partc su­
pcrior suclcn formar un anillo.

b) Prcscntan cu camaras luimcdas filamentos cortos, tcrminados
cn puntas finas. Ials 'ainas suclcn imprcgnarse dc hicrro o manga­
ncso, cnsam-liandosc hasta 16 microncs.

Las colonias cn agar citrato dc hicrro y amonio son dc filamcntos
escasos y colorcados, con manchas accitosas dcntro dc la colonia.

I'In caldo dc pcptoua y acetato de mangancso, dcsarrollan cn forma.
dc copos pcqucños, mcnos abundantcs que a), y formando un anillo
superficial pcgado a la parcd.

c) En camara húmcda dcsarrollan cn forma dc filamcnto fijado
al vidrio por mcdio dc un disco dc adhcsión que sicmprc cs de color
licrrumln‘e. Los filamcntos son incoloros y "ara vcz rccuhicrtOs con
'aina; cuando ésta cxistc cs muy rugosa y fucrtcmcntc color vada.

lrln -aldo dc pcptona y acctato dc mangancso, los bastoncitos sc
agrupan formando una I:'unina dc aspccto mctalico.

ICnagar citrato dc liicrro y amonio las colonias son poco filamen­
tOsas, los filamcntos incoloros, y manchas do color castaño oscuro a
su alrcdcdor.
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Glu'ro III

Las cepas de este grupo presentan como caracter común su seme­
janza morfológica y fisiológica con Sphacrotilus, pero son capaces
de colorear sus vainas por oxidación de sales inanganosas, yalgunas
veces de sales fer-rosas.

En camara húmeda desarrollan largos filamentos, de rápido de­
sarrollo, que se extienden y cubren toda la superficie del medio de
cultivo} Siempre tienen vaina, habitualmente lisa y coloreada.

En 'aldo de peptona y acetato de nianganeso, presentan largos
filamentos que en parte se entreeruzan formando copos de aspecto
algodonoso.

En todos los medios sólidos presentan filamentos largos, que se
extienden sobre el agar.

Al microscopio las células sou alargadas y las granulaciones muy
abundantes y dispuestas en una sola hilera.

La lista. completa de los cultivos estudiados, se agrega en el Apén­
dice al final del trabajo, págs. 77 a 83, separados en los grupos
anteriores correspondientes.
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CAPITI'LO \'

SISTEMATICAS DE LAS CHLAMYDOBACTERIALES

l) ])1.-\(¡N0s1s

Lns (‘hIa¡in/(lubacleríales pertenecen a un grupo de bacterias quo
presentan ln particularidad de ser filmnenlosns y estar euhicrtns
por unn deliendn ruina. inueilnginosn iinpregnmln en algunas espe­
cies con óxidos de hierro.

Son conocidas desde lu epoca de l'Iuiu-zmn-ziu:y por su caracterís­
ti'n de ser filnnienlosus fueron consideradas primeramente como
nigns, más lnrde inueluls especies de espiroquelus y nelinolnyees
filamentos-ls fueron ineluídus en algunos de los generos que hoy cons­
tituyen este orden, no faltando autores que confundiendo estos fila­
mentos con estreplobnelerins del genero Bacillus terminaron inelu­
yóndolns en ól.

A continuación sc hn. tratado de sintetiznrlns distintas denomina­
ciones que s‘ asignaron, según Bl'ell.-\.\'.-\.\'(5), a los diferentes gó­
neros de ele orden de lns .N'quizulníerles, trunserihiemlo algunas
definiciones originales que se creyeron de importancia.

Lu diagnosis dc 'ndu genero se lnn'á por separado.

(l) (Ïclu'ro Leplolhrír

L(’])!oU1/'Í.l':género propuesto por Klf’I‘ZINGcn 1843 para. un grupo
dc ¡ligas con 1:1siguiente diagnosis: « 'I'richumulu simplicia tcnuissima
monogono-nrica, turgirla, contínua, rcl obsoleta articulala, in strntum
vel eaespilusum rel col/mucho", conlínuum, ])l('l'll‘)I1l/ll(’late L’Jïpüll-SUIII,
coluplicala Incluye euntro especies: Leplolhrír ochracea (Lyngbya
oc/¡rueeu Ill-zum), L. (leurugineu, L. ¡(deseens (IIygrwroeís ochracca Ag.
('alulhrir lulcsccns Ml-zmscnnxi) y L. fonlana (Ilygrom‘ocis olivacm,
Kg. Bangia tennis Kg... Lu ])l'Íl]l(‘l':lespecie descrian puede ser
considerada como tipo, cuya. descripción original se transcribe :l,
coniinunción: L. flucluans, nulans, ochraccae; triclunnalibus curralis,
1'I1lr1'cul1'.s', (Iliúm. l,,/l:')()()-l, 200'”), artículis glubusis
L'eloblongíx. In líisenquellen, besomlrrs auf sumpfïgrn Ii’iescn um] in
seichlen (irübm.

sublilísm'm us

1'01. IX .\'° 1
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Las siguientes referencias que se tienen del género chlothríc
son para designar germenes completamente distintos del descripto
por KUTZING.

ROBIN (1847), Wix'ri-zlt (1884), DE TONI y ’l‘mcvrsim (1889)
y SCllROI-JTl-JR(1886) describen un organismo que se encuentra en
los dientes de caballo denominñndolo chtothrir buccalis. (« Algu­
filiforme de la bouche >>).

ROBIN(1853) describe Leptolhrir bucalís y encuentra Leptothrix
insectorum cn el recto de varios animales, especialmente los (le vi­
da acuática.

KÜTZING(1847) describe nueve chtothrir, todas algas y de agua
dulce. Dos años mas tarde describe y cataloga un total de 17 especies
de este género. Ocho de ellas las agrupa en la primera división
bajo el nombre de <<Species basi adnalac >>.Todas estas algas son
generalmmlte coloreadas, pero algunas son ineoloras. Bajo el nombre
de « Species trichomalibus liberís, vel inlracalis et slralunz.formatibus
agrupa las otras 19 especies. La primera de ellas es chtothrix oc/n'a­
cea. Todas estas especies viven en agua y su mayoría son coloreadas
de verde. Lepivlhría' buccalís no es reconocida por este autor.

R..-\lncxuousT (1865) incluye el género en la tribu de las Ncma­
togenae y BILLROTH(1874) usa el término chtothrír para designar
una forma de crecimiento de su Coccabactcria scptica plcomorfa,
en la cual el organismo parece un delgado filamento y sin articula­
ciones visibles.

Coux (1875), incluye este género en la tribu de las Nematogenes
colocando en ellas todos aquellos organismos que son en forma de
delgados filamentos y con articulaciones índistintas, no coloreadas
y sin rmnil'icaeiones.

’l‘mcvrsax (1879) limita el género Leptothrir como exclusivo de
las algas y crea un nuevo género chtotrichia con la sola especie
chtothric buccalis.

LlÏERSSEN(1879) acepta todas las formas libres y las formas para­
sitas que viven en el agua como miembros de este género.

MAGle (1880) hace resaltar que las especies del género chtothría:
difieren de las del género Bacillus por sus filamentos largos muy
delgados, adherentes e indistintamente articulados.

WINTER (1880) incluye dos especies solamente en este género,
chtothrir bucealis y chlothrix parasilica. Este autor sostiene que
los hongos que se asignaron como miembros del género chtolhríx
son de muy dudoso valor especifico y la mayoría de las verdaderas
chtolhrir son típicas bacterias que contienen phycocromo, y mani­
fiesta la necesidad de designar con otro nombre los organismos
incoloros y agruparlos con las bacterias.
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ZOPF (1885) sostiene: <4Faden besclieidet oder unbesclieidet.
Tlieilungen sehr weit geliend >>.Desde esa.('poca el termino chlolln'ía'
cs frecuentementc usado como una designacit'ni morfológi 'a para
filamentos finos, largos, no ramifi -ados.

Scuu01-z'ri-Ju(¡886) describe al género chtolhría‘ como filamentos
muy delicados, provistos de una 'aina fina. Incluye en el gónero
tres especies: L. ochracc, L. parasilíca y L. buccahïs. (‘on esta doli­
nición quedan definitivamente excluídas de este genero las verdaderas
algas. Este autor recal -a la posible relación entre chlullzría- (¡e/¡meca
y (¡allionclla fci'ruginca.

DE To.\'I y TRI-JVISAN(1889) colocan a chlolhr'za' buccalis en un
nuevo género: Ii’asmusscnia. I'Ïl góncro chlolrichia lo reservan para
algunas especies dcl cual excluyen a L. ochrucca. I-Ista especie,
junto con otras dos mas la incluyen en el genero Delonicllu.

liLLis (1907) emplea el término Lc7)lulln'i'.rochraccu para designar
la especie tipo de este género y los define como organismos con
membrana endurecída y rígida. (¡eneralmente los asocia con (¡allío­
11cIlafcrruginca.

ORLA-JI-JNSI-ZX,(1909) incluye a. las Leplolhria' como el genc­
ro dc las ’I'ri'chobaclcrias, cuya característica es: celulas desunidas,

adas, no ramificadas, sin granulaciones de azufre y fila­
mentosas. l-Iste autor cree,que (¡allionclla y Spírupln'lum son formas
de crecimiento do este genero.

no espiral

La legitimidad de chlolliri.r ochracca como nombre de especie
cs discutida por Mouscu, que reduce esa designación a un sinónimo
del genero Chlamydotln'ia'.

De esta ligera reseña puede notarse que el genero chlotliría' se
ha usado para. designar cuatro formas distintas, a saber:

l") chtothríat como genero típico do las
no incluir a chlothria' ochracca.

2") chlolhría' como genero típico de las bacterias del hierro.
3") chtothrir como género dc bacterias alargadas, general­

mente de la boca. I‘Ispccie tipo: chtolhría' buccalis.
4") chto!hri.r organismos alargados en forma de bastón.

algas, que puede o

Parecería lógico reconocer la chlolhri.r ochracca como especie tipo
por ser la primera designada con ese nombre. I'Isto Iimilaría cl
género a las bacterias del hierro (hoy Chlamyrlobactcríalcs).

Vol. l.\' .\"' I
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b) Género Cladothrix

CIatIoUn-ia'es un nombre dado por DE CANDOLLES,l’uoonomrs
(1849) para un genero de fanerógamas de la familia de las Amaran­
ta'ccas. Es desde entonces generalmente reeonoeido y valido para
los botánicos.

COHN(1875) usa este nombre para un genero de bacterias con una
sola. especie, Cladot/zrz';r(Iicholoma, que vive en aguas impuras. Ineo­
loras, una parte flota en las aguas y la otra parte del filamento está.
fija a algas mueras. Los filamentos son muy deli 'ados, aparente­
mente nosegmentados, rectos y algo encorvados como una Leplothría:
ineolora, difertwriz'mdose porque estas últimas no tienen ramifica­
dos los filamentos, mientras que Clarlothrir sí, y con repetida
regularidad. Sin embargo no son verdaderas dieotomias, sino fal­
sas ramificaciones.

THEVISAN(1879) incluye este genero en Ja familia de las Bac­
tcríaccac, y MAGle (1880) sigue la descripción de COHN.

WINTEH (1880) describe el genero como pareeido a chtothrix,
delgados filamentos fijos, rectos, falsa dieotomía y eon puntas ter­
minadas en espirales. l‘lstnbleee, sin embargo, que es in'apaz de
distinguir el género Cladotlzrir del Sphaerolílus, y concluye diciendo
que ambos géneros son semejantes.

SCIIROETER (1886) revisó la diagnosis del genero Clarlollnvíat y
Sphucrol'ilus y los consideró como generos distintos.

MIGULA(1895) definió el género eon grandes detalles, eomo fila­
mentos con vainas, eólulas eilíndrieas, falsas r:unifieaeiones, pseudo­
dieotomía, multiplicación por gonidios teniendo éstos un manojo dc
flagelos colocados cerca de un polo.

FISCIIER (1897), MIGUm (1900), Clllas'rlsu (1897, 190]), I‘IEWLETT
(1898), SMITH (1902), FISCHEH (1903), JORDAN (1908), ORLA-Jl-JNSEN
(1909), ELLIs (1909) y Hum (1911), son autores todos éstos que
han seguido la definición de MIGULA. MIGULA decidió que el gé­
nero Cladothrix es sinónimo de Sphaerotz'lus; sin embargo, BUCHA­
NANcree que las definiciones originales de Sphacrolilus y Cladothrix
son suficientes para garantizar la separación de ambos generos.

Macu (1897), no acepta el genero Cladoihría: pero sus conclusio­
nes no son aceptadas; sus relatos son muy confusos y tienden a per­
turbar más aún la nomenclatura de este género.

BUCHANAN(1918) no acepta este genero por pertenecer a las
faneróganms.
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l’ureeerín que el genero Clmlolln‘ir (¡‘onx (i(‘i)(‘eonser 'urse ('()lll()un
sinónimo de Splum'olílus.

(r) Género h'plum‘olilus

Sphaerolilus es un genero deseripto por .Kl'TZlXG(¡833) eon una.
sola especie, Splmrruülus nahms. Más l:ll'(l(‘el lnislno nulor ineluye
el genero en su Pla/coloma generalis en 1843 eon lres especies: S.
naluns, .N'. llu'r-mulis y N. [ue/ms. 1.:! deseripeióli es ln signienle:
« Slralum flo('('o.s'1rn1(ar globulis ¡Irinull'ssínzís (lggregfllis cornposilunl >‘.

La deseripeión de In espeeie S. nuluns es: <<S. ¡Ia/ans fll.\'('t'.\'/'(’Il-\';
flot'l'ís fugaríssimis ‘>.

I'ividenleinenle es el mismo organismo que deserihió (,‘OIIN(1875
i):lj() el noniln'e de (Íhulollzrzïr.

l)i-; TONI 3' TREVISAN(1889) reeonoeen los dos generos, y Ll'l)\\'lG
también los reeonoee. Mnelios unlores ineluyen el genero Np/mrro­
t'iIus en lu Iislu. de los generos nlnlndoinulos.

()lH..-\-Jl'2.\'.\‘l'2Neonsidern en 190!) el genero .N'plmrrolílus eolno sinó­
nimo de (,‘Imlolln'l'J',y Mouse“ en lil“) eonsidern ('larlolhrír eonio
ln eorreeln designnen'ni del genero.

I'll noinln'e (¡'Imlul/u'ír es nn'is usado que .N'p/¡uu'olílu.v,aunque, no
obslnnle, el segundo de los noniln'ndos tiene prioridad.

Bl'('ll.v\N.-\.\'(HMS) du unn definieión del genero y reeonoee linie:l­
mente Sphacrolilus naluns como tipo. Bl-JRGl-ZY,en 1923, nsn también
ln inisnnl deseripeimi.

(Í) (¡inem (‘I'molhrLr

I'Ïsle genero de bacterias del hierro fue propuesto por (É‘onxen el
:n'io ¡872 pan-:1 ln es¡:eeie ('rmullu'í.r ‘])(¡lj/.\'[)UI'(I(Ïon.\'.

'l‘lu-zvlsAN,en 187€), lo inelnye en ln llii)“ de las I'luviln'ioni ‘ne.
I'Iste genero ha sido reeonoeido por varios olros :ullores eonio

\\'1.\"r1.;n (ISSO) y (,iom'i-z (ISS-i), il:l('i(‘ll(i() resuilnl' en sn definieión
la forma de eluvn, eon ensnneliznnienlo lmeiu ¡ll'l'iil:l, y In reln'odne­
ción por esporas formadas dentro de ln ruina por subdivisión de
las hneterius. Otros :inlores que reeonoeieron esle genero son: \'.-\N
TlliGllliN (ISS-l), Zorr (1885), l"l.('c:(:ic (¡886), Sennm-z'ricn (ISSG),
I'IANSGIIH: (1888), 'l‘nlc\'i.s;.-\N(|889), Dic ’l‘o.\'i y 'l‘nliVlsAN (¡889)
y Ill'l'il’l’l-J (¡885).

Miarm (1894) du una deseripeión del genero Crenolhríarque es la
que práetienmenle usn .\IOI.Iscll en l!)l().
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c) Género Clonothrix

Este, género de bacterias del hierro fué descripto por Seuomiivzu
(1904), incluyendo una sola especie, Clonolhrirfusca, eon la siguiente
diagnosis: <<FilamentOs dicotómicos o con ramificaciones irregulares
fijos, con base y punta difermiciada, terminando en punta por el
extremo libre. Vaina constantemente presente en los filamentos
jóvenes, luego son mas gruesas e impregmulas con óxido de hierro
ó manganeso. l'Iultiplicación por medio de conidios pequeños, esfé­
ricos e inmóviles, los cuales proceden de la celula vegetati 'a.

lista especie produce masas de color gris oscuro, -astaño y negro,
semejantes a las de Creuolhria', y esta frecuentement ‘ asociada con
ella.

I‘ll género es reconocido por l‘lLLISen 1909 y por Mouseu en
19H), y BUCHANANen 1918 da una definición de este género muy
semejante a la de Seuoumsa y reconoce la especie Clonothrir fusca
como especie tipo.

BERGl-JY,en 1923, incluye este genero en la familia Chlamydobac­
lcriaccae.

Estos generos estan actualmente reunidos en la familia de las
Chlamyrlobactcriaccac, nombre propuesto por MIGL'LAen 1894, para
incluir a las bacterias que estan caracterizadas por poseer una mem­
brana o vaina, rodeando 10s filamentos. Los filamentos pueden ser
o no ramificados. La. familia primerammrte deseripta contenía los
siguientes géneros:

Slrcptothrir Cou.\'
Phrugmídz'olhri.r leGmcu
Crmolhrir Coux
Clmlothrir Coux
'I'Iliolhrír“'ixocaansxï

l'Ïsle nombre de familia es usado sin alterar su definición por los
siguientes autores: S(:u.\un'1‘y Wizis (1892), CHESTER (190]), SMITH
(1902), KENIMLI. (1902), MIGULA (1904), SMITH (1905), ICLms
(1909), CI.i-;.\ii-;.\"rs (1909) y FROS'I‘ (191]).

BI'CIIANAN,en 1918, incluye esta l'an'ilia. en el orden Chlamydo­
bacterialcs creado por el cn IQIT.

I'll nombre de Chla¡in/(lobactm'íalcs es aceptado por “'INSLOWel al
(Committee Society of American Baeteriologists 1917) y por BER­
GEYen 1923. La clave dada por BL‘CHANANen 1917 es la siguiente:



52 lis'l'l'luo FISIOLÓGICOY sls'r. m-z.-\l.(:l'.\'.-\.<(flilumydabuclcriulrs 701-IX N'1

CLASE Setuzom'cI-z'rI-zs.

Orden ChlamyrlobaclcríaIcs. - —-'l‘ípicamente producen filamentos
como formas regulares (lo crecimiento. Pueden formarse conidios,
pero nun 'a endosporos. ParecidOs a algas, típí-as formas acuati­
-as. Pueden tener falsas pero no verdaderas 'ainifiem-iones. Vaina
en general evidente, usualmente impregnada con hierro.

¡"(nazilm Chlanzyrloba(:Icríaccae :

l“) Filalnentos generalmente no fijos.
(l) l"ilamentos rectos o por lo menos no retorcidos.

Género qulolhrir
b) l“ilamentos retorcldos.

(ió-nero Didymohdiz
2°) I-‘ilamentos fijos.

a) l"ilamentos no ramificados.
(iónero ('rcnolhrí:

b) Filamentos con pseudo dicotomía o falsa I'amilicación.
(l) I-‘ormancelulas móviles (eonidios). Generalmente sin depósito de ltie.

rro en las vainas.

(¡enero .S'phacrolilus
(2) Conidios eslóricos no móviles. (¡eneralmente con hierro.

Genero ('lonofliriJ:

BERGl-ZY.en 1923-1934, sigue exactamente la clave de Bt't'uANAN (*).

2) Il)l'2.\"FIl"lC.-\(,'IÓ.\' DE LOS (,‘l'l.'l'l\'()S l-ZS'l'l'l)l.-\l)()S

La identificación de las cepas aisladas presentó, como cn la ma­
yoría de los casos de sistemática, un problema de difícil solucit'm.

La determinacit'm del género chlolhriJ' no ofreeíó mayores dili­
cultades, sueedicndo lo cont 'ario al proeurar identili 'ar sus especies.

La opinión heterogénea de los diversos autores y la falta d ‘ al­
gunas descripciones originales contribuyeron a aumentar el número
de estas dificultades, y si se tiene todavía en cuenta (¡ue estas es­
pecies no tienen aún deseripeiones en cultivo puro, el problema de
su sistenu’ttiea toma un aspecto particttlarmente complejo.

Las claves que se utilizaron para orientar la clasificacit'm de las ce­
pas aisladas fueron las de Blcnonr, NAI'MANNy CllOLODNY(") ('43)(1°).

La elave de NAI'MANX,muy incompleta para la ópo -a actual, sólo
se refiere a dos de las nueve especies conocidas del genero chtotln'i.r.
El carácter que emplea para identificar este genero, a saber: « fila­

(') Con respecto a la última edición del BERGEY(l939), Vease pags. 68a 69.



Setbre. 1939 Mania S. CATALDI 53

mentos no incluídos en depósitos de mineralización posterior», es
impreciso, pues las especies de este genero estan en todos los casos
incluidas en vainas mucnlaginosas, cuya impregnación por hidróxidos
de hierro o manganeso, puede interpretarse como una « minerali­
zación posterior ».

La clasificación de CHOLODNY(1926) descrilze 5 especies de este
genero, siendo tres de ellas originales. Ademas algunas de sus des­
cripciones son incompletas, como en el caso de chtolhrír roll/bilis,
cuyo único dato específico es que « dicho filamento aparece euros­
cado en forma de espiral a los filamentos de algas ». Este dato carece
lógicamente de valor en cultivo puro, puesto que en el no hay algas,
y ademas es tendencia muy común en los generos Lap-tothriry Sphac­
ratilus el presentarse en forma de rulo o enroscados unos filamentos
en otros.

I'ln la clave de BERGEY,encontramos cuatro especies correspon­
dientes al genero chtothría‘, de las cuales, salvo chlolhría' ochracca,
las restantes no parecen identificarse con las ya descriptas por
CIIOLODNY;por otra parte, BEIKil-IYno reconoce Implothrír eras-sa
y chtolhriar trio/¡agents de CHOLODNY,ni chlolhrix sz'dcropous de
Mouse".

I'In cuanto a. la sistemati -a de Sphacrulílus, la opinión delos autores
se divide en dos tendencias: una, acepta el genero Clarlolhria' como
sinónimo de .S'phacrolilus, otra considera independiente ambos gó­
neros.

K Ü'rZINu,en 1833, describe una bacteria filamentosa con el nombre
de Sphacrolílus nalans; en 1875, COIINdescribe otra bacteria fila­
mentosa, con falsas dicotomías, a la que da el nombre de Cladothria:
(lic/iotmna. Este fué el punto de. partida de las controversias, pues
])l-: Tom y TREVISANt") (1899); Zuuzs (“5) (l9l5); NM'MAXNt”)
(1933) y otros, los clasifican como especies correspondientes a dos
generos distintos, a salzer: genero Sphacretilus y genero Clmlolhrir;
mientras que MIGI'LA (2') (1909); Mouse" ('-"-')(1910); BI'CIIANAN
(5) (1918) y otros, los identifican en un solo genero, al que MOLIscu
designa como Cladothrir y BI'CHANAXcomo Sphacrotilus.

En este trabajo se ba seguido la nomenclatura de Bl'CllANAN,
aceptada por BERGET,que establece la identidad de ambos géneros
y la denominación de Sphacrolílus.

Re'apaeitando sobre las principales caracteristicas de cada uno
de los tres grupos de gérmenes estudiados, y comparandolas con las
descripciones ya existentes en la literatura, con el objeto de esta­
blecer su posición en la sistemática, llegamos a las siguientes con­
clusiones:
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GRUPO I

Sc identifican estas bacterias, como representantes del género
Sphacrolilus dc KÜTZING (1833).

En efecto, la presencia dc vainas incoloras, la presencia de pseudo­
dicotomías, la facilidad de desarrollar cn todos los medios de cultivo
ensayados, su afinidad nula con el hierro y el manganeso, eI gran
tamaño dc sus colonias en medios sólidos, sus exigencias respecto
a la cantidad de materia organi -a (mayor de 0,05 %), son todas
características típicas de este grupo de microorganismos.

GRL'PO II

Se identifican estas ccpas, como representantes dcl género Lapto­
thrím dc KÜTZING (1843).

En efecto, la presencia dc vainas coloreadas, la gran afinidad con cl
hierro y el manganeso, sus exigencias rcspccto a la calidad y -antidad
de matcria organica, las caracteristicas morfológicas de sus células
y sus colonias, son caractcres propios dc este género.

GRUPO III

Este grupo tiene caracteres comunes a ambos géneros: el tamaño
y forma de sus colonias, sus exigencias respecto a la cantidad dc
materia organica, coinciden con las del género Sphacrotílus; en cuanto
al tamaño y forma de sus células, su capacidad dc oxidar el hierro
y el manganeso, la forma y coloración de su vaina, son propias del
género chtothrir.

Considerando la capacidad de oxidación del hierro y cl manga­
neso como caraetcrísticas determinantes del género chlothrír, sc
dccidc incluir a estas cepas del terccr grupo, cn una nue 'a especie
(lc dicho género.

Si bien cs cierto (¡nc los resultados no son totalmente compara­
bles, pues las descripciones existentes en la literatura, no se refieren
a cultivos pur0s (salvo el caso de Sphacrotilus dicholomay chwthrir
ochracca), puede llegarse, a la conclusión que:

Las cepas dcl grupo I pcrtcnccen todas a la especie Sphacrolilus
(Iichotomus (Coux) Mist-LA.

Las cepas dcl grupo II, a las especies chtolhrix ochracea (LEI­
nLi-Jix) KÜTZING;Lc;)totlirí.r sideropous Mouse"; chtothrix crassa.
CHOLODNY.
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Las cepas del grupo lll, a una nueva especie: Leptothrír winograds­
kii n. sp.

A continuación, se agrega la descripción completa de los géneros y
especies encontrados en el curso de la presente investigación.

3) I)Escnlreló.\' DE GEA-2110.5-Y ESPECIES

Género Sphnerotilus KÜTZING. 1833

KÜTZING 1833, Linnaea VIII, 38:").
Sinonrimia. -—CIGIÍUNH'ÍJ'COIIN: BPÜI'. z. Biol. (le Pfl., Bd. 1-1875,

pág. 185.
Caraclcrislí cas

Está formado por células reunidas en largas cadenas y rodeada
por una delicada vaina mucilaginosa, siempre presente y que sólo
se hace visible con ayuda de eolorantes. La vaina es ineolora por la
afinidad nula que tienen las células eon las sales del hierro y del
manganeso.

Sus filamentos presentan pscudo-dieotomías. Las células son mas
o menos redondeadas, -asi isodnunótrieas, y cambian de forma con
suma facilidad aún dentro de la vaina.

Dentro de las celulas se observan abundantes gnmulaeiones muy
pequeñas y en desorden.

Se reproducen por división celular dentro y fuera de la 'aina, siendo
las celulas muy móviles al principio y fijándose luego.

l'In la literatura se citan las siguientes especies:
Sphacrotilus natans ]\'Ü'r7,|.\'G.
Sphacrntilus (lichotomus (COHN) NIIGI'LA.
Sphaeratilus fluitans (MIGULA) SCHIKORA.
Sphacrolilus reticularis (NAL'MANN)n. eoml).

Sphacrotílus (Iicholom'us(Coux) MIGULA,1900

Sinonimia.—Cla(lothri.r (¡idiota-ma: 1875. I'ntersuclnmgen über
Bakterien II. Beilr. 2. Biol. (l. I’fl. Bd. 14875, pág. ¡85. MIGULA,
Syst. d. Bakt., 1900-2-1033.

Caracteres (lc culliro

Agar-extracto (le carnc.—Colonias muy filamentosas de eolor
blanco brillante. Los filamentos suelen asociarse unos al lado (le los
otros, formando gruesas cintas que terminan constantemente en
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espirales. A las 48 horas de haberse efectuado la siembra, la superfieie
del agar queda totalmente tapizada por el desarrollo; después de las
48 horas los filamentos se desorganizmi y quedan los bastoncitos
sueltos.

Agar-citrato (le hierro y amonio. — Colonias iilamentosas iguales a
las del easo anterior.

Caldo (le extracto (le carne. --—Filamentos sedosos y brillantes que
desarrollan en forma de velo debajo de la superficie del líquido.
Agitando el tubo el velo se rompe y los filamentos eaen en forma de
ondas brillantes, dando un aspeeto singular, y depositandosc luego
en el fondo del tubo.

.llorfologia

En cámara húmeda. -- El cultivo se presenta en forma de fila­
mentos muy largos y terminados en espiral, een pseudo-dicotomias.
Los filamentos son fijos por un extremo, dando en algunos casos al
preparado un curioso aspeeto por la cantidad y forma de fijarse.
Los bastoneitos suelen estar también sueltos, agrupándose alrededor
de los filamentos, en montones desordenados. Son móviles y eon­
servan su movilidad durante mueho tiempo.

Se ha podido observar en preparados en pelíeula de agar, bas­
toncitos que aun dentro de la vaina van perdiendo su forma, redon­
deándose hasta formar verdaderos eocos gigantes. Después de re­
dondearse, aumentan de tamaño hasta adquirir un diámetro 3 ó 4
veces mayor, tomando un aspecto muy semejante a levaduras re­
dondas.

Las gramtlaeiones de las eólulas, son muy nlnnerosas e irregulares,
adquieren movimiento desordenado y una veloeidad vertiginosa;
por su tamaño y forma, se asemejan a eélulas eoeoides muy refrin­
gentes.

La movilidad dura hasta 24 horas; y a las 48 horas del desarrollo,
la mayoría de las celulas estan (leiormadas.

Este aspecto, que no se produee en todos los preparados, pero que
es muy común, mereeería un estudio espeeial para estableeer si es
un efecto debido al medio ambiente, o si las células deformadas
perteneeen a un eielo de evolueión de las bacterias.

Esta última hipótesis tendría en su apoyo, el heeho de que las
colonias en agar, despues de 2 ó 3 días, pareeen perder sus vainas,
quedando los bastoneitos sueltos de formas muy diferentes a las
primitivas y mueho mas grandes.

Estos hechos fueron reprodueidos en dibujos en camara clara,
que se adjuntan al final del trabajo, lam. N° 6.
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Las células gigantes, se aislaron con e' micromanipulador de
PETERFI (Zeiss) y fueron puestas en película de agar en cámara
húmeda, con el fin de poder vigilar su desarrollo con el microscopio
pero, de todas las células aisladas, ninguna. fué capaz de reproducirse.

El tamaño de las celulas normales es de 1,5 micrón (le ancho.
Coloracíones.—GIIAM y ácidorresitencia: Negativas.

Fisiología

Materia orgánica.—Desarrollan en presencia de 'antidades de
materia organica mayores que el género chlothri.r. Las cantidades
óptimas estan entre 0,5 y 1 "/00;después de 0,5 °,’00se produce de­
sarrollo muy escaso.

Asimilan nitrógeno de amoniaco, desarrollan con glucosa, citrato
y asparagina. Con extracto de agar no desarrollan bien y con suero
normal dc caballo (dializado) no lo hacen en absoluto.

().1'1Ï(Iacióndel hierro y del manganeso. — No oxidan estos metales
en ninguno de los medios ensayados.

Relación con. el oa'ígeno. — Aerobios absolutos.
Temperatura óptima. — 37° C.
Tcnzperalura minima (le desarrollo. — 15 ° C.
Relación con, el pl] (Icl 7nc(1i0.-»—Desarrollan con igual intensidad

desde pI-I 5 hasta 9,8. No es posible elegir dentro de este intervalo
el pI-I óptimo.

Crrmwgénesís.— Blanco brillante en todos los medios.
Producción. (lc indol. —«Negativa.
Rctl'uccíón. (lc nitratos. ———Reducen los nitratos hasta el estado de

nitritos.
Formación (le acciíl-"¡cid-carbinol. H- Negativa.
Licuacíón de gelatina. — Licúa tardíamente.
Influencia (lc la luz. — Xula.
Formación, (¡e hidrógeno sulfurado.—Negativa.
Las láminas correspondientes a esta especie llevan los números

1 y 6.

Género Leplothrir ]\'Ü'rm.\'(:. 1843

lx"i"'rzr.\'(:, 1843, I’hycologíca Generalis, pág. 198.
I‘Íst‘ autor usa el nombre de este genero, que en esa época perte­

necía a la algología, para designar una bacteria filamentosa que con­
fundiera con una alga. Su nombre signiii ra: Lepto, fino; Thría‘, pelo.

S'i'nonimia. ——Chlmnq/(lothría: MIGULA, 1900, System. (¡er Bakiericn.
(Chlamydo, túnica). A pesar de que el nombre dado por MIGULA
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nn'isexaeto, pues se adapta mas a la morfología (le estos gérmenes,
se siguió usando el nmnln'e (le I.rplull¡rí.r por razones (le ])l'i()l'Í(i:l(i.

(‘ururlt'rísl ¡ras

.-\ este género perteneeen eeluias reunidas en filamentos eilin­
(lrieus, ¡nas hien largas, rmleatlus por una vaina nnleílaginosa ¡lll­
pregnatla en la mayoría (le los (-asns, eon sales (le hierro y ¡nan­
ganeso.

La reprmlneeit'ni se liaeer por división (le las eelnlas dentroy fuera
(le Ia vaina. Las eelnias jóvenes son muy móviles y atraviesan el
'¡llllpo del lllit'l't)s('t)])it) (-on ¡nneha \'(‘i(i('i(i:l(i1luego se fijan por uno

(le sus extremos y forman el nuevo filamento.
l‘In la literatura se eitan las siguientes t'spei'ies:

Lepann'ÍJ' uehrneeu (LI'ZIIHJ'ZIN),i\'i"'r'/.|N(:.
Implulhrír r/u'pln'líru (Minera) lhcmn-zï.
Implolln-Lr fluiluns- (.\Il(:l'l..-\) Bl-thGl-ZY.

Lrplolhrir hyuh'nu (.\l|(:l'l..\) lil-:litu-zï.
Lrplnllzrir sir/empuus Mouse”.
IA'pIUl/¡I‘I'J'erassu ('IluumNï.
Implalhrir tríe/mgenes (‘i|(n.0|;-.\'Y.
Lr/¡luUII'ÍJ'[up/¡"Im honrr.

pseIIIÍUl'UCIluhlÍfl (l’I-znrnJI-zr) Dont-T.
rr-ln'nuln illñlilH-Jlt.

LrpanIríJ‘
ÍA'le/¡I'ÍJ'
Il('l)l”ll’rl..ll II'I'Im_(/rmls/.'íi n. si).

Lt'plol/¡I'I'J' orhrueeu 'I\'i"l'7,IN(:. ¡843

.i\'l':'l'7.l_\'(:,l’hyeuluyíru (¡'rm'ruh's; ¡843, pag. IDS.

.N'íntnu'miu. - Lyngbyu nehrurm 'l'lll'ltli'l', Ann. Sci. Nat. 1101.,VI,
1, ISTÏ), 279. (fhlumytloll'írurhrueeu .\II(:t'l..-\, Híxlrm (Ir'r Ifukhríen,
190i), 2401“.

Sn nmnhre espeeífieo se (lehe a que sus vainas estan eonstante­
lllt‘llit‘ enloreadas (le oere.

('(lrm'll-rrs (le ('IlÍlÍl'U

Agar-rílrulu ¡[(1ln'rrra y (II/mili". v- ('olnnias iilainenlnsas nnl_\' ex­
tendidas, (le tamaño muy grande y enn ext reinos terminados en espi­
rales, visibles a simple vista (lestle las 24 horas. lnenluras al prineipio,
se enlnrean luego (le ('olm‘m're('ial't), nunea llegan a easlaño obsetlro.

lin los trasplantes sucesivos pierden la iaenitad (le formar fila­

I'oI. I.\' .\'° 1
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mentos, dando lugar a la formación de colonias no filamentosas,
casi redondas, levemente coloreadas de ocre.

Agar-acetato (le 'mangmzeso.'-—Colonias ineoloras al principio, luego
toman tinte castaño, filamentosas, no muy extendidas.

« Desarrollo abundante que
superficie de la estría, formando un velo

'aina ineolora de los bastoncitos.
'azón por la eual sus

Estria en citrato (le Mcrro y amonio. ­
cubre
iridiseente, debido tal
Precipita poco hierro,
en algunos casos.

'apidamente la
vez a la

'ainas son ineoloras

Eslría en acetato (le mungancso. m Desarrollan en forma de fila­
mentos muy largos pegados al agar, o flotan en el agua de conden­
sación del tubo.

Caldo (le peptona y acetato (le mangancso. »Ñ-Desarrollo abundante,
en forma de. copos -astaI'Io-rojim)s, muy sedosos y brillantes que.
se depositan en el fondo del tubo. I'ln la parte superficial del líquido
se forma un anillo pegado a la.pared del tubo, que por la abundancia
dc desarrollo coloreado, le da un aspecto metálico.

.llm'fología

En cámara húmeda. — Desarrollan en forma (le filamentos, con
vainas presentes en todos los casos, lisas e incoloras al principio,
y despues toman color ocre. Los bastoneitos forman cadenas sol­
dadas, siendo difícil distinguir la separación de las celulas, dando
un aspecto de filamento continuo sin tabique.

Dentro de los bastoncitos hay granulaciones del mismo ancho
una a continuación de la otra. Son

muy reir-ingentes, semejantes a
Los filamentos son fijos. Nunca se han observado verdaderos eo­

que las celulas, y se, ordenan
esporas.

nidios. La reproducción se efectúa por división transversal. Los
bastoncitos se desprenden de la vaina, luego se fijan y forman un
nuevo filamento.

Son móviles; el movimiento comienza algo depues de haberse
desprendido del filamento, y es muy rapido al principio, luego mas
lento y (le trayectoria ondulada. Termina por fijars‘, al vidrio por
uno de sus extremos que toma el aspecto de una verdadera ventosa.
Al microscopio se ve la parte fijada como un círculo incoloro, de cuyo
centro parte el filamento, el que despues de 8 días se colorea por el
manganeso del medio de cultivo Nunca se observan bastoneitos
sueltos.

Las celulas miden de 0,8 a. 1 mierón de ancho, y la vaina, 2 micrones.
Coloracioncs. ——GBA.“ y ácidorresistencia: Negativas.
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Fisiología

.llalm'l'a orgánica. — Desarrollan hasta ('on vestigios (lo poptona
(0,0015 ",lm). Desarrollan hion con glucosa, asparagina, (-itratos y
oxalato. No (losarrollan (-asi (-on lnvntos (lv nitrógeno alnoniat'alos,
lalnpovo ("on (-istina ni snoro normal (lo -al)allo (ll:lllZ:l(l(). l)('s:tl'r()ll:l
con ln'lnoglohina, (-oloroalnloso (-on ('l lllt'l'l'U (lo ("sta.

(¿tallar-¡ón (lvl hierro 1/ (Ill numgunrso. v- lio (-nlliro pnro son oxi­
(lantos (lvl Jnanganoso ('n l()(l:l.\' las salos ('nsayatlas. Oxitlan |)()('() (ll
(-itrato (lo hit‘rro y amonio. No so (-olorvan ("on sulfato lorroso ni
con hiorro l'(‘(lll('l(l(),ni ("onhiorro motalioo (al ('slatlo (lv ('nlt i\'o puro).

¡{dación ('on.al (mln'rlrirlo rurlníniru.-- l’avoror-vn algool (losarrollo.
Ii’t'lnrilin ('on (Il I).l"ífl(lll).—>-No (lt'sarrollan vn anavrohiosis (‘n los

tnhos (lo I’I:\I.L. l'In los lnhos (lo agar punción (l('s:lrl'()ll:ln vn l()(l:l la
(eohnnna (lo agar hasta (‘l fondo (lol lnl:o. l'Cl(l('s:lrl'()ll() ¡modo sor
también sllpt‘l'liciHl, o solo hasta nn (-(intílnotro por (lvlmjo (lo la.
snpvrfiviv (lol agar.

Tl’lil])('l'(l[lll'(l (ip/¡mm v 23° (7.
'I'rmprralllra mínima ('(nnpulíblr' ron rl dm(1¡'rollu.--—15° ('.
Ir‘t'lm-¡án ron r] y)” tlrl ¡rm/io. v—-Dvsarrollan (losdo ¡ill 6,6 hasta

¡ill 10, siontlo (¡l punto óptimo alrmlmlor (lo 8.
(‘I'onlugúu'síaz -r .\Inarillo muy ('laro on (-itrato (lo hiorro y amonio,

"astaño rojizo (‘n agar-acotan (lo manganoso.
I’rmlurrnin dr indol. — Nogativa.
Ii’r'rlucm'ún ¡Ir nitratos. —-rll('(lll('(‘ll nitratos hasta ol (‘Slilllfl (lo ni­

tl'ilos.
Producción ¡Ir ("TÜI-III('ÍÍl-(Yll'bÍIIOI.-‘ Nvgaliva.
Lil-¡lación (lo grlah'na. —Negativa.
Influencia (lo In luz. AÑnla.
I‘ïu'Inm'írin (Ir IIÍIII'rig/t'nusulfurmlo.» - Nogati 'a.
llnstran ('sta (‘s|)(‘('l(‘las laminas 2 y l.

m

Lr'plulhria' (:russu (Ínot.on.\'\'. 1020)

(‘n01,on.\'ï, 1926. I)z'(' lz'ísmbukln'írn G. l-‘¡scnl-zn. .lvna, pag. 14.
Sino" ¡In¡u :

.llcgalotln'ia' (Hsrop/Itn‘fl St'nn‘. Svnwl-zns, II. 1912. .llégulnlln'ir
rllÏsmphnru, vino nvno oisvnhaktvrio '/.vntral|>latl l'. Bakt. II. Aht.
B(l. 33, pag. 273.

Loplnlhria' .llrmri l'II.I.. |013. ()n lllt‘ ¡(lvnlity of vatolhrl'a' .llvyrri
(I-ÏLLIs) and of .llrgululhri.r ¡{fs-cophm'a(Scnwrznsi \\'ith Crt'nnlhriat
polísphora (Conx). Zhl. l. liakt. Il .\I)t. B(l. 38.
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Caractcrcs (le cultivo

Agar-citrato (le hierro y amonio. - r4Colonias más o menos redondea­
das, de borde filamenloso, con manchas aeeitosas dentro de las
colonias, de aspecto brillante. Con lentes de inmersión, las manchas
aeeitosas, parecen estar formadas por hastoneitos sueltos y no eolo­
reados.

Agar-acetato (le manganeso.—Colonias de filamentos gruesos y
cortos, con pseudo-dieotomía y terminados en punta.

Agar mirta-citrato (le hierro y amonio. — El desarrollo se efectúa
en forma abundante en el agua de condensación del tubo; suelen
desarrollar también en la estría, en cuyo caso el desarrollo es muy
extendido; rara vez forman colonias.

Agar estría-acetato (le manganeso. — I‘ll desarrollo se efectúa en la
estría y entre el agar y el vidrio, en forma de manehas circulares de
color -astaño rojizo.

Caldo (le peplona y acetato (le manganeso.—Desarrollan en forma de
finísimos copos sueltos que se depositan en el fondo del tubo. En la
superficie del líquido forman un anillo fuertemente coloreado y pe­
gado a la pared del tubo. Pueden desarrollar también pegados a la
pared, formando manchas alargadas.

.llorfología.

En cámara húmeda.—Filamentos cortos, incoloros cuando jó­
venes, que se eolorean despues de las 24 horas, tomando en este caso
un grosor que llega.hasta 16 micrones de ancho. Les filamentos ter­
minan en punta y presentan pseudo-dieotomías en algunos casos.

Los bastoneitos miden, de ancho, de 0,5 a 0,8 micrones, y las
vainas hasta 16 micrones.

Coloracíones. ——GuAM y ácúlorresistencia: Negativas.

Fisiología

Materia orgánica. — 1121desarrollo se efectúa hasta una cantidad
de materia organica superior a 0,05 0/00,siendo indiferente que se le
agregue o no acetato de manganeso.

Desarrollan hien con glucosa, oxalato, citrato y asparagina. No
desarrollan bien con nitrógeno de fuentes amoniaeales, eon eistina
ni con suero normal de caballo dializado.

Relación con cl anhídrido carbónico. — No favorece el desarrollo.
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().r1'¡lrl('¡ón r/r'l hierro y ('I munyrmvsu.

Tl'lllpl‘l'llllll'ü típlílnu. - —línlrv 25° y 28° (Í.
Iñfl ('.

Ín’rlur'ión (wn l'l I)” lÍl‘l ‘IIII’IÍÍU.

simqu ('l óptimo pll 8,5.
In’rltu'iún run ('l UJ'Ífll'IIU.

'I'rm pzru! uru mí n hurt.

llan hasta un ('(‘nlílm‘ll'n por (lvlmjo «lv la superficie.
('I'UIIIUflÍIIJ'A' ­

y amonio. ('aslaño oscuro ('n :l('(‘l:ll() (Iv mangam'so.
I’rm/urr'ián ¡lr I'm/ol. Nogalira.
I’rwlurrián (Ir níh'uhm. lelu'on nilralus hasta nilrilos.
Formación 4/4-Il('(‘(I'Í-III(’ÍI.Í-(fllI‘I)IIIlUl.'74Nvgaliva.

Livuuriúu (Iv (¡l'Iulían -N('g:lli\':l.
- Nula.

Furl/turrón ¡la INV/niguna xulfurwlu.

¿lr-("ión ¡[r la [113.

- Negativa.
Las laminas (¡av ilustran (‘sla ('S|)(‘('Í('llvvan los númvrus 3 \' 7

Inphrlln‘z'a' NÚÍl‘I'U/)I.III-\'(.‘IOLIN‘HJ (‘Homnxï ¡926

Sínmu'nn'u. -(.,'/:ltII)1¡/(Iu!llr1'.rsirluwpvus Mouscu. HHO. J)í<- Iii.
sonhaklt-rit-n. Jona.

(,'lI/'(I('/I'rt‘s Ill’ ('Illlíl'l)

--l_qur-rílru[u¡lr IIÍI'I'I")y unmniu. ('olonias filanu'nlosas, (-nn fila­
montos ím-ulnrns y manchas «Iv (-ulor m-rv fuora (lo los l'ilamvnlos _\'
(lo las (-0Imlias, (¡ur (lan (-l aspw-lo (lv filamvnlns involuros salpit'ados
(-un ostrvllas (lv (-ulnr Iu'rrlunln'o.

(Ton oijlivns (lo innwrsión las mam'llas vslrolladas :l]):ll'(‘('('llfor­
madas por grupos (h- ¡:¡lslUIH'ÍlUSmn vainas muy vngrnsadas por la,
prvripilavión (lt-I hivrrn.

Las (-nlnnias no sun visith a silnplo risla hasta transcurridos
por lu Int-nus (i días (lo la sivlnln'a.

.vlgur-ru-Hnln¡lr nmngumxu. —('ultmias (lo gran tamaño, muy fila­
nwnlnsas _\' rlN'l'll'llll‘llll‘ (-olorvadas.

Iz'xlríu-m'lmlu r/r III't'r/‘uy antonio. - Dosarrnllan vn lmla la supor­
fi('i(' «lo la vslría (In forma (lo (-olonias aisladas, ¡wm (-uando (Il (lv­
s:lrro|ln ('s muy almudanlv, las (-ulnnias Hogan a lm-arso, (-uln-ivndu
toda la sll])('l'ri('i(' ¡wm (-unsvrvamln su imliridualidad.

IL'Nlríu-ru-rlulu ¡Ir muuy/amm. I'll desarrulln so |)l'0(lll('(‘ ('n la ('5­
a, ('n la parvd (le tubo y vnlrv (IIagar y ('l vidrio, (-n forma do una.lr

])('lÍ('lll:l.(-Unlinua (lo asporlu Invlalico y (-nlor rastaño rojizo.

-()xi<|a:1 las salos (lo IlÍt‘l'l'í)

_\' manganosn, ¡wm (-un mmmr inlt-nsidall quo I,(’¡¡lotln‘!'.r lll'lll'(l(,'('ll.

Dvsarrnllan ('nlrv pH T _\' IO,

Sun :wrohias, on agzar pum-¡(m dvsarro­

Do ('olur m-rv amarillvnm vn ('ilrato (lv lli(‘l'l'()

l'ol. 1X X" 1



Sctbre. 1939 MARÍA S. CATALDI 63

Caldo (le pcplona ¿1/(lactato (le mangancso. *—Dcsarrolla en forma
(lc vclo supcrfícial muy (lclgado y rcsistcntc, (lc aspccto inctalico
y color castaño rojizo.

.llw'folog'ía.

En cámara húrncda. — Visto con lcntcs (lc poco aumento, ol campo
aparcco salpicado con numerosos puntOs oscuros.

Visto con Inayor auincnto, -a(la uno (lc csos puntos aparccc como
cl naciinicnto (lc un filaincnto corto c incoloro cuya baso cs un trozo
(lc 'aina fucrtcincntc impregnado y quo cn algunos 'asos toma
forma rasi circular. l'Intrc inczcladas con las manchas, aparcccn
los hastoncitos cn g‘an núincro y formando una vcrdmlm'a trama.

Dcspuós (lc ’¡ll’ÍOS(lías, las "ainas (-oinicnzan a iniprcgnarsc con
mangancso. 'l‘oinan cntonccs un aspccto rugoso, (¡chido a quc la
prccipitación (lcl niangancso no cs contínua.

Los filaincntos tcrininan sicinprc cn punta. y crcccn sicinprc (lo
un solo lado.

'l‘ainlnón so vcn bastoncitos sucltos quc forman grupos no muy
numcrosos. Las granuiacioncs (lc los bastoncilos son muy visiblcs
aunquc pcqucñas. Los bastoncitos cuando jóvcncs son inóvílcs y sc
(lcsprcndcn dcl rcsto (lo la cadcna con un lno\'ilnicnlo brusco.

Los bastoncitos inidcn (lc 0,5 a 0,8 .Inicrollcs «lc ancho, y la vaina
iinprcgnada, 2 lllÍ('l'()ll(‘S.

Colorucirmcs. Á(il(.-\.\l y ácidorr‘accioncs: ncgati 'as.

Fisiología

Jlalcria orgánica. -—Dcsarrollan con un iníninio (lc 0,015 % (lo
pcptona, cs (lccir, ncccsítan inayorcs -anli(la(lcs (¡no chtolhrim
ochrucca. Dcsarrollan con glucosa, citrato, oxalato y asparagina.
No asilnilan hicn nitrógcno alnonia -al ni (losarrollan con cislina ni
sucro normal (lc caballo.

Relación cun cl (mhúlrido carbónico. 7- No favorccc cl (lcsarrollo.

¡{dación con, cl 0.1'ígclm. >——Jin tubos (lc HALL no (lcsarrollan. En
tubos (lo agar punción dcsarrollan sólo hasta un ccntíinctro por
dchajo (lo la superficie.

Tcmpcratura óptima. -—Dcsarrollan muy bicn cntrc 25 y 28° C.
’I'cnrpcratura mínima. v- 15° (J.
¡{dación con, cl 7;]! (¡cl medio. »Ñ Dcsarrollan desde pH 6 hasta

pH H), sicndo cl pH óptimo alrcdcdor (lc pH 8.
Cromugéncsis. — Son (lc, color castaño rojizo cn aga‘ acetato (le

niangancso y cn citrato (lc hicrro y amonio.
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r - Negativa.
Redueen nitratos a. nitl‘itos.

Producción (le ¡nl/ol. s
Ii’cdueeíón (le nílrntos.

Formul'íón (la (¡edil-m('lil-eorbl'nol. "-—Negaliva.
Licuaeión (le gelatina. — Negativa.
Influencia (le la luz. -- .\'nla.
Formación ¡[e hidrógeno sil/jurado. --—Negativa.
Las laminas que ilustran esta espeeie lleva]. los números -l y S.

Implolhrir Il'inogrruls/rii n. sp.

Cül'ül'll’l'l’s ¡le ('ullíro

Agar citrato (le hierro y amonio. -—Colonias muy extendidas, los
filamentos se asoeian unos eon olros, formando gruesas einlas,
nnnea. lerininan en espiral.

No se (-olorean por el eilralo de hierro y amonio, siendo de eolor
blanco male en este medio.

Las eolonias son \'isil)les a simple visla desde las 24 horas de la
siembra.

.'l_(/(ll'-(l('l'l(l!o(le maru/(maso. -—-(‘olonias l'ilamentosas, de filamentos
muy exlendidos y ('()l()l":ul()s en oere elaro.

Iz'slría cilrnío ¡le hierro y amonio. v-—Desarrollo abundante en la
superfieie en l()l'lll:l de grandes eolonias do eelor blaneo male.

Iz'slríu (¡críalo (le mungam'so. - —Desarrollan en el líquido en forma
de filamentos, abundantes, algodonosos y opacos, de eolor (-aslaño
lerroso muy caraclm'íslieo.

("ulrlo ¡le peplona y ("idolo ¡Ir mnnganrso. w- Desarrollo alnindanle
en forma de filamentos muy largos, nunea pegados a la pared del
tubo, algodonosos, de color castaño (erroso.

.llorfología

En eri-mara,húmeda. - « lil preparado presenla un aspecto límpido,
sin manelias oseuras ni hasloneilos sueltos.

La vaina es rígida, sin rngosidades, muy lina y debilinenle llll­
pregnada de manganeso.

Los hasloneitos forman eadenas muy estables, las granulaeionos
internas de las eólulas son redondeadas y muy refringentes, dando a
los filalnenlos aspeelo de eslreploeoeo.

Los bastoneilos jóvenes son móviles. Miden 0,9 micrones de ancho
y la vaina l,:') Jnierones.

Culoraríuncs. ——(¡mm y acidorresisleneia: negativas.

I'ol. IX N” 1
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Fisiología

Materia orgánica. — Sus exigencias respecto a la materia orgánica
son similares a las de Splmcrotilus, es decir, necesitan un mínimo (le
0,5 °,'00de peptona o extracto de carne para desarrollar.

Cabe destacar, que, de todas las especies estudiadas, tanto del
género chtolhrix como Sphacrotílus, esta es la única capaz de asi­
milar nitrógeno de fuentes inorgánicas, v. g., sulfato de amonio.

Fué posible, mediante el agregado de sulfato de amonio al l %,
reducir el mínimo de materia organica hasta 0,2 0,’00.

Para comprobar la asimilación de nitrógeno inorgánico, se pre­
pararon medios en los que la materia organi 'a era glucosa, citrato de
sodio u oxalatos alcalinos y sulfato d ‘ amonio como única fuente de
nitrógeno. En estos medios se obtuvo abundantes desarrollos de
LPplol/ll‘ilï urinogrndskií.

Orillación (Iel hierro y del manganeso. — Oxidan el manganeso en
cualquiera dc las sales ensayadas, tomando nn color castaño opaco,
que se distingue facilmente del adquirido por las demás especies.

No oxidan el citrato del hierro y amonio, ni el hierro de la hemo­
globina, como lo hacen las demas especies.

Relación con, el anidrido carbónico. 7- le la única especie de Lep­
tothrix cuyo desarrollo es favorecido por el anhídrido carbónico.

Relación. con cl orígeno. -—Son aerobias absolutas.
Temperatura ópthna. — 37° C.
Tl'lllpCl'fll‘lU'Gminima. — 15° C.
Relación, con cl pH del medir). — Desarrollan con igual intensidad

entre pH 5 y pH 9,8; sin que sea. posible decir que haya un punto
óptimo. En este caracter son semejantes a Sphaerotilus.

Cromogéncsis. — En presencia de sales de manganeso son de color
castaño terroso. En los medios con sales de hierro el color es blanco.

Producción. (le indol — Negativa.
Reducción (le 711Ïtralos.—Reducen nitratos a nitritos.
Formación (le acetíl-mctil-carbinol. rü Negativa.
Licuación (le gelatina. — Negativa.
¡”afinación (lc hidrógeno sulfurado. — Negativa.
Las láminas que ilustran esta especie llevan los números 5 y 8.

4) RESUMEN DE LOS CARACTElu-ZS m: LAS ESPECIES ESTUDIADAS

En los cuadr0s Nos. 4, 5 y 6, que siguen a. continuación, están
reunidas en forma resumida las características de cultivo y fisioló­
gicas de las cinco especies de Chlamydobaclcriales estudiadas en este
trabajo, con el objeto de facilitar su comparación.
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5) ¿\l)l)l-Z.\’l).\.

Estando este trabajo en prensa. apareeió la Se edieión del Iirryry'x .llunuul
of Ihlrrmílmliw Bru-twinlnyy (15):!!1)‘en la eual se ha Inudifieadu la elare do
pag. 52 y siguientes _\'agregarlo algunas sinnnimias, en la forma que se trans­
erihe mas ahaju.

I.—l)íuyno.vi.\- ¡lvl Onlrn y ('Iurr para Ia determinación ¡Ir los _l/(int'rox(lc las
CIMA.“ \'l)0B.-\("l'HI(l.\LESZ

ORDEN Ill (‘-lll..-\M.Yl)()ll;\("l‘l-2RlALI-IS BL'CIIANAN

(Jour. Bach, 2, 1917, 162)

Baeterias filanlentusas, pareeidas a las algas, lípieas formas acuatieas, con
vainas. I’ueden nu _\‘el'raInit'iemlas. o presentar verdaderas o falsas ramifica­
ciones. Es posible que las espeeies que presentan verdaderas ranlit'ieaeiunes se
delnueslren eventualmente ennm espeeies aeuatieas de .1efinonrycrlult's. Las falsas
ralnit'ieaeimnes prm'ienen del desplazamiento lateral de las eelulas del filamento
en la vaina. que da lugar a nn nnero filamento de manera que Ia vaina esta ra­
lnit'ieada nlienlras que his filamentos estan separados. La vaina puede emnp0­
nerso enteramente de hidróxido (le hierro o de una matriz nrganiea impregnada
eon hierro o puede ser enterann-nte organiea. l’ueden formar eunidius móviles
pero nnnra (‘Il(I(IS|)()I'().\'..\'n contienen granulm-iunes de azufre ni hacteriopur­
purina. Las células maduras n los filamentos nu se pareeen a prutozmirins,

I'lstc (Il'den emnprende una sola familia:

Familia I (IIILAMYD()I&;\("I‘I‘IRI;\('I‘I.\l'} .\I.I(¡I'I..-\

(Art. a. d. Baet. lnst. d. leehn. Iluehsehnle zu Karlsruhe l. 184. 273)_
Los earaeteres de la familia son los Inisnms que los del urden.

('Iure para la (Iclt'rmiuul'íóu ¡le [0x yúurox (Io lu família

(L‘nl..\.\lYI)on.\(‘T¡-:nmenu:

1) Típieas falsas ralnit'ieaeiones.

.-\.-—\'ainas enteramente organieas. no impregnadas eon hierro.
Genero I . . . . . . . .S'pluu'rolilus

B.— "ninas impregnadas eon hierro.
Género II . . . . Clonolhriz

Sin ranlifieaeinnes, o eon r:¡|nifie:u-imn-s \'erd:uleras.II
V

.-\.—-Las eólulas de los filamentos se dividen sólo en forma transversal.

Género III . , chlothrix

B.—Las eelulas de los filamentos se dividen en tres planos.
Genero I\' . . . . . . Crcnothríz
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II.—Sinonimias: Además de las que figuran en este trabajo, se han agregado

¡.1 V

to V

ü: V

w. V

las siguientes:

Spluwrotilus (lichotom'us (Colin) Migula.
Sinonimiu: Shpacrotü'us vnaums var. clmlothria; Butcher Trans. Brit. Myc.
Soc., 17 1932, 112.

Género III LEPTo'mmx Kützing.

Sinonimiu Leptolhríclliu Trcvisnn (Boalo Ist. Lombardo (li Sci. e Lettcre,
Ser. 2.12, 1879, 138; Deloníclla De Toni Trcvisan cn Snccurdo Sylloge
Fungoruln, 8, 1889, 929; Con/idiothrria: Beuockc, Bau, u, Leben (1.Bukt.,

1912, 489; chgalothricc Schwers. Cent. f. Bukt. II Abt. 33, 1912, 273:
Syncrólis Endcrlein, Sitzslmr. Gessell. Nuturf. Freunde Berlin 1917, 312.

valnlhrix (lixcophoral(Sehwors) Dorff.

Sínonimin: Loptolhriz crussa, Cholodny, Cent. f. Bnkt. II Abt. 61, 1924,

292; Chlumgldothriz (liscophora Naumnnn Ber. d. Deutsch, Bot. Gea. 4‘6,
1928, 141; Dorff, Dio Eisonorganismen l’flanzcnforschung I-Ieft 16,
193-1, 31.

chlofln'ízt sidcropous (Molisch) Cholodn)‘.

Sinonimin: Galliionclla sidcropous Nnulmmn, Kungl. Svensk. Vetenskap­
snk:l(l., 62, 193], 33: Cholodny, Die I‘lisonhaktvrion, I’flunzenforschung
I'loft 4, 1926, 25.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Las experiencias realizadas en la presente in\-'estigación han per­
mitido deducir las siguientes conclusiones:

l.— l-ll medio de “'1xoanaosxx compuesto de lleno hervido e
hidróxido férrico dió buen resultado para la obtención (le cultivos (le
enriquecimiento (le chluthria‘ oehracca. Ademas se encontró útil la
sustitución del hidróxido fer-rico por el carbonato de mangancso
aconsejado por Morrison.

2. >g Sc ha conseguido aislar las especies de Implothrir, en cultivo
puro, por cl empleo (le diversos medios de cultivo sólidos que se des­
criben cn cl trabajo. IÏno (le ellos formado por agar, agua y citrato
dc hierro y amonio, (lió los mejores resultados.

3. »—También fut" aislada Spliaerolílus (Iichotmnus en el medio de
Bl'sGEN con 0,5 0,1,0(le extracto (le carne.

4.-Los metodos cn camara húmeda, cultivos (le adhesión y
película (le agar, han (lado resultados satisfactorios para el estudio
morfológico de este grupo de bacterias.

— lil estudio fisiológico ha permitido comprobar que las cepas
estudiadas son incapaces (le desarrollar en medios absolutamente
minerales, que la presencia o ausencia de hierro o manganeso parece
no influir sobre la cantidad y calidad (le desarrollo, que la oxidación
de las sales de manganeso tiene lugar aún con celulas muertas, y que
utilizan para su metabolismo sustancias complejas, entre las cuales
preferentemente la pcptona.

6.- Estos resultados permiten dudar fui¡(lamentalmente aún de
la autotrofía facultativa de este grupo de bacterias.

7. — El estudio morfológico y fisiológico de las 255 cepas aisladas
ha permitido agruparlas en cinco especies que se descrilwn cn el
trabajo.

rol. IX N' 1
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(‘AI’ITI'LO VII

RESUMEN

En este trabajo se relata el resultado del estudio fisiológico de
algunas ChIamydobaeleriales orden de las S(tillzmn'ei-z'ri-Js,euya ea­
raeterístiea prineipal es la de poseer una vaina que rode: a los ele­
mentos eelulares.

Representantes de este grupo fueron deseriptos por Ki"'1‘ll.\'(:en
1833 y en 1843; COHN en 1870; ZOPF en 1882 y otros.

\\'1.\'0(:n.-\1)sKY,en 1888, estudió algunos representantes de este
orden y les dió el nombre de baeterias del hierro o ferrobaeterias
debido a la afinidad (-on este metal.

En su estudio experimental, dedujo que, a semejanza de las plantas
verdes, podían vivir y desarrollarse en auseneia de materia orgímiea,
efeetuando la síntesis de la.materia -arbonada a partir del anhídrido
rarbónieo del aire. Consiguió eultivarlas eon l1eno l1ervido e hidró­
xido l'órrieo.

Bll'SGICN,en 1894, cultiva y 1ísla.Sphaerotl'lus(lic/10111111M;Momsen,
en 1910, y Ln-Jsch, en l911, obtienen los primeros eultivos puros eon
material de fuentes ferruginosas naturales en medios puramente
organieos. Comprobó ademas _\I01.Is('u que la preseneia o auseneia
de manganeso no era. indispensable para el desarrollo de estasbae­
terias, siendo estas dos razones las que eondujeron a este autor a
oponerse a la teoría. de \\'1.\'0(:n.-1DsKY.

I'll material usado en estas investigaeiones l1a eonsistido en mues­
tras provenientes de diversos orígenes para poder estableeer la po­
sible relaeión entre la vida de estas baeterias _vsu « habitat

Todas las muestras (100 en total) llegadas al laboratorio en fraseos
estériles, fueron primeramente sometidas a un examen mieroseópieo
y luego se sembraron en diversos medios de (-ultivo.

De los eultivos de enriqueeimiento ensayados, el que l1a dado
mejores resultados ha sido el del l1eno l1ervido en una eoneentraeit'm
de 10 a 20",},0mas carbonato de manganeso; habiendo determinado
previamente que el l1eno debe tener un grado de 111aeeraei1'mavan­
zado y l1ervirse e11una gran eantídad de agua (mas o 1111'11(1s(),5‘l'(¡,).

I'Íl aislamiento de los representantes de este grupo de baeterias
espeeialmente los del genero Leplolhria‘ resultó una tarea muy (-om­
plieada. al prineipio por no eonoeerse un medio seguro para aislarlas
en eultivo puro.
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l)(‘spll("s (lo nunwrosos ('nsayos (-on nunwrosos lll('(ll()>‘(lo ("altiro
st- (-onsiguió modificar ol nmlio (lv Bi"st;iax para ('l aislannivnto (lo
.\'[)Il(l(’l'(IÍl.ÍIl.\'¡[{0lequ: ¡nuliantv (‘l agrogatlo (lo (-arhonalo (lo ¡nan­
ganoso.

lil Inmlio (lo Lil-:sKI-Lsólo ¡nulo usarsv para ohtoncr (losarrollo lll()­
(lili 'amlo la fórmula original.

Mas tardo, ("on un Illt'tllo (lo (-ilrato (lv lll(‘l‘|‘()_' amonio _\'agar so
consiguio aislar las (listintas (‘s])(‘('i('s(lvl gónoro lmplolln'ír (lo una
lll:lll(‘l':l rapida _\'segura. La formula (‘llll)l(':ltl:l (‘s la siguit'nlt':

(‘ill'alo (lo lll(‘l'l'-.)_\' amonio 0,75 gr.
.\gal'. . . ¡(l
_\gua (:orrivntv . l litro

.\'phurmlilu.\' dir/1010"“! ¡nulo aislarso también (-on r:l('llltl:ltl ('n ('l
nmlio antoriornn-ntv (-itado v vn (xlagar (lo Bl'soi-zx sigaivnlo:

l'lxlrar'lo (lo ('¡ll'IH' 0,5 gr.
.\gaI lt)
.\gua l litro

lil malvrial (‘Il.\':l_\'¡l(l()lia ¡wrmilido aislar un lotal (lo 2:35 copas
i1|onlilirarlas mas lill'tlt‘ (-oino:

.N'plmrroh'luxrlz'rhhnnus ((‘oux) Mua'm ¡900.
LrpIoUI/‘I'J' nrhrru-m l\'i"'l'7.l.\'(: lS-lll.

Ltplul/H'ÍJ'
Lrplnl/Irír
I.r¡)lu!l¡¡'i.r

.w'tlu'opousMoust'n l!)|().
lll‘Zti.

sp.

cross" ('nol.oo.\'ï
u'ínogrmlslríi n.

l'Íl (-stlulio (lv las ropas aisladas (-sla haszulo vn ol)s(a'\'a(-iom-s
morfolt')gi(-as, on ])l'(']):lra(l()s(lir(‘('t()s, vn ('lllti\'os (-n camara liúlnmla,
on |)|'(‘])íll':t(l().\'(-olorvados; los (-al'at-tt‘rvs (lo ('llll i\'o l‘llt'ron ol;s(-r\'a<los
on simnln'as law-has (‘n agar vn raja (lv Pl'l'l'ltl, vn agar ('stría. vn agua
(lo ¡:vplona mas :H-(‘tato (lo manganoso y on ol Ill(‘(ll()(lo Ili'suI-zx.

l-Zlvstlulio fisiológico (lv las mismas plantvó (-oino prohlmna prvvio
('l hallazgo (lv un IIIHlÍO(¡no ¡wrlnilivra (-ullirarlas ('n ostatlo puro
y (-n sulit'ivntv (-anli<la(l ('UIIH)para ll(‘\'ar a ('alm las (‘xporivnrias
sistmnatiras _\'(-n svriv imlispvnsablos para podvr ('()In])l'()l):ll'la in­
l'luonoia (lv (lirorsos agvntt's soln't' los górlnvnvs (-n ost lllllt). ('onjllnta­
monto st‘ investigó también la -apa(-i(la<l (lv (lvsarrollo vn lll('(ll()s
ininvralos y, svgún la h-oría (lo \\'Ixo(:u.\osKr, la inl‘lllvnvia (lv las
salvs (lv lll('l'l'() _\' Inangam-so ('n (‘l nwtaholislno (lv las mismas.

(‘on rvspm-to al |)l'Ílll('l' |)l'(tl)l(‘lll:llos rvsullados ol)l('ni(|os lian sitlo
los siguiontos:

Implulhría‘ (losarrolla |)l'(‘r(‘l'(‘lll(‘lll('lll(‘vn prtona (-omo Ill:ll(‘l'l:l

rol. I.\' .\"‘l
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organica y acetato de manganeso, como sal de manganeso en las
proporciones siguientes:

I’eptona . . . . . . 0,5 gr.
Acetato de manganeso. . . . . 0,| >
Agua corriente . . . . . . . . . . l litro

Sphacrotilus díchotoma desarrolla muy bien en extracto de carne
al 0,5 0/00 (medio de BiÍ'sGI-zx).

Los ensayos hechos con medios minerales dieron todos resultados
negativos a pesar de haber ensayado el medio mineral de Lil-:SKE
pa "a chlolhrir achracca.y aún previendo todas las posibles causas
de error.

De las sales de hierro y mangancso puede decirse que en algunos
'asos favorecen el desarrollo de estas bacterias, en otros la acción
es completamente nula y en algunos parecería perjlulicial (ver de­
talle en el cuadro n° 3).

Se.ha podido obser 'ar ademas (¡ue en ninguna de las experiencias
efectuadas en cultivos puros, el hierro ha sido oxidado por estas
bacterias mientras que cl manganeso lo ha sido en la mayoría de los
casos; pudiendosc comprobar que en los casos en que el manganeso
no es oxidado ello cs debido a la composición del medio de cultivo,
mientras (¡ue en el caso del hierro este no es oxidado por efectuarse
la oxidación a un pH mayor que 6,8. En ese punto las sales ferrosas
son tan inestables que practicamente son convertidas a lórricas.
Ademas la oxidacimi puede producirse con celulas muertas.

Estos resultados conducirían a sospechar la posibilidad de que
estas bacterias no fue'an aut(')trofas facultati ms. I-Iccho este que
estaría corrobmado con las dudas que sobre la autotrofía de estas
bacterias han expresado ya BAAS-BAKINGy PARK.

Las otras investigaciones fisiológicas consistieron en determinar
la influencia. del anhídrido carbónico, temperatura, relación con el
oxígeno, reacción del medio, poder de reducción de nitratos, forma­
ción de hidrógeno sult'urado, de acctil-mctíl-carbinol, de indol, licua­
crón de gelatina, poder de esporulaci(')n c influencia de la luz.

l'ln 'apítulo aparte se agrupan los resultados de estas investiga­
ciones, que permitieron identificar las cepas antes mencionadas.

La parte sistemati -a esta precedida por la diagnosis de los distintos
géneros de las Chlamg/(Iobactcríalcsy un breve comentario acerca del
género chtothri'r y Sphacrotilus que son los estudiados en esta in­
vestigación.

Ademas han sido descriptos los generos y especies por separado,
ilustrandolos con fotografías y con dibujos obtenidos con camara
clara.
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delarroyoHudson(l’cia.Bs.A5.).

1.I".Ríos)..

(1L(lePlata)..

(lecharcoaorillasdell’a‘anáMiní

I’aanaLasPalmasyCanalArias...

Límpida.........
6.a

Colorroja........

)1)) _..

.Corriente.Color

.Sucia.........

Aguaestancadaysucia..

......Estan‘ada........
As.).................

roja....

)

Cupos(le(V:lamytlobactvríalt's

Jonmanchas(lehierro..

Aguadelrío(lelaPlat:(lludson,lls..-\s.).............

Ferruginosacolorada... Filt'ada

A

aquialS ..-.Mendez

delsueloferruginoso administlmlordelI.B.

(lvlI).

Nogali\'o

)1937

chlalhríJ:ySphacrolílus

valalhrix

Dl937

Nogativo1937
chlolhrix1937

I1937 ’1937

chlalhrix1937

»l937 il937 )1937

Lrplolhrix_\'Sphnvrolilus

>>>1937

Lrplalhrix1937
Nogativo¡937

>l937

chlolhrix1937

rl937

chlolhri:_\'Sphacrnh'lus1937

Ll’plü”!ria;1937

N.(lell.porcuyagentilezalefuépo­

aguasferruginosasdefuentesnaturalesestudiadasenestet‘abajo.
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Cl'.\mu)N"7. wListadclasInul’slras(conclusión)

N"dela

OrigenCaracterísticas(i HorusencontradosFecha

muestra

SSTierra(lolanrilla(lolCanalLaHorna..l'ï-rrugiuusa.............Negativo1937 SUOrillas(leríuMiuí.....Lr'plolhrixySphavmlilus1937 90Agua(lo(-qu'cuaorillas(lolI’al'aluíMil

I'lslan"adaconfilamentos(le('lllamytlu­

buctn'íalrs.............“’38

SanIsidro...........................Lrplul/Irix1938

..........Lrptolhri:ySphucralílus1938

93r>hn ...........................Leplulhrí.r1938 9-1n...........:11938 05>>5r,» ...........................>1938 96Fucqu<I'ZlChu-oy»(I’cia.LaRioja)..l-‘vrrugiuusa.............»1938 97Agua(leríuCarapm-hav.......(,‘uufilamentos(lo('hlamydolmchrriulcs..b9 98Barroaorillas(lolríoCarapm-hay......................n1938 99Agua(-slauoadaouzanja ......Losfilamentos(loChlumyzlolmclm'ialcsfor­91CharcoN"

>

A

g

—'Nm

A

A

—o.

manllll('.\'])l'5()\’(‘l().........r1938

100rdezauja...............................1938
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CUADRON° 8. — Dish: de los cultivos estudiados

77

Grupo I.

No Denominación Origen Fechade orden de aislamiento

1 25-1-1 Agua de tacho herrumlmido . . . . . 29-VI-936
2 25- 2-1 D D D D . . . . . D

3 25- 2-2 D D D D . . . . . D

4 25- 4-1 D D D D . . . . . D

5 2S- 4-2 D D > D . . . . . >

6 25- 4-3 D D D D . . . . . D

7 25- 5-1 > s > D . . . . . ’

8 25- 6-1 D D D D . . . . . D

9 25- 6-2 D D D D . . . . . D

lO 25- 7-1 D D D D . . . . . D

ll 25- 8-1 D D D D . . . . . D

l2 25- 8-2 D D D D . . . . . D

13 25- 9-1 D D D D . . . . . D

l-l 25- 9-6 D D D D . . . . . D

15 60-12-1 Charco orillas río (San Isidro) . . . . 5-II-938
16 60-12-2 D D D D D D

l7 60-12-3 D D D D D D

l8 (iO-124 D D D D D D

19 60-12-5 D D D D D D

20 60-12-6 D D D D D D

21 60-16-1 D D D D D D

22 60-16-2 D D D D D D

23 60-16-3 D D D D D D

24 60-16-4 D D D > s .

25 60-16-43 D D D D D D

26 60-18-1 D D D D D D

27 60-18-2 D D D D D D

28 60-18-3 D D D D D D

29 D D D D D D
30 60-20-1 D D D D D D

31 60-20-2 D D D D D D

32 60-20-3 D D D D D D

33 60-20-4 D > . > . ,

34 60-20-5 D D D D D D
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CUADRON0 S.—Lis.’u dc los cultivos estudiados (Continuación)

Grupo II

d orden Dem’mmumó" I origen de aislamiento

35 10-2- 3-2 Agua estancada . . . . . . IBI-936
36 10-2- 3-4 D D J

37 30-5- 5-l Tierra. . n
38 30-5- 8-2 > z

39 30-5- l 0-2 D . . . . . . . . . . . . D

40 33- 6-4 Agua río (Hudson) \'-937
41 34- 1-2 charco (Hudson). . D
42 34- l-3 a 2 . ,

43 34- 1-4 - D D >

44 34- 1-") - > . . . . . . . D

45 34- l-() D D D . . . . . . D

46 34- 1-8 7’ D > . . . . . D

47 35- 5-3 Tierras fcrruginosus (Corrientes) \'I-937
48 37- l-l > '- > D

49 37- 1-2 a D 2 >

50 37- l-3 a J 2 D

51 37- l-l p ,
52 37- 1-5 v D a

«31- 2-1 D a a

54 37- 2-2 a > n

55 37- 2-4 D D D

56 37- 7-4 > D D

57 38- 3-1 Agua estancada VII-937
58 38- 3-2 D . . . . . >

59 ‘38- 3-3 á - . . . . . . . >

60 38- 3-4 > D D

61 38- 4-l v D D

62 38- 4 2 - D D

63 38- 4-4 D 2 . . . . . D

64 38- 4-5 D >

65 38- 5-1 D D D

(¡6 38- 5-2 > D D

67 38- 5-3 > D . . . . . . D

68 38- 5-4 D D . . . . . . D

69 38- 5-5 D D . . . . . . . D

70 39- 4-2 D 2 . . . . . . D

7l 39- 4 3 D > . . . . . . D

72 39- 4-4 D D . . . . . . . . . . D

73 39- 4-5 D D . . . . . . D

74 39- 4-6 D D . . . . . . . . . . D

75 39- 5-1 D D D

76 39- 5-2 D D . . . . . . . . . . D

Vol. IX N“ 1
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CUADROX° 8. — Lista dc los cultivos estudiados. (Contznuación)

Grupo II (Continuación)

de 21'29" Denominncmn origen de uíïiïzaenw

77 39- 0-3 Agua estancada . . . . . . . . . . VII-937
78 39- 0-4 D D . . . . . . . . . . D

79 39- 5-.) D D . . . . . . . . D

80 39- 0-6 D D . . . . . . . . . . D

Sl 39- 5-7 D D . . . . . . . . . . D

82 39- 7-l D D . . . . . . . D

83 39- 7-2 D D . . . . . . . . . . D

84 39- 7-3 D D . . . . . . . . . . D

85 39- 7-5 D D . . . . . . D

86 39- 7-3 D D . . . . . . D

87 40- 1-2 Tierra fcrruginosa . . . . . . . . VII-937
88 40- 1-4 D D . . . . . . . . . . D

89 40- 1-5 D D . . . . . . . D

90 40- 2-2 D D . . . . . . . . . . D

9] 40- 2-3 D D . . . . . . . . . . D

92 40- 2-4 D D . . . . . . . . . . D

93 40- 2-.) D D . . . . . . . . . . D

94 40- 5-l D D . . . . . . . . . . D

95 40- 3-2 D D . . . . . . . . D

96 40- 5-3 D D . . . . . . D

97 40- 3-4 D D . . . . . . . . . D

98 40- 5-5 D D . . . . . . . . D

99 40- 8-1 D D . . . . . . . . . . D

100 40- 8-2 D D . . . . . . . . . . D

101 40- 8-3 D D . . . . . . . . . . D

102 40- 8-4 D D . . . . . . . . . . D

103 40- 8-5 . . . . . . . . . . D

104 48- 8-6 Agua, ferruginosn. . . . . . . . . . . V11-937
105 40- 8-7 D D . . . . . . . . . . . D

106 40- 9-1 D D . . . . . . . D

107 40- 9-2 D D . . . . . . . . . . . D

108 40- 9-3 D D . . . . . . . . . . . D

109 40- 9-4 D D . . . . . . . . . . . D

110 40- 9-3 D D . . . . . . . . . . . D

lll 42- 5-3 D D . . . . . . . . . . . D

112 42- 0-) D D . . . . . . . . . . . D

113 42- 5-6 D D . . . . . . . . . . . D

114 42- 5-7 D D . . . . . . . . . . . D

115 42- 6-2 D D . . . . . . . . . . . D

116 42- 6-4 D D . . . . . . . . . . . D

ll7 42- 6-6 D D . . . . . . . . . . . D

118 42- 8-4 D D . . . . . . . . . . . D
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Es'rl'nu) FISIOLÓGH'OY swf, Dl-ZALul'XAs Chlumg/llnlmz-Im'iulcs

Grupo II (continuación)
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N“ S. — Lista (lc los cullims (’Sllulíadns (Conlinuaciún)

de :rÍlc" Denominación Origen i de “¿Éxïlienm

ll!) 43- 3-l Agua ferruginosa VII-937
120 43- 5-1 > 9

121 43- 5-3 ' >

122 44- 2-3 1 b

123 44- 3-2 i ‘
124 44- 3-3 i I
l25 44- 3-4 i l
126 4 i- 4-1 1 D

127 44- 4-3 ‘ >

128 44- 4-4 = >

129 44- 4-5 s 7

l30 44- )-l > r
131 4 l- 5-2 x 2

132 44- 5-3 ’ n

l33 44- 6-3 7 ‘

134 45- 2-3 a :­

l35 45- 3-l v D

136 45- 3-2 a ‘

137 45- 3-4 5 >

|38 ¡7- l-l » =
l39 47- l-2 > ‘

l4() 47- l-4 v r . . . . >

l-ll 47- 8-1 Agua fuente l'vrruginnsu . S-\'III-937
H2 47- 8-3 n a ­

H3 47- 8-5 » 7/ . . . . . . .

l44 ñl- 6-1 Agua estancada orilla l‘íu (Doha) . . . 5-X-937
l45 51- 6-3 D > r v 7' . . . >

HG 52- 3-1 > filt. del sucio. Orilla. río
1-17 52- 3-1' » » » » »

148 52- (J-l > 2 a » ,

HE) 52- 6-4 > ) 3 4 ,­

150 52- 7-1 > D = > >

l5l 52- 7-2 a ; ; > a

152 52- 9-1 v > > 2 » ­

153 52- 0-4 a z » > > ;

154 53- 1-5 » estancada orilla río
¡55 55- 1-2 l v l >

156 55- 2-1 > > s >

157 55- 2-2 » 4 > 2

158 55- 2-3 > > > > .

159 57- 6-1 w de arroyo (Delta) . .
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CUADRON° 8. — Lista. dc los cultivos cslud'íados (Continuaaón)

Grupo II (confirmación)

de Elle“ Denominación origen de nf;ï::;em°

160 60- 2-2 Charco orilla río (San Isidro) 5-II-938
16l 60- 2-3 > > y . -, ,

162 60- 2-4 n a > p p ,

163 60- 5-2 < 1 C , , ,

164 60- 5-4 » . , , > ,
165 60-]3-2 > > > ) . ,

166 60-15-1 n > a > > ,

¡67 60-15-2 . , > > , ,
168 (so-15.3 » > 7 ; . ,

169 60-]5-4 ) > > > ,

170 60-21-1 x ) > > , ,

171 eso-21-2 . p > . , ,

172 (so-21-3 . > . -. , ,

173 (¡0-21-4 » , , .. . ,

l74 60-21-5 D > > > > 1

175 60-21-6 » 5 . > , ,

176 (¡0-21-7 > > . > . ,

177 60-21-8 > > s > > .

¡78 60-21-9 . , , . . ,
179 60-21-10 x > > > . ,

180 Gl-ll-l Agua. charco N0 2. s
181 61-11-2 D » > >. »

182 61-12-2 n > s 2. D

¡83 61-12 3 D > D :1. )

184 61-]2-4 i r » I. y
185 61-12-5 s > n 2. . . . . . )

186 61-14-1 D n > >. . . . . . . . . D

187 61-14-2 ) > J . . . . . ’

188 62- 4-1 Barro fcrruginosu i
189 62- 4-3 D ) . . . . . . D

190 62- 9-1 r > r

l9l 62- 9-3 D > . . . . . r

192 62- 9-4 » :n )

193 62- 9-5 D > 3

194 62- 9-6 > D . . . . . . . . D

195 62- 9-7 x > . . . . . . . )

196 62- 9-9 D > . . . . . . . I

197 62-l0-2 > . ,
198 62-10-3 r > . . . . . . . »

199 62-10-4 D s . . . . . . b

200 62-10-6 » s . . . . . . . D

201 62-13-1 D r . . . . . . . )
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(,‘l'ADuo N" 8. ——-Lisla dc los culliras csludiados (Continuación)

(¡ru/¡0 II (continuación)

X0
(le orden

Denmninución Origen
I’m-11:1

de aislamiento

202
203
20-1

20.")

206
207

63- 10-1

63- 10-2
63-10. 3

63- 10--1

63-10-5
63-10-8
63-10-9
63 10-10
63-10-12
63-1 1-12

63-1 1-3

63-1 1-4

63-12-1
63-12-2
63-12-3
63 - 12--1

63-12-5
63-13-2
63-13-1
63-16-1
63-164
63- 16-5

63-17-2
63-17-3
63- 17--1

Agua ¡(-rruginosu
J ,

9-11-938
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CUADRON° 8. —- I/¿sta de los cultivos estudiados (Conclusión)

Grupo III

No Denominación Origen . ec n.de orden do aislamiento

227 36-1-1 Tierra de jardín . . . . . . . . . . . VI-937
228 36-1-2 D D D . . . . . . . . . . . D

229 36-1-4 D D D . . . . . . . . . . . D

230 36-1-5 D D D . . . . . . . . . . . D

231 36-1-6 D D D . . . . . . . . . . . D

232 36-3-5 D D D . . . . . . . . . . . D

233 36-3-2 D D D . . . . . . . . . . . D

234 36-3-4 D D D . . . . . . . . . . . D

235 36-3-o D D D . . . . . . . . . . . D

236 36-4-1 D ferruginosa (Corrientes) . . . . D
237 36-4-2 D D > , D

238 36-4-3 D D D D

239 36-4-4 D D D D

240 36-4-5 D D > )

241 36-4 6 D D D . . . . D

242 36-5-1 Tierra. ferruginosa (Corrientes) . . . . V1-938
243 36-5-2 > . y . 3

24-4 36-5-3 D a ) p

245 36-5-4 D D D D

246 36-5-5 D D D D

247 36-6-1 D > p )

248 36-6-2 I , . p
249 36-6-3 D D s g

250 36-6-4 D D D D

251 36-6-0 D D D D

252 36-7-3 D D D D

253 36-7-4 D D D D

254 36-7-5 D D D D

255 36-7-6 D D D D
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2) Mumos m: ('L'L'rn'o, m’rrooo r 'nïzexu-As l-2.\Il’l.l-2.-\l).-\.\‘

.\h:!)l0s o}: Ct'l.’l'l\'()

Jloslollr malta: Se ba preparado modificando algo la fórmula original de
IIr:.\' 'l-ZlIl-Jlu:("):

llarina de Inalta (set-ada y libre de raiees,
molida) . . . . . . . . . . . . . . . 250 gr.

Agua eorrieute . . 1.000 ee.

Se (-alienta el agua a 59° (J, se le agrega la Inalta y se mantiene a baño inaría
A C durante luz-diallora eou el fin (le poner las diastasas en libertad; se aumenta
luego la temperatura hasta 58°C o 60°C, tardando para. esto media lior Se
mantiene esta temperatura du ‘ante (los o tres horas para que se eleetúe la sao“­
rit'ieaeión del almidón. _-\|eabo de este tiempo se prueba la reaeeión eon iodo; si
todo el almidón s:' ha transforinzulo, no dará ('Ullll'ut'lóllazul; de lo eontrario, se
prolonza p n' un rato intís a esa temperatura liasta que todo el almidón se haya
sae:u'ifiea:l'). .v\lfinal se paüi todo por un lienzo para separar la parte solida del
líquido, se le agrega lll"'.(¡l una elara d'- huevo batida eon un volumen igual de
agua y se I') llí'\'.'l al aut'u-lave durante una hora a |()1)°(J para preeipilar. Se filtra
p-¡r pap -l .\' se l.)'lll la densidad eznl un esearíluz'tro, dilu_\'óndose luego a lt)3 Hrix.
Se le: gram 2 ' Q,d i a {.ll' llevá'ul Ní'lt) nuevamente al autor-lave a 191) (,‘para fundir
el a :ar. 5.- filtra p ll' p1p 'l, S‘.‘distribuye en tubos _\'se tindaliza durante tres días
a l()l)° (i.

Malin ¡Ir lit‘som‘:

letraeto de earne . . .Agua........ . . . . 0.5 gr.
. . . . . . . ¡.onn ee.

Disolver en ealiente el extraeto de earne, filtrar por papel _\'repartir en tubos de
ensayo. listen-¡lizar a l2l)°C durante 15 minutos.

.-\l eald') prep'uazl') d" :li'ilï‘l'tl‘lal metodo anterior se le zrega lt) gr. de agar
cortado en pedazos pequeños. Fundir en el auloelave a 120° C durante I.")Ininu­
tos. Filtrar por algodón. repartir en tubos (-olno para puneión _\' esterilizar a
120° C por 1.")minutos.

Malin ¡[e Ht'smzx mu carbonqu ¡le manguneso: .-\l medio anterior se le agrega
0,5 gr. de carbonato (le ¡nan 'alleso por litro (le medio. lintubar agitando eada vez
para evitar que preeipite el ¡uan vaneso. lísterilizar a ¡20° C durante lñ minutos.

Merlin (le acetato ¡le mangancsn: Se ha preparado modificando Ia fórmula original
de LiusKH:

Aeetato de Inanganeso . . . . . . . . 0,] gr.

lt)
Agua. eorrieute . . . . . . . . . . . . l.0t)t)

¡"undir e agar en autoelave a ¡20° C _\'luego se agrega el aeetato de Inanganeso.
Filt 'ar por algodón _\'distribuir en tubos por estría l'Isterilizar a l‘20°('. Solidi­
l'i 'arlo en forme. (le pieo de l'Iaura. l'na vez solidifíeado es aconsejable agregar a
eada tubo l ó ‘2ee. de agua estéril para favorecer el desarrollo de los gérmenes.
Colocar en estufa durante dos, tres o euatro (lías para (-ontrol de esterilidad. Los



Satbre.1939 Manía S. CATALDI 85

tubos destinados a ceja deben ser preparados con una cantidad menor d' agar
(0,75 ‘28).

Medio (lc citrato (le hierro y (unanio:

Citrato de hierro y amonio . . . . . . 0,75 gr.
Agar . . . . . . . . . . . . . . . . 10 >

Agua eorrient . . . . . . . . . . . . ¡.000 >

Se funde el agar en autoclave a ¡20° C por espacio de ¡5 minutos. Se filtra por
algodón _\'se reparte a razón de ¡0 ce. por tubo. Se esteriliza a ¡20°C durante
¡5 minutos.

Aparte se prepara una solución de citrato de hierro y amonio al 0,75 9L que se
esteriliza a ll0°C por 20 minutos.

En el momento de usar los tubos se le agrega l cc. de la solución de citrato
de hierro y amonio _\' la cantidad de hidróxido sódico N/IO, esteril, previamente
'alculada para que el p¡¡ sea alrededor de S.

¡’uede agregarse el citrato (le hierro y amonio después (le fundir el agar, lo mismo
que el :ílcali necesario, pero como el citrato (le hierro y amonio es una sal férrica
que contiene no mucha cantidad de hierro ferroso, al alcalinizar (estese oxida rapi­
damente a fórrico. Sin embargo por razones de comodidad puede hacerse, pero en
tal caso conviene tindalizar a ¡00° (J durante tres dias. Los tubos destinados a
estrías, una vez solidifícados, debe agregarseles una cierta cantidad de agua como en
el medio del acetato (le man Yaneso.

Caldo común ¡lc cxlruclo (le carne ('35):

¡'thracto de carne . . . . . . . . . . . 3 gr.

¡’eptona. . . . . . . . . . . . . . 5 >

Agua destilada. . . . . . . . . . . . . ¡.000 cc.

Disolver el extracto de carne y la peptona a temperatura de ebullición. Arreglar
la reacción del medio a pI-I6,8. l’recipitar en autoclave a ¡20° (J durante ¡5 minutos.
Filtrar por papel _\'distribuir en tubos de ensayo. Ester-¡lizar a ¡20° C durante 15
minutos.

Agar ¡le ctlraclo ¡lc carne (9‘): Al caldo de extracto (le carne _vpeptona se le agre­
ga ¡,2 l72,(le agar en polvo ó ¡,") Si,de agar comercial (en rama). ¡"undir en autoclave
a 120°C y repartir en tubos destinados a punción y estrla. ¡'Jsterilizar a ¡20° C du­
ante ¡5 minutos.

Medio (le pcplona y ucclalo dc mangancso:

¡’eptona (I’arke Davis) . . . . . . . . 0,5 gr.
Acetato de manganeso . . . . . . . . 0,1 >
Agua corriente . . . . . . . . . . . . ¡.000 cc.

Disolver en caliente la peptona, agregar el acetato de manganeso, verificar la
reacción, que generalmente no hay necesidad (le arreglar porque el acetato de mau­
ganeso alealiniza lo suficiente el medio para que el desarrollo se produzca en buenas
condiciones. Distribuir en tubos y esterilizar a ¡20° C por 15 minutos.

Extravío (lc agar:

Agar (en rama) . . . . . . . . . . . . 20 gr.
Agua corriente. . . . . . . . . . . . . ¡.000 cc.
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Cortar el agar en pedazos pequeños; fundir en autoelave. Colocar en un reci­
piente para que se solidifique. Una vez solidificado, cortarlo en pedazos del menor
tamaño posible Agregar-le 1.000 ce. de agua corriente _\'colocarlo en la heladera du­
rante varios dias para que no desarrollen gérmenes y pasen todas las substancias
solubles del agar al agua. Se filtra por papel, se reparte en tubos _\' se esteriliza a
120°C durante IF)minutos.

.llcdio mineral dc Ln-stE (ls):

Biem-bonato de mangaueso (Sol. saturada) ltlt) ce.
> sódico . . . . . . . . . . . 0,1 gr.

Sulfato amónico . . . . . . . . . . . . 0,1 2

Fosfato bipotásico . . . . . . . . . . . vestigios
Sulfato Inagnósieo . . . . . . . .
Agua destilada. . . . . . . . . . . . . 900 ce.

lil bicarbonato de. manganeso se obtiene haciendo burbujear anhídrido carbó­
nico en una suspensión de carbonato de manganc'so. Luego se filtra y se agrega
al medio. Se esteriliza a 120° C.

.lchio mincral dc \\'i.\'ocn.\nsxr (3?):
Sulfato amónieo . . . . . . . . l

I"osfato bipotásieo . . . . . . . . . . . 1
Cloruro sódico. . . . . . . . . 2

Sulfato magnesico . . . . . . . . . . . 0,5 >

> ferroso . . . . . . . . . . . . . vestigios

Carbonato Inagnósico . . . . . . . . . . exceso
Agua destilada . . . . . . . . . . . . . 1 litro

El carbonato de magnesio se esteriliza aparte a 180°C.
I'll Inedio líquido se csteriliza a 120° C.

REDUCCIÓNDE xrraxros

.lchio (lc ¡Icplmm nitralada:

l’eptona. . . . . . . . . . . . . . . . . 0,5 gr.

Nitrato potásico. . . . . . . . . . . . . 1 :­

;\gua destilada. . . . . . . . . . . . . . llitro

Disolver la peptona en "aliente, agregar el nitrato potásico, arreglar la reacción
a pl'I 8 y esterilizar. Después de i-2-3-4-7 y 10 dias de incubación se observa la
formación de burbuja _\' se investiga nitratos.

Rcaclíuo dc l’i-rruu-Gamss modificarlo por ILOSVAYvox Ii.os\'.\ (95):

Solución .-\

Avido sulfanílico . . . . . . . . . . . . S gl'.
r acético . . . . . . . . . . . . . 300cc.

Agua destilada. . . . . . . . . . . l litro

Solución B
.-\lfa-naftil-amina. . . . . . . . . . . . 5 gr.
Acido acético . . . . . . . . . . . . . 300 ec.

Agua destilada. . . . . . . . . . . . . llitro
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Para efectuar la reacción se agrega igual número de gotas (lc la solución ;\ y B.
Un color rojo intenso indica la presencia (le nitritos.

Itcacliuo dc ’l‘nonsnonrr:

Solución de cloruro de zinc al 20 Se . . . 100 cc.Almidón................ 4gr.
Ioduro de zinc . . . . . . . . . . . .

Agua destilada hasta l litro.

Agregar la solución de.cloruro de zinc hirviente sobre el almidón agitando cons­
tantemente; despues que todo el almidón se haya disuelto, se diluye con un poco
(le agua destilada. Añadir el ioduro de zinc _\'continuar diluyendo con agua hasta
llegar a un litro.

La reacción se efectúa agregando una gota de ácido sulfúrico diluído al tercio,
sobre una placa (le prueba, tres gotas (le reactivo y una gota (le cultivo. La colo­
ración azul indica la presencia de nitritos _\'es debida al iodo puesto en libertad
por los nitritos.

Formacróx m: nmnóenxo sl'ern.-mo

Método dc Kmouzn (mmlifz'cado):

Medio de culliro: Preparar agar-agua y repartir en tubos a razón de 5 cc. cada
uno. l‘lsterilizar a 120° C. En el momento de usarlo, se licúa y entibia el agar _\'
se le agrega, 2,5 cc. (le una solución de glucosa al 0,4 Se tindalizada previamente
e igual cantidad de una solución de acetato de plomo (básico) al 0,2 Ci)también
tindalizada. Se hacen solidificar de nuevo los tubos despues de mezclar bien el
contenido. Se siembra con un hilo de platino, cargado con el material a sembrar
en tres zonas distintas del tubo entre el agar y el vidrio. Despucs de incubar 1-2-3
o más días se observa una coloración negruz -a en caso de que las bacterias hayan
producido hidrógeno sulfurado.

Método de WlLsox (modifimdo):

Técnica: A 100 cc. (le agar-agua-glucosa al l "/2,agregar l cc. de una solución
al 8,1 % de cloruro fórrico; 0,5 cc. de hidróxido sódico al 12 Ci y 5 cc. de sull'ito
sódico anhidro al 20 9;. chartir en tubos hasta mas o menos la mitad. Esterilizar
a l20° C durante 15 minutos. La siembra y los resultados se ejecutan como en el
caso anterior.

FORMACIÓN DE .-\CE’l'lL-Ml-J’l‘lL-(‘AllllINOL

Medio de cultivo.Fórmula original: En esta experiencia se usó el medio de cultivo
de V(mas l’nosK.-\L‘l-:nen su fórmula original _\'10 veces más diluída, porque muchas
cepas se resistían a desarrollar en un medio con tanta materia or vánica.

I’eptona. . . . . . . . . . . . 5 gr.
Glucosa, . . . . . . . . . . . . 5 2

Fosl'ato bipotásico . . . . . . . 5
Agua destilada. . . . . . . . . 1.000 cc.

Se calienta a la llama. directa durante 20 minutos y agitando de tiempo en
tiempo las sustancias mencionadas disueltas en 800 cc. de agua. Se filtra por papel,
se enfría a 20“ C y se diluye a un litro. Se reparte en tubos a razón (le 10 cc. cada
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uno _\'se esteriliza pnr tindalizaeióu 20 minutos a IOO'“(Í durante tres días enn­
seeutivus.

Otra fórmula que se usó fue la siguiente:

lixtraetn de agar. . . . . . . . . . . . 1.000 ee.(¡lui-usa................ lgr.
Se siembra _\'se ineuha por 3 ó 5 días a 2. ° C. Despues de este plazn se le agrega.

a .') ee. de eullivu un volumen igual de hidróxidu pnlásieo al lt) ','. Dejaqu los
tuhus en repnsn durante una nuehe, a estufa de 37‘ (J, la aparieión de una enlo­
raI-ión rujiza indíea la preseneia de aeetil-metiI-earhinnl, I'nrmadu enmn prnduetn
de lransl'nrmaeión de la gluensa.

R.l-I.\('('IÚ.\' nm. INDUI.

Ii’uielim ¡le l\'n\'.\('s:

I’ara-dimetiI-aminn-henzn-ahleliido n gr.
‘l.\Ieollnl amílien. . . . . . . . .

Aeidu elnrhídrien enneentrmln . . . . IG Vu

Se disuelve en han” maría a Sil-fit)"(7 el aldehidu en el alenhnl aluílien, se enfría
la sulueión y se le agrega el :ieidn elnrhídrieu trataudu de enfriar a medida (¡ue es
valiente la snllleión.

.\ un eultivu de 3 ó »| dias en el medio indieadn, se le a ¿reua unas 1.5-3“ untas
del r ':l('IÍ\'lI, se a¿ita suavemente .\' se deja reposar para (¡ue se separe la eapa de al­
eullnl amílieu que en preseneia de inan apareee de enlul' min intenso.

I’el'n mas espeeít'iu: para indnl es la umdit'íeaeión de (¡mu-2 eun Ia tel'lut'a de
I‘Iluaeu. Se ninja la parte inferior del tapón de algodón, que este bien seen _\-blando,
del tulm de eullivu que se \'a a investigar indnl, emi -l-ti gntas de la suiueión. .\
dada a enntinuaeión v -l-Ii gotas de la snlueiún li.

Sullleión .\

l’ill'll-(lilll(‘(Íl-¡lllliIlll-l)(‘llle-:ll(l(‘lll(it) . . . . l gr.
.‘\l('l)ll0l elílien . . . . . . . . ; u . 9.-) ee.

.\eidn elurhídrien enneentrado . . . . . . 20 v

Sullleióll H

l’ersulfatu de putasin (sulla-ión aeuusa saturada).

lCn la parte inl'erinr del tapón del lulm se mlm-an nl ó ñ untas de la seilieu'm
.\ _\' -l ó .) de la sidueión H.

sta 2 em mas n menos de Ia superfieie delI'll tapón se intmduee en el lubn ll:
cultivo. .\lanten¡endu el lulm en posa-ión vertical, se enluea en un Ilal'm maría
en ehullíeión. lratandu siempre de no nmjar el tapón. Despues de l.') minutas. si se
ulisen'a una enluraeión I'nju intensa en el tapón, indiea la present-ia del indnl. (¡ue

.es pero un \'<v!:itileseumn el alfa-!ueliI-indui, pores \'nl:iti|. Otras suhstaneias '
ejempln, nu dan rear-ción.

'I'Éexie.\s m: ('()l,()ll.\('l(i.\'l—2.\'

listas lóenieas t'uernn enpiadas del Munuul uf Jlrlhmls fur I’ure ('ullure SIM/y of
Ifllclrrius de la Hneíety nf .-\merlean Hat-teriulngists. ('nmmittee nn Haeteriulngieal
Technie. Gene 'a, .\'e\\' York, 1937.
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Fucsi'na (lc Zu-znm para coloración simple. La fórmula _\'la técnica de prepara­
ción se dará más adelante, en el método ZlEnL-NEEle-zx para ácido-resistencia.

Azul (lc mclilcno (solución acuosa):

Azul de metileuo . . . . . . . . . . . . . l gr.

Alcohol (95 %). . . . . . . . . . . . . . 10 cc.

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . 90 >

En un mortero se coloca el azul de metileno en polvo y cl alcohol, tratando de
agitar hasta que se disuelva completamente. Agregar el agua destilada y filtrar
por papel.

Técnica: Después de fijar cl preparado por el 'alor se.colorea durante un minuto
con el colorante, se la m con agua, se seca y se observa con inmersión.

Solución acuosa dc nigrasina (para preparados negativos):

Nigrosina . . . . . . . . . . . . . . . 0,1 gr.

Agua destilada. . . . . . . . . . . . . 100 2

Se mezcla \' se filtra por papel.

Técnica: Colocar sobre un porta objeto bien limpio una gota de la solución de
nigrosina y una gota del material de ensayo. Con otro portaol)jeto o bien con una
pipeta l’.-\s’rI-;(7I¡se hace un l'rotis. Secar y observar con inmersión.

Coloración (lc (tam (modificación de Ihren-m):

Solución A

Cristal violeta (con 85 92). . . . . . . . 3 gr.
Alcohol etílico (95 %). . . . . . . . . . 25 ce.

Solución ll

OxaIato de amonio . 0.8 gr.
Agua destilada . . . . . . . . . . . . . 80 ee.

Mezclar las soluciones A y B.
Lugol

Iodo. . . . . . . . . . . . . . . . . . lgr.

Ioduro de potasio . . . . . . . . . . . . 2 D

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . 300 ec.

Colorante de contraste

Sal'ranina (2,5 % sol. en 95 ‘25de alcohol etí­
lico) . . . . . . . . . . . .. .. 10cc.

Agua destilada . . . . . . . . .' . . . . 100 r

Técnica: Despues de fijado el preparado se colorca con cristal violeta durante
un minuto, se lava con agua y se trata el preparado con solución de lugol por un
minuto. Decolorar con alcohol etílico de 95 % durante 30 segundos y colorear con
el colorante de contraste por lO segundos. Se lava, seca y observa con lente de in­
mers.ón.
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Método ¡le (¡lun (Inod.licado por Kocmorr _\' llHI-ZIHHN).

Solución ;\

Violetade genciana o cristal violeta . . . . l gr.
Agua destilada . . . . . . . . . . . . . ltlt) cc.

Solución ll
lli -arbonato sódico. l gr.
Agua destilada 20 cc.

Lugol
lodo . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 gr.

Solución de hidróxido sódico .\'/l . . . l() ce.
.\uua destilada hasta I()t) cc.

(.‘olorante de contraste
l"ucsina básica . . . . . . 0,1 gr.
Agua destilada 100 ce.

’l'écnícu: l’ijar el preparado y colorear 5 minutos con una mezcla de las soluciones
A y Il, en la [)I'()])()I'('lóllde 1,5 cc. de la solución .\ _vt),-I cc. de la solución ll. l.a 'ar
con lugol, reno 'ando _\'haciendo actuar 2 minutos. l'llllllllltll' el líquido _vsin lavar

.u'. Dccolorar con acetona ltl0 í},
preparmlo hasta que no se dccolore (por lo general esto sc cumple en un tiempo
5' dejando caer el líquido gota a gota sobre el".‘

menos que lt) segundos. Secar al aire _vcolorear con cl colorante de contraste
durante 10 a 30 segundos. Lavar con agua. secar _vobservar eon lente de inmersión.

Jlélmlo (lc ZIHIII.-Nl-:I<:l.sHN¡mm úritlorrcsíslc"cía:

Solución .v\

l"ucsina basi'a (90 ",' de contenido) . . . (L3 gr.
.-\leollol(‘lílico (95 . . . ltl ce.

Solución li

.-\cido fónico . . . . . . . . . . . . . . 5 ¡:l'.

Agua destilada . . . . . . . . . . 9.3 cc.

Mezclar las soluciones .-\ _v ll.

Técnica: Fijar el preparado _vcolor 'ar con una mezcla dc las soluciones .-\ y B
filtrada durante '2 ó 3 minutos en -alicu'.c o durante 15 minutos cu frío. La 'ar

con agua. decolorar con una mezcla de alcohol etílico de 95 Si; _\'3 ‘fl' de :icido.
clorhídrico. Lavar con agua y colorear con una solución acuosa de azul dc Inctileno
Lavar _\'secar. Observar con objetivo de inmersión. Las bacterias ¡icidrn'rcsistcntcs
apareceran de color rojo. Las no :ícitlorresistentes de eolor azul.

I’Iu-zmmnos l-I.\' (T.'\.\|.\lt;\ ¡IC'MHIM

_\Íélmlo(Ir l-‘on‘rNHumodificado ¡mr SORIANO:liste metodo fue usado por cl autor
para el estudio morfológico de levaduras, _\'resultó perfectamente adaptable para.
este grupo de bacterias filalnentosas.

I'n portaobjeto de una sola excavación (modelo Kocu de lti nun. de diametro),
bien descng' ‘.I(lo,se esteriliza a la llania y se deja cnl'riar con la e '
abajo. l-Zscómodo apoyar un borde en una pipcta l’.\sTi;L'n esterilizada.

"¡ción hacia

l'ol. IX .\'° 1
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Con un píncclito pequeño embadurnado con vaselina fundida (puede hacerse
esto a la llama veladora de un mechero) se dibuja un aro alrededor de la excavación
del porta.

Se toma un cubreolúeto cuadrado (IS ><18 mm.), se lo desengr _vsostenien­
dolo por uno de sus vértices con una pinza Coltxwr, se lo esteriliza a la llama. Se
deja enfriar con la superficie estéril vuelta hacia abajo.

Sobre la parte estéril del cubre, se vierte una gota de agar nutritivo fundido y
entibiado a 60°. ¿sto puede hacerse con ayuda de una pipeta o directamente
con el tubo (le agar.

I'll cubre, sostenido verticalmente, permite eliminar el exceso de agar que se
acumula en uno de los vértices, apoyando este sobre una "aja de I’E'rlu estéril.

I'na vez solidil'icado el agar, se recorta con un bisturí o navaja previamente
flam 'ados, los bordes de este, tratando de que quede una figura octogonal de tama­
ño adecuado para ocupar la, excavación del porta sin tocar la vaselina. Luego se
colo ra sobre el porta apretando un poco para hacer un cierre hermético que evite la
entrada del aire y con ello la dese "ación del preparado.

En el momento de usarlo, se levanta el cubre _vcon un hilo de platino o una.
pipeta Pasrm'n afinada se siembra en la parte central de la película. I'll cubre
vuelv* a colocarse en la cxaavación del porta, se aprietan los bordes nuevamente
y con un pincclito con parafina. fundida se bordea el preparado.

Ilecho esto, el preparado está listo para incubar.
Todos estos movimientos deben hacerse con la mayor rapidez posible, para

evitar que se infecte el preparado.

Cultivos de adhesión. Método de Lmoxr-zn: Se preparan los portas _vcubreobjetos
estériles como para la técnica del método anterior.

Con un ansa de platino se coloca en el cubre objeto, sobre la cara estéril, una
gota del medio de cultivo estéril, tratando de que no sea mu_vconvexa para evitar
que toque la exca 'aeión del portaobjeto.

Se siembra con una pipeta PAS’I‘EUIIalinada o bien con un hilo de platino, guar­
dando siempre las lmbituales precauciones de asepsia. Luego se coloca (‘l ('ubl'c
sobre la ex -avación del portaobjeto _vse termina como en el método anterior.

Se ha intentado hacer también los cultivos con gotitas por el método de LINDXER
pero los resultados obtenidos no han sido lo suficientemente satisfactorios como se
esperaba. Posiblemente la causa de ello ha sido casi eXclusivamente la naturaleza
del material, que siendo filamentoso _vcon vaina, resulta mu_vdifícil romper los
filamentos _\'dejar células sueltas.



92 lis'rl'nn) I-‘isim.(u:|u) Y sls'r. ni: .\l.t:l'\'.\.\‘ ('lilum_:/¡lu[;m-Irríulls

(J().\'(,'Ll'Sl().\'>¡

.\t't(‘r thv ('xporinu'nts of the ¡n'vsvnt invvstigatinn thu following
(-mu-lusimis havv ¡won drau‘u:

I. \\'I.\'()(:I:.\I)s¡¿\"s nn'diuni ('mnpnst‘d of hnilt'd hay and i'vrrit­
hydmxidt' is a gnnd nwdiuin to obtain vnrit-hnwm (-ulturvs of Lrplu­
Unir nrln'urm. Thv suhstitutinn of t'vri'it-hydmxidu hy Jnauganvsc
carbonato advisvd hy llnlast'n is (-mn'vnivut.

‘2. f s lsolatun: ut thv Lt'plulhría' S]H'('Í('.\'Íllt'illdlltg Implullu'im ¡mln-(1­

(till in puro ('llitlll't' n'as ohtainvd \\'ilh (IiiÏt‘l't'lll sulid ('llillll't' nwdiluns,
(¡(‘s't'l'iiH-tiin the study: tlw hosl rt-sults wow uhtuilit'd hy mw (-mn­
¡msod of agar, walvr and rt'l'l'i('--:lllllIHHlÍlllHnitrato.

3. - ,\'¡)qu'¡'olilu.s- tÍÍl'Ímlnnm was also Ísnhtlt'ti in Bt'sm-zx's ll‘.(‘tiilllll
with 0,5" "m,nwat ('.\",l':l('I.

.;_ __

('ulturt‘s :Ind agar films ha\'(- giw'n sat isfat'tm'y rt'sults for lilt' umrphn­
_\i(-th0ds nf (il"('('l ()ii>‘(‘l'\'¡lli0ll in nmist-t-han:|:4'i', adht-siun

lugi-al study of this group nf i):l('l('l'Í:l.
"Tilt‘ physinlogit'al study has cunfiruwd that: til!‘ studwd

strains vannnt develop in mnanva mini-ral na'dia, pl't‘s't‘nt't'or
ahst-nu- of irnn ur llltlllL’JIItl'St'dut's nut stwni tu inl'lut-nt-v tln' (¡uanlity
01' quality of ti(.‘\'(‘i()])lll('lll,nxidatinu of manganvso salts tnkt-s |)i:t('('
cyvn \\'ith tit':l(i (-(‘llsand vom];va suhstant-t's aro ('lll|)it)_\'('(lt'nr tlwil'
nu'tahnlisin, among \\'ili('il prvfm'al)l_\' ¡n-ptmw.

(5.- 'l‘host' rt-sulls lll:ti{('ns doubt ou the facultativo autntmphy
of this group uf I):l('l('l'Í:!.

I. 'l'ht- Innrphnlngit'al aud |)il_\'\i0i()gl(':li study nt' 25:")strains
isolated allowod us tu gruup li1('lll in :')spvt-it's dust-rile in tho study.

Sl'.\l.\l.\l{\'

In this study a l'('i:lli()ll is ¡nado of tlw rt'sults of lhv ph_\'siolngi(-a|
and systvlnatit' study of SUIl‘t'('hlum¡jr/uburlu'iulrs‘ a group of the
Srl)¡Zunu/u'lrs \\'hi('h main (-lial':l(-Ivristit- is the ¡n'est-noo uf a sht-ath.

Roprt-svnlat¡yt-s of this gruup won-vdt-st-rilwd hy l\'l"r7.l.\'(: in ¡S33
and ¡843, ('oux iu lSTt), ZOI’F in ¡882 and ntht'rs.

\\'I.\'u(:u.\nsK\' in ¡SSS studit-d somt‘ uf tlwir furnzs and nanwd

thoin Irun Imrlrríu i)('(':llls‘('of tin-ir afl'inity with this nwlal. In his
(rxlwrinwntal study, hn (it'tillt'lt'tl that in siniilarity with ¿mw-nplants
thvy (-nuld livv and dvvolnp in ahst-nt-(I of m'ganit- suhstant-(I, lilt'
syntht'sis of (-arlmuatt-d slliislum't‘s starting.r l'rmn tht' (-arhnn dinxidv
nf thu air. Ilv sum-('dt‘d in (-ultivating tlwin in (’l'llth‘ ('ulturvs with
hoilvd hay and r(‘l'I'Í(' h_\'droxid(\.

Vol. IX A" 1
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BuscisN in 1894, cultivated and isolated Sphaerotilus dichotoma
in pure culture; Mouscu in 1910 and LIESKEin 1911 obtained the
first pure cultures of Leptothriz ochracea from natural iron sources
in organic media. Momscn stated, that the presence or absence of
peroxide of manganese was not absolutely necessary for the develop­
ment of thcse bacteria, and the two previous reasons made him
deny WINOGnADSKï’stheory.

Specimens of different sources were employed in this investiga­
tion to establish the possible relation between the forms of life of
these bacteria and their habitat.

All the specimens (100) were taken in sterilized flasks submitted
to a microscopical examination and sown in several culture media.

Of the enrichment cultures tested the best result was obtained
with boiled hay at lO to 20 0/00plus manganese carbonato; having
stated that the hay must have an advanced grade of maceration
and must bc boiled in a large quantity of water (more or less 2.000
times).

The isolation of the rcpresentatives of this group of bacteria,
". {specially in the chtothriz species was a complicated task at the
"' ' beginning as safe isolation mediums in pure culture were ignored.

O

After several tests BUSGEN’Smedium for isolation of Sphacroiilus
dichotnma was modified by adding manganese carbonate.

LIESKE’smedium could be employed for development only after
I.amodifying the original formula.

Later on the different species of the Leptothria: genus were iso­
lated in a sure and rapid way in a medium composed of agar

—i. 1 °/o and 0,75 °/oo of ferric-ammonium citrate.

" l

Isolation of Sphaerotilus dichotoma was also obtained in the
previous medium and in BUSGEN’sagar (0,5 l3/00meat extract and

% agar).
A total of 255 strains were isolated and later identified as:

Sphaerotilus dichotoma (COHN) MIGULA (1900.
Leptothrix ochracea KU'rerG 1843.
Leptothrz'a: sideropous (MOLISCH) 1910.
chtothrz‘z crassa CHOLODNY1926.

One of the forms was recognized as a new species for which the
name of Leptothria: winagradSkiz' n. sp. is proposed.

The study of the isolated strains is based on morphological obser­
vations, from moist chamber cultures and stained preparations; the
characteristics of these cultures were observed on PETRI dishes
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and agar strokcs using peptonised water plus manganese acetate
and BUSGEN’smedium.

The first problem created by the physiological study of the strains
was the discovery of a medium to cultivate them in pure state,
and sufficient to carry out the systcmatic experiments and evi­
dence the influence of different agents on the studied germs.

At the same time an investigation was made on their develop­
ing capacity in mineral media. and the influence of fcrric salts and
man gancse in their metabolism, according to WINOGRADSKï’stheory.

The first problem gave the following results:
chtothrix develops better in peptone as organic substance and

manganese acetate as the mangancse salt, in the following propor­
tions: peptone 0,5 “¡’00,manganese acetatc 0,10/00.

Spliacrotilus dichaloma develops very well in meat cxtract 0,5 °/oo
(BUSGEN’S medium).

The tests with mineral media gave negative results although
LIESKE’Smineral medium for Leptothriw ochracea was tried and all
possible causes of mistake foreseen.

In certain cases, the fcrric salt and mangancse are favourable
to the development of these bacteria, in others their action is nega­

. tive and in others they sccm harmful.
In thcsc experimcnts in pure culturcs, iron has never been oxidised

by these bacteria, while mangancsc has been affected so, in most
cases. When manganese is not. oxidised it is due to the composition
of the culture medium, it does not happen with iron as oxidation
is cffectcd at a pH greater than 6,8 and at that point ferrous salts
are so unstablc that they are practically transformed into fcrric.
Oxidation may also be produced with dead cells.

These results make us suspcct that these bacteria are not faculta­
tive autotrophes, which coincides with the doubts expressed by
MOLISCH, BAAS-BAKING and PARK.

The other physiological investigations were: the determination of
the carbon-dioxide influence, temperature, relation with oxygen, me­
dium reaction, power of reduction of nitrates, formation of hydrogen
sulphide, acetyl-metyl-carbinol and indol, gelatine liquefaction, spo­
rulation ability and influence of light. The results of these investiga­
tions which allowed the identification of the previously mentioned
strain are groupcd in a special chapter.

The systematic study is preceeded by the diagnosis of the diffe­
rent genus of Chlamydobacterialcs and by a brief comment on Lep­
tothria: and Sphaerolz'lus. The genus and species have been described
separater and illustrated by prints and camera-lucidadrawings.

Vol.IX N‘ 1



Setbre. 1939 MARÍA S. CATALDI 95

BIBLIOGRAFÍA

ADLER,O. 1904. « Ucber Eisenbnkterien in ihrer Beziehung zu den therapeu­
tisch verwendeten naturlichen Eisenwasser r. Zenlralbl.f. Bakt. II. ll : 215-219;
277-287

BAAS-BECKING,L. C. M., and PARKS. 1927. « Energy relations in the meta­
bolism of autotrophic bacteria ». Physiolagycal Review. 7: 85-106.
BEGl-Jlt,H. 1936. <chlathriz echinata ein neues vorwicgend mnngnn füllendes
Eisenbaktcrien r. Zentralbl. f. Bakt. II. 92: 401-406.
BEBGEY,D. 1934. t Bergey’s Manual of Determinative Bncteriology. A Key
for the identification of Organisms of the Class Schizomycetcs. 4. th. ed.
Williums u Wilkins.

BUCHANAN,R. E. 1918. « Studies in the classification and nomenclature of
the bacteria. VII. The subgroups und genera of the Chlamydabaclerialesr.
Jour. Bact. 3: 301-306.

1925. General Systematic Bacteriology. 507 pag. Williams and Wilkins Co.
Baltimore.
BUSGEN, M. 1894. « Kulturversuche mit Cladafhria: dichoioma ». Berichle d.
Deutsch. Bot. Gesellxch. 12:147.

COHN, F. 1870. « Uber den Brunnenfnden (Crenothriz polyspora) i. Beitrage
z. Biol. d. I’ll. l: 108-131.

1875. « Untersuchungen über Backterien, II. r. Beitr. z. Biol. d. I’fl. l: 185.
CuóLonNï, N. 1926. « Die Eisenbnkterien >. Beilrágc z. einer Momgraphie.
Jem}. G. Fischer.

(") De Tom and TREVISAN, V. 1889. t Schizomycetaceae NAEG. r, in SACCARDO,
P. A.: Sylloge Fungorum. 8: 923-1087.

(") DORFF,P. 1934. Die Eisenorganismen. Systematik und Morphologie. Pflanr
zen/orschung, HRSG. R. KOLKWlTZ,H. 16. Biologie des Eisen- und mau­
gunkreislaufs. (Die Eisenorgunismen II). Verlagsgesell.f. Ackerbau M. B. H.,
Berlín, 1935.

(") EHRENBEIIG,C.G.1836. Vorliiufige Mitmilungen über dns wirkliche Vorkommen
fossiler Infusorien und ihre grosse Verbreitung. PoggendorfAnnalen. 38,213-455.

(") HENNEBERGJV.1926. Handuch der Gürungsbakteriologie. 2 cd., 2 vol. P. Parey,
Berlín.

(") KCJTZING,F. T. 1833. «Sphaerotilus muans, eine neue Süsswassernlge r.
I/innaea 8: 385.

(") — 1843. Phycalogia gerwralis. 198 pág. Leipzig.
(") Lil-:st, R. 1911. « Beitriige zur Kenntnis der Physiologie von Spirophyllum

ferrugineum, einem typischen Eisenbakterium r. Jahrb. f. wiss. Bolanik. 49: 91.
(") — 1919. l Zur Ernáhrungsphysiologie der Eisenbaktcrien I. Zbl. f. Bakt. II.

49: 413425.
(") LINDNER,J. 1893. «Die Einzellkultur im hángenden Tropfen». Wochenschr.f.

Brauerei. 10. 1554.

(’°) MACÉ, E. 1897. t Sur les caractéres de culture du Cladothriz dichotoma i.
Campt. Rend. Amd. Sci. 106: 1622.

(") MIGULA, W. 1897-1900. System der Backterien. Jena.

AA
a.u

' u­V

o
V

A
o

V

AA

3o
V­

. (") Mouscu, H. 1910. Die Eisenbakterien. Jens.



96 ESTUDIO FISIOLÓGICOY SIST. DE ALGUNAS Chlamydobactem’alcs

(a) NAUMANN,E.1921.< Untersuchungen über die Eisenorgnnismen Schwedcns
I. Dic Erscheinungen der Sideroplustie in den Gcwüssern des Teíchgebietcs
Aneboda r. Kungl. Svenska Vetenskapsakad. Handt. 62. (4): 1-68. 6 lam.

(u) — 1929. « Ueber Morphologisch bzw. Physiologisch bestimmbm'e Eisenbak­
terien n. Ber. d. Deutsch. Bot. Ges. 47.

(u) — 1935. c Ist Cladothn'z dicholoma Cohn 1875 mit Sphaerotitus natans Kut­
zing 1833 idcntisch? ». Zentralbl, f. Bakt. II. 88:62-66.

(9°) RÓSSLER,0. 1906. cDer Nnchweiss von Crawthrix palyspora im Trinkwasser r.
Deutsch. Med. Wochenschr. 32: 1628.

(”) SCHORLER,B. 1904. c Beitrüge zur Kenntnis der Eisenbakterien. > Zentratbl.
f. Bakt. II. 12: 681.

(a) SOCIETY or AMERICAN BACFERIOLOGISTS.Comunas ON BAC’l‘ERlOLOGlCAL
TECHNIC.Manual of Methods for pure culture study of bacteria. Geneva. New
York, 1923-1939.

'(”) SORIANO,S. 1935. < Dispositivo sencillo para micromnnipulacioncs r. Folio
Biológica. 46-47-48: 205-210.

(3°) —- 1938. t Estudio microbiológico del proceso dc fermentación de la c chicha, i.
Rev. del Instituto Bacteriológico (D. N. H.). 8 (3): 231321.

(3') WINOGluDsKI. S. 1888. « Uber Eisenbnckterien r. Bot. Zeitung. 46: 261.
'(3’) —- 1891. « Recherches sur les organismes de la, Nitrification n. Anuales Inst.

Pasteur. 5: 32, 577.
(3‘) — 1922. «Eisenbnkterien als Anorgoxydnnten >. Zentralbl. f. Bakt.

57: l.

(3‘) — 1928. «Ferrobncterics. Travnux récents». Bull. Inst. Pasteur. 26: 625-630.
(35) ZIKES, H. 1915. < Vergleichende Untersuchungcn über Sphaerotilus nalans

(Kützing) und Cladothria: díchotoma (Cohn) auf Grund von Reinkulturen r.
Zentralbl. f. Bakt. II. 43: 529-552.

(3°) ZOPF. 1882. Zur Marphologie der Spaltpflanzen. Leipzig.

II.

Vol. IX N’ 1



INDICE

INTRODUCCION . . . . .

CAPÍTULO I.-7—Antecedentes. . . . . . . . . . . .

CAPÍTULO Il. --« Métodos de cnl‘iquocimionto _\' aislamiento .
- -.\lntoriul . . .

< linriquecimicnto
- -Aislnmionto . . . . . .

a) Aislamiento de chlothn'x.
b) Aislamiento do Sphucrolilus. . . . .

CAPÍTULOIll. - -li.<tu(lio de las Chlamydobactcriaics aisladas .
l. -——Morfología, . .

2.- -l"isiologíu . . . . . . .

a) Desarrollo cn medios ¡ninernlos . . .
b) Influencia del hierro _\'(lol manganea
c) Otras cnrmrtcrísticus‘ fisiológicas .

CAPÍTI'LU l\'. --—.-\grup:u-ión (le los cultivos (estudiados
CAPÍTULO \'. ——Sistemática (le las (‘hlamydobaclerialcs .

l.»—])ingnosis. . . . . . . .. .....
2.- identificación (le los cultivos estudiados .
3. -Dos<-ripción (lo géneros y especies . . . . . .
-l. - - Rosuuwn de los cnructcrvs (lo lns eslwcios estudiadas
5. r —Addmda.

CAI’Í’l'l'LO VI.—-Con(-lusionos .

l

PNP.“

(ÉAI’í'rl'Lo VII. - <Resumen . .

AI’ÉNDICE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

l.-— Listas (lo las ¡nuestras del Inntcrinl y de los cultivos estudiados.
2.——Medios (lo cultivo, métodos y técnicas empleados .

CONCLUSIONS.\.\'D sl'mmmr .
BIBLIOGRAFÍA. . . . . . . .

ILL's'rnAConssz Láminas I-IX.



REV. INSTITUTO BAC'I‘EBIOLÓGICO LÁÍMINA I

Tono IX, N9 1, SETIEMBRE1939 4 A31“?M. s. CATALDI

LÁMINANo 1. —Sphaerotüus dichatomus

1-2-3. —Tres aspectos de las colonias de Sphaerotüua dichotomus 100 x
4. ——Filamentos en cultivo puro 250 X
5. —Filnnïentos en cultivo puro, vistos con gran aumento 1200 x



LÁMINAN02. -—Leptothrizochracea

1-Coloniaenagarcitratodehierroyamonio150><.-——2-Bordedecolonia.100X.—3-Bordedecolonia.1000X.—4-Aspectosdelosfilamentoscon

vainasímpregnadasconmanganeso560X.

TOMO IX, N9 1, SETIEMBRE 19139 ART? M. S. CATALDÏ

REV. INSTITUTO BACTERIOLÓGICO LÁMIU’A n
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TOMO IX, N9 1, SETIEMBRE 1939 ART? M. S. CATALDI

LÁMINAN0 3. — Leptothriz crassa.

1. — Colonia en superficie 200 X
2.-C010nia dentro del agar 200 X
3. —Borde de colonia. 1000 X.
4. —Filamentos con las vainas fuertemente impregnadas 500 X



REV. INSTITU'IK) BACQERIOLÓGICO y

Tono IX, N9 1, SETIEMBRE1939

.

1. — Colonia en superficie 250 X
2. ——Borde de colonia. > v Y 1

3.-Aspecto de los filamentos con su disco de adhesión.
. u .

LÁMINAN0 4. —Leptothriz sideropcms

LÁMINA IV

Amvv M. S. CATALDI

«i?
'19.
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Tomo IX, N0 1, SETIEMBRE1939

' “ LÁMINANo 5. —Leptothrix winogmdskíi

1. -—-Colonia en superficie 150 ><
2. —Borde de colonia 1150 X
3. — Filamentos, en cultivo puro, con sus vainas impregnadas con manganeso 600 ><

LÁMINA v

ART? M. S. CATALDI
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Tomo IX, No 1, SETIEMBRE 1939 ' m Amw M. S. CATALDI

LÁMINA N0 6.

1. -- Sphaerotüus dichotamus 1300 X
2.-Aspecto que toman algunos preparados, en cámara húmeda, de Sphaerotilus dichotomus

después de 24 horas.
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TOMOIX, N9 1, Smnmnmx 1939 " Amw M. s. (Mmm

(9%

1. —Leptothriz ochracea, 1300 X
2. -—Leptothriz craasa, 1300 X



LÁMINAvmREV. INSTITUTO BACTERIOLÓGICO

Amw M. S. CÁTALDITono IX, N9 1, SETIEMBRE1939 '

LÁMINA N0 8.

l.-Leptothrix sideropous, 1300 ><
2. —Loplothriz winogradskii, 1300 X
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-ef

LÁMINAN0 9. —Filamentos con sus respectivas vainas.

a. — Sphaerotilus dichotomus.
b. —-Leptothriz ochracea

e. —-Leptathrix winogradskii.
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