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Contribucion al estudio
fisiologico y sistematico de algunas

Chlamydobacteriales

(con 5 figuras y O ldminas)

Por MARIA S. CATALDI

IxTRRODUCCION

Aun cuando la idea primitiva que origind la presente contribucién
era la de cfectuar exclusivamente el estudio sistematico de algunas
Chlamydobacteriales, bien pronto se pudo ver que al evidente desorden
de su sistemitica se sumaba la falta de precision de su diseutida
fisiologia.

IFué por ello preciso encauzar el trabajo hacia la clucidacion de
estos fundamentales interrogantes.

I'n cfecto, a la mayoria de cllas se las ha ubicado en ¢l grupo de
las bacterias autotrofas, es decir, capaces de obtener cnergia para
su metabolismo de ciertas substancias inorginicas, sin que hasta el
presente existan pruebas decisivas para justificar plenamente (para
muchas de ellas) ni siquiera su inclusion como bacterias awlétrofas
Jacullativas.

La auscneia de poder patdgeno y la falta de toda aplicacion indus-
trial ha contribuido 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
an no sc posce un medio eficaz de enriquecimiento para cultivarlas
< in vitro » y legar asf a la obtencién de cultivos puros, indispensa-
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bles para poder intentar con algunas probabilidades de ¢éxito Ia so-
lucion de esta interesante cuestion.

Cabe hacer notar, sin embargo, el impulso dado en los tltimos
aitos al estudio de algunas Chlamydoebacteriales como precipita-
doras del hierro por creerlas agentes principales de la formacion de
concreciones en las canerias de aguas corrientes. Con tal motivo sc
publicaron una seric de trabajos pero ninguno aclara el oscuro pro-
blema de su fisiologia.

I'n esta investigacion se ha encarado el estudio de las Chlamydo-
baclertales desde un punto de vista puramente general cual conviene
a la Bacteriologia como disciplina de las Cieneias Naturales, y para
cumplir dicho propdsito se ha procedido de acuerdo al siguiente plan:

1°) Incontrar un medio de cultivo que permita enriquecer de
una manera rapida y segura los cultivos de estas bacterias.
2°) Busear un método para la obtencion de cultivos puros.

39) Estudiar en detalle las cepas aisladas, describirlas e intentar
su clasificacion.

4°) Establecer cuiles son las earacteristicas que bastan para la
misma.

5°) Demostrar cl rol que juega el hierro y ¢l manganeso en el
metabolismo de estas baeterias.

6°) Determinar sus principales caracteristicas fisiologieas y com-
probar su capacidad autotrofica.

Vol. IX N° 1
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CAPITUIO I

ANTECEDENTES

Ktrzing (%) (1833) deseribié una forma bacteriana filamentosa
a la que dié ¢l nombre de Sphaerotilus natans. Mis tarde agregd 2
ese género dos nuevas cspecies: Sphaerolilus thermalis y Sphaerotilus
lacteus.

EurexBERG (**) (1836) deseribido un organismo con el nombre de
Gazllonella ferruginea que incluyé en el grilpo de los infusorios con
envoltura silicea, es decir, dentro de las Dialomeas. Segin €], este
microorganismo se cencuentra en forma de filamentos entrelazados
que se colorean de color ocre por el hidréxido de hierro. Mas tarde,
el nombre genérico de Gaillonella fué sustituido por el de Gallionella,
que actualmente cs ¢l que estd mmas generalizado.

IKCTz2ING (*%) (1843) en su « Phyeologia generalis » deseribié una
bacteria filamentosa que erey6 era una alga y le dié el nombre de
Leptothriz ochracea. Lste género en esa época pertenceia a la algo-
logia.

Actualmente se sabe que este microorganismo ¢s una rarisima
bacteria que sucle asociarse en largas eadenas presentando la parti-
cularidad de poseer una vaina mucilaginosa que rodea a los fila-
mentos celulares y que esta impregnada por hidroxido férrico.

Coun (8) (1870) da el nombre de Crenothrix polyspora a un orga-
nismo deseripto por 6l en forma de filamentos muy desarrollados
que al estado joven son incoloros y al envejecer coloréanse de color
herrumbre. De sus estudios, Coux dedujo que este color herrumbre
cra debido al hidréxido férrico que se deposita en sus vainas como
producto de su metabolismo, a semejanza de lo que ocurre en las
Meloheciaceas con el carbonato caleico.

sste mismo autor en 18735 (?) deseribid una bacteria filamentosa
con ¢l nombre de Cladothrix dichotoma, caracterizada por sus falsas
dicotomias y sus vainas incoloras; vive en aguas de pantano pe-
gadas a las algas y es wuy semejante a las Leplothrix incoloras.

Zorr (%) (1882), estudiando la Crenothrix polyspora, rebatid los
resultados de Coux llegando a la conclusion de que la coloracion
de las vainas es debido a la deposicion mecanica de las sales de
hierro disucltas ¢n el agua jgual que lo que ocurre con la gelatina
cuando se la une artificialmente con soluciones colorantes.

WinoGrapsky (*!) (1888) estudid por primera vez cn forma com-
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pleta a cstos organismos y les dio el nombre de ferrobacterias o
bactertas del hicerro, por su marcada afinidad con este metal.

Comparindolas con las bacterias del azufre observé WINOGRADSKY
que son capaces de vivir en auseneia absoluta de materia orginica.
Posteriormente en 1891 (*) descubrid las baceterias de la nitrificaecion
que cxigen las mismas condiciones gue las anteriores y las agrupo
bajo la denominacion conjunta de baclerias aulotrofas, es decir,
« baeterias que efectian la sintesis de In materia carbonada de su
protoplasma a partir del anhidrido carbénico del aire utilizando
como fuente de energia la oxidacidon de sustancias inorginicas ».

Con este grupo de bacterias WINOGRADSKY inicia un interesante y
discutido capitulo en Bacteriologia. Utilizé para sus estudios Lepto-
thrix ochracea, la mas difundida de las bacterias de este grupo. Las
cultivé en un medio de enriquecimiento a base de heno hervido e
hidroxido férrico con ¢l que obtuvo desarrollo de filamentos de
bacterias del hierro en gran eantidad.

Colocando estos filamentos entre porta ¥ cubreobjetos y hacién-
doles circular corrientes de liquidos con diversas sales en solucion,
encontrd que estas bacterias eran capaces de vivir y desarrollarse a
expensas de carbonato ferroso. Observd también la relacion que
hay entre la oxidacion del hierro y la vida de la eélula. Para esto
tomd vainas jovenes ya coloreadas, las decolord por accion del anhi-
drido carbénico, luego agregd agua con carbonato ferroso en solu-
cion y vioé que s6lo s¢ coloreaban las partes de las vainas en cuyo
interior se¢ encontraban ain células vivas.

Por la propiedad de oxidar sustancias agrupé en 1922 () estas
bacterias con las del azufre y las de la nitrificacion que igualmente
la poseen, bajo ¢l nombre de « anorgoxidantes ».

Buscex (7) (1894) cultivd y aixlé Cladothriz dicholoma en un medio
liquido compuesto por extracto de carne y agua, solidifieado con
poca cantidad de agar.

Macg (2) (1897) estudid los caracteres morfologicos de Cladothrix
dichotoma, pero sus conelusiones no son muy aceptadas, pues con-
funden la compleja nonrenclatura de este grupo de gérmenes.

ScionrLER (27) {1904) describio una bacteria filamentosa con falsas
ramtficaciones cuyos filumentos son fijos en su base, sus vainas estan
constantemente impregnadas de sales de hierro y manganeso y se
reproducen mediante gonidios moviles. La denomind Clonothrix
fusca.

RossLEr (%) (1906) aconsejd cultivar la Crenothric polyspora en
un medio formado por: trocitos de tejas de un centimetro y medio
de supetrficie, esterilizados, y sumergidos en una solucion de sulfato

Fol. IX N° 1
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ferroso muy diluida (1:5000) igualmente estéril. Este autor manifiesta
que el desarrollo comienza después de unos dias de haber sembrado
al agua a investigar y a las pocas semanas cubre completamente
los trozos.

ApLer (V) (1909) deseribié a Cladothrix dicholoma y Leptothrix
ochracea cultivadas en un medio de citrato de hierro y amonio al
0,05 9.

Moriscu (*3*) (1910), estudiando las bacterias del hierro, consiguid
aistar la Leplothrix ochracea, al estado puro, utilizando para ello un
medio absolutamente orginico a base de mangano-peptona, agua de
turba y gelatina. Cultivé ademis esta bacteria con solucion muy con-
centrada de peptona v sin sales de hierro ni manganeso.

De estos resultados dedujo Mouisen que tales bacterias pueden
utilizar para la sintesis de su protoplasma materia organica a igual
que todas las demis baeterias y que por lo tanto la utilizaciéon de
las sales de hierro no es absolutamente indispensable.

Objetd Ia teoria de WINOGRADSKY respecto a la oxidacion de sus-
tancias inorginicas y manifestdé que Leptothrix cchracea es un orga-
nismo cspecialmente exigente en peptona. Ademais observo ue son
igualmente capaces de oxidar las sales manganosas o manginicas,
siendo este resultado de suma importancia puesto que las sales man-
ganosas son relativamente mas estables que las ferrosas.

A pesar de estos estudios, Lieske (07-1%) (1911-1919) publicé dos
trabajos cuyos resultados se muestran abiertamente a favor de la
teoria de WiNoGRrADsKY. Sin cmbargo Lieske, al igual que Moriscn,
obtuvo desarrollo con agua de peptona y sin hierro, pero al intentar
obtener cultivos puros con el medio de MoLiscu (manganopeptona,
agua de turba y gelatina) consiguidé un solo cultivo puro de Leptothrix
ochracea. Nas tarde, y después de mucho insistir, no le fué posible
obtener este resultado atn encargando la experiencia a otras per-
sonas para cvitar toda influencia personal. Lieske explied tal fra-
caso con la hipotesis de que tal vez la Leptothrix ochracea solo fuera
capaz de reproducirse durante una fase especial de su erecimiento,
la que probablemente no estuvo presente en los cultivos que no de-
sarrollaron,

Después de nuinerosas y prolijas experiencias LIESKE consiguid
un medio favorable al desarrollo de Leplothrix ochracea compucsto
de agar agua y acctato de manganeso.

Para sus ensayos utilizé Lieske material de fuentes ferruginosas
naturales de la mayor pureza posible. No consiguiendo obtener culti-
vos puros usando medios de enriquecimientos, debido a las in-
fecciones.
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Con cultivos puros Lieske estudié la fisiologia de Leptothrix
ochracea intentando cultivarla en medios minerales.

De estos ensayos obtuvo desarrollo solo cuando partia de los tubos
de agar. Al querer transplantar de un medio mineral a otro, los
resultados eran negativos, LiEskE atribuia estos fracasos a una eausa
desconocida comtin a todos los ensayos hechos con cultivos puros.
Estudio también la influencia del anhidrido earboénico en ¢l metabo-
lismo de estas bacterias llegando a la conelusion de que éste posible-
mente juegue un rol importante en el erecimiento de estas baeterias,
pero no aleanza a afirmar que pueda ser asimilado.

Consiguio aislar Gallionella ferruginea en un medio mineral y puri-
ficarla por trasplantes sucesivos hasta obtener, segtin 6l, cultivos
puros con este método.

Zikes (**) (1913) publicd una monografia sobre Cladothrix dicho-
loma v Sphacrotilus nalans. Liste aulor considera ambos géneros
como diferentes, ¥ en su trabajo hace una descripeiéon morfologica
y fisioldgica de los mismos. Sus conclusiones no son muy convin-
centes; ademis considera a Cladothrix dichotoma como una bacteria
que puede almacenar hierro en sus vainas pero gue no puede consi-
derarse una tipiea bacteria del hierro.

Apoyando las conclusiones de WixoGrapsky y objetando algunas
de LieskE, en 1926 aparecido una monografia de Cnoroonxy (19), que
es sobre todo un trabajo de recopilacion sobre los conocimientos
tenidos hasta esa época respecto a este grupo de baeterias, s intere-
sante hacer resaltar de dicha monografia, la parte que se refiere a
Gallionella ferruginea, tenida hasta entonces como una bacteria
filamentosa del orden de las Chlamydobacteriales. Fste autor eonsigue
demostrar que estos filamentos son productos de exereeion y oxida-
cion de una pequena bacteria de forma arrinonada que se encuentra
en la punta de los mismos,

Otros autores que se ocuparon de los estudios y deseripeion de las
bacterias del hierro fueron: el mismo Cunorobnxy, que describio
Leptothrix trichogenes, Scuwers, Megalothrix discophora (Leptolhrix
crassa de Cuorobpxy), y Mouiscn, Leptothrix sideropous.

Tal es el estado en que se encuentra el estudio de las bacterias del
hicrro en el ano 1928 cuando WiINoGRADSKY (3) hace una publica-
cion, la cual es una revision de los trabajos publicados hasta esa
feeha, eriticando a los autores que como Moriscn no aceptan la
autotrofia de las bacterias del hierro.

Benrcer (*)) (1936) describié una nueva especie, Leptothrix echinala
caracterizada por su pronunciada capacidad de almacenar man-
gancso.
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Dorrr () (1934-1935) publica una monografia dividida en dos
sccciones: una de cllas se refiere a la sistematica de las bacterias
del hicrro, y la segunda a la distribucién, accién ¢ importancia de
las mismas en la naturaleza. Las investigaciones personales de DoRrFr
comprenden sobre todo observaciones microseépicas de algunas de
las formas descriptas y el estudio mis detenido de ciertas formas
que aun teniendo afinidad por el hierro no pertenece al ordea de las
Chlamydobacteriales. ’

Mercce citarse también un gran nimero de trabajos consultados,
dcbidos a téenicos en bacteriologia de agua, pero la mayoria de cllos
no son mas que descripciones confusas de estas bacterias, y se ocu-
pan muy poco de su fisiologia. El mas completo de ellos es el de
Brcer (1937), que es una recopilacion de notas morfologicas,
fisiologicas y sisteméaticas de este grupo de bacterias.
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CAPITULO 11

METODOS DE ENRIQUECIMIENTO Y AISLAMIENTO

1) MaTERIAL

Para la realizacion de estas investigaciones bacteriologicas, se ha
tratado de ensayar material proveniente de origenes diversos para
establecer, en lo posible, la relacion entre la vida de estas bacterias
y su « habitat ».

Las distintas muestras fueron tomadas en recipientes estériles
y transportadas al laboratorio en camaras frigorificas, siempre que
ha sido necesario, para evitar la pululacion de otras formas bac-
terianas.

Sin exeepeidon fueron analizadas todas las muestras el dia de lle-
gada al laboratorio, constando el anilisis primeramente de un exa-
men microscopico y macroscopico directo y luego se sembraron en
diversos medios de eultivo.

La nomina de las muestras figura en ¢l cuadro No 7, agregado al
apéndice, pigs. 74 a 76.

2) LXRIQUECIMIENTO

Como en la mayorfa de los materiales que se utilizaron, las bae-
terias filamentosas se encontraban en poca cantidad, fué necesario
recurrir 2 los cultivos de enriquecimiento en medio liquido para
poder intentar luego el aislamiento en medios sélidos. Los inconve-
nientes que presentaron dichos cultivos se detallarin a continuacion:

Los primeros mdétodos intentados para el desarrollo en cultivos
de enriquecimiento fucron ¢l medio mineral de Lieske (%), ol de
hidroxido férrico de WiNoGrapskY (*) ¥ ¢l medio de citrato de hierro
y amonio de ADLER (*), en sus formulas originales y con algunas
ariantes. De estos medios, ¢l mineral de Lakske fué abandonado,
pues a pesar de los multiples ensayos que se hicieron, nunca pudo
obtenerse ni siquicra comienzo de desarrollo. Isn cuanto al medio
con citrato de hierro y amonio se produjeron desarrollos eseasos en
las primeras veinticuatro horas, deteniéndose luego.

I'n el medio de WixoGrapsky, a pesar de que al prineipio no se
consiguid ningtin resultado, se obtuvo después de insistir un tiempo,

Pol. IX N° 1
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desarrollo de Leptothrix y Sphacrotilus, dos géneros de Chlamydo-
bacteriales que se encuentran muy difundidos en la naturaleza,
distinguiéndose facilinente porque las especies del primero de los
nombrados utilizan para su metabolismo, segin WixoGrapsky, sales
de hierro, razén por la cual sus vainas aparccen siempre coloreadas
con Oxido de ese metal, mientras que los respresentantes del género
Sphaerotilus no parccen tener afinidad con dicho metal y sus vainas
son siempre incoloras.

n los transplantes de estos cultivos hechos sueesivamente para
conservar ¢l material de experiencia, desarrollé en gran cantidad
Sphaerotilus, mientras que Leptothriz desapareeidé ripidamente.

Mis tarde, y después de numerosos cnsayos, pudo ponerse de
manifiesto cn esta investigacion que el desarrollo de Leptothrix
estaba relacionado con la cantidad de heno hervido, que oseild entre
10 y 20 /45, ol estado de maceracion del mismo y la gran cantidad
de agua con que se efectuaba la extracceion (V) de sustancias orga-
nicas solubles, cuya presencia constituye un exceso de materia orga-
nica que impide el desarrollo de Leptothriz.

También fué necesario determinar la temperatura, no debiendo ser
6sta mayor de 30° C, siendo preferible la temperatura de] Jabora-
torio (alrededor de 25° C).

ISl hidroxido férrico que se utilizé se ha preparado en el momento
de usarlo, y se obtuvo de la siguiente manera: a una solucion de
cloruro o sulfato ferroso se le agregd un aleali (hidréxido sédico o
amoénico) para precipitar ¢l hidroxido férrico. Iste preeipitado, que
sc separd facilmente por decantacion, se lavé muchas veces hasta
desaparecer ol exceso de ileali agregado.

I3l hidréxido férvico ast preparado conjuntamente con ¢l heno
hervido se colocaron en una probeta de unos 50 em. de alto (segin
aconscja WINOGRADSKY) ¥y se la ll('n()' con el agua a analizar.

Por fermentacion de la ceelulosa, o bien por la accion de bacterias
proteoliticas que descomponen las materias orginicas del heno,
el hidroxido férrico en presencia del anhidrido earbdnico es reducido
a carbonato ferroso. 1Sste carbonato ferroso, por la aceion de las
bacterias del hierro, es oxidado nuevamente a hidroxido férrico.
Durante esta reaceion, que es exotérmica, se libra una cantidad de
energia que segin WINOGRADSKY os precisamente la que utilizan
estas bacterias para cfeetuar la sintesis de la materia carbonada
de su proplasma.

(") Es conveniente hervir ¢l heno en la siguiente proporcién: agua un litro,
heno 0,5 g.
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La obteneion de energia fué ealeulada por Likske (7) (eniendo en
cuenta la siguiente ecuacion:

2C0%e + 3 H-O + O = 2 Fe(OII)* + 2 CO?
O bien por los caleulos de E. Navyaxy (), que son mas modernos:

2 CO'Fe + 31120 = 2 Fe(OTD)* + 2 CO* + 189 cul.
2 %X 186,5 + 3 X 68,4 = 2 X 95,6 + 2 X 97 + 189 eul.

389 4+ 205,2 = 191,2 4+ 194 4+ 189 cal.

I'n estas condiciones, ¥ después de seis dias, el desarrollo de
Leptothrix se efectud en forma de velo rojo en la superficie o bien
en forma de copos de color rojo, pegados a la pared del recipiente.
LIn la misma forma desarrolld Sphacrotilus con =us filamentos blancos
y ademas numerosas mfecciones. Se tratd de sustituir el hidroxido
férrico por carbonato ferroso, pero como ésta es una sal que se oxida
ripidamente, fué necesario disponer de un mecanismo que lo sumi-
nistrara en forma continua. Para esto se ided el dispositivo de la
figura 1, que forma constantemente carbonato ferroso en el frasco
que contiere agua mis hierro reducido. Mediante el anhidrido car-
bonico que llega por el tubo ¢ (4).

Los resultados obtenidos por este método fueron satisfactorios
pero siempre en presencia de la cantidad de heno hervido detallada
anteriormente. En los frascos que, conteniendo aguas sembradas con
bacterias del hierro se les hizo legar el carbonato ferroso, no se
obtuvo ninguin resultado, a pesar de que con este medio Wino-
GrADSKY dice haler obtenido buenos desarrollos.

Mecjores resultados se han 8btenido cuando en lugar de sales de
hierro se uxd mangancso, aconsejada por Movniscit (*2). Se uso car-
bonato de manganeso, que siendo poco soluble se deposita en el
fondo de los frascos y entra lentamente en solueion al estado de
bicarbonato de manganeso por accion del anhidrido carbénico del
aire o bhien por la descomposicion de la materia orginicea,

Se ha podido también comprobar que el uso de rvecipientes altos
no es necesario para el éxito de estas experiencias. Con frascos
chicox se llegd también a los mismos resultados, y tienen la ventaja
de ser mas faciles de manejar.

(%) Et principio del método ha sido ideado por WiNoGRADSKY.

Vol. IX N° i
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Se ha comprobado igualmente que el nimero de infecciones esta
en proporeion directa con la cantidad de materia orginica; disminu-
vendo ésta disminuyen las infecciones, aunque en ningiin caso fué
posible eliminarlas totalmente. Sin embargo se ha conseguido dis-
minuir la materia orginica hasta 2 94 de heno hervido mediante el
agregado de sulfato de amonio al 1 %/, como fuente de nitrogeno.

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

a) Cilindro de anhidrido carbdnico.

b) Frasco con agua més hierro reducido, al cual llega el anhidrido carbdnico mediante el tubo ¢
v agua corriente por medio del tubo d. .

¢) Tubo repartidor de agua con carbonato ferroso formado en b.

/) Tubos ramales cuya corriente se regula por medio de pinzas de Hoffmann y que conducen
el liquido a los frascos de cultivo g

h) Tubo regulador del nivel del frasco b,

1) Estfa de velas, usada para elevar algo la temperatura de los frascos de cultivo.

En estas condiciones Leptothriz desarroll6 muy bien aunque en
poca cantidad pero las infecciones se redujeron al minimo.

En un preparado microscopico a partir de estos cultivos se obser-
varon filamentos de Leplothriz de color castano intenso, mezclado
con Sphaerotilus y muchas infecciones. Con lente de inmersion 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 de la fuerte impregnacion de hierro o manganeso.
Sphaerotilus en cambio presentaba sus vainas muy tenues, que
resultaron invisibles sin la ayuda de colorantes. Con respecto a los
otros representantes de las Chlamydobacteriales nunea se han pre-
sentado en los numerosos cultivos que se hicieron. Una sola vez apa-
recid un filamento de Crenothriz que no fué posible cultivar.

g otepite]

b

i

F1a. 2. — Aparato utilizado para el pasaje continuo de liquido entre porta y cubreobjeto (dispositivo
original). En la parte superior de las pipetas se colocan vélvulas reguladoras de aire, con un micro-
capilar de vidrio, El liquido 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 prob6 en los cultivos de enriquecimiento el método
de WiNoGrADsSKY colocando entre porta y cubreobjeto un copo de
filamentos y haciéndole pasar una corriente de agua con diversas
sustancias en solucion.

Este método se llevd a eabo de dos maneras: una renovindole el
liquido peridédicamente, lo que no di6 ningin resultado, y otra con
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corriente continua de liquido 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) Medio mineral de LiEsSkE.
b) Citrato de hierro y amonio.
¢) Medio mineral de Lieske con carbonato de manganeso.

F16. 3. — Modificacion del aparato de la figura 2 utilizado para el pasaje continuo de liquido entre

porta y cubreobjeto (dispositivo original). Iil pasaje del liquido del frasco al portaobjeto se efectda

por medio de un tubo sifén que se contintia por abajo con un hilo. Hacia arriba hay un tubo ce-
rrado que se usa al comenzar la operacion para poner en funcionamiento el sifon.

No desarrollaron con:

d) Agua con carbonato ferroso.

e) Agua con carbonato ferroso y sulfato de amonio.

f) Agua con carbonato ferroso, sulfato de amonio y hierro
redueido. 7.

g) Extracto de carne 0,5 9/4 con 10 9 de bicarbonato de man-
ganeso (1).

h) Extracto de carne 0,25 %/ con 10 9 de bicarbonato de man-
ganeso.

7) Extracto de carne 0,12 9/4 con 10 9, de bicarbonato de man-
ganeso.

(*) El bicarbonato se prepara haciendo burbujear CO. en una suspensién de
carbonato de manganeso en agua, luego se filtra por papel de filtro y del liquido
resultante se agrega 10 ce para 100 ce de 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 periddica 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 utihzé BreieriNck
para cultivar las bacterias del agua (inclusive Crenothrix) y que con
algunas modificaciones es igualmente aplicable para Leptothric. 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
arbonato de manganeso y se siembra. A las veinticuatro horas el
desarrollo ya es visible y aumenta notablemente. 151 aspeeto que pre-
sentd 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, euya lista va a continuacion:

1) Materia organica abundante (heno hervido 20 /) con car-
bonato de manganeso.
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2) Medio mineral de Lieskk con materia orginica.

3) Infusion de heno 0,5 ¢, con hojas de heno y earbonato
de manganeso.

4) Heno estéril (0,3 a1 °/g) con carbonato de manganeso.

3) Extracto de levadura (0,03 a 0,1 2'g) con carbonato de man-
ganeso.

6) Ixtracto delevadura (0,03 2 0,19/4) con 10 G5 de biearbonato
de manganeso.

7) Heno hervido (6 0/0) con 2,5 94 de infusion de heno y car-
bonato de manganceso.

8) Infusion de heno (12 7) con earbonato de manganeso.

0) Peptona (1 %/4) alealinizada con carbonato de manganeso.

10) Extracto de levadura (0,1 /) con acetato de manganeso
(0,1 %00).

11) Extracto de levadura (0,1 © ) con sulfato de manganeso
(0,1 D/(]O).

12) Lixtracto de levadura (0,1 %) con sulfato de amonio
(0,5 °/g) ¥y earbonato de manganeso.

In todos estos medios de eultivos, ademas del ya indieado desarro-
llo de Leptothrix y de Sphaerolilus, desarrolld también en forma
abundante el conocido protozoario Antophisa vegetans, cuyo pedicelo
de color ocre sucle formar velos tan espesos que llegan en algunos
axos a entorpecer el desarrollo de las especies mencionadas.

3) AISLAMIENTO

Al intentar el aislamiento a partir de los cultivos de enriqueci-
micento, s¢ tropezd con serios inconvenientes.

Si bien es cierto que Sphacerotilus pudo aislarse sin dificultad,
en cambio el aislamiento de Leplothric resulto tarea muy compli-
cada al principio, por tratarse de una bacterin muy dificil de cul-
tivar al estado puro y por no conocerse un medio que permitiera
aislarla a partir de cultivos de enriquecimiento.

@) Aislamiento de Leplothriz. — IFué neeesario determinar pri-
meramente en qué medio sélido podia 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 sdlo se
consiguid un débil desarrollo inicial detenido easi siempre en seguida
por el gran ndmero de infeeciones presentes.

Mas tarde, modificando ¢l método de Brscex (utilizado por el
autor para cl aislamiento de Sphaerotilus), al cual sc agregé carbonato
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de manganeso (ver formula en el Apéndice, pag. 84). Sin embargo,
como =¢ trabajé en un prineipio con exceso de carbonato de manga-
neso, las eajas resultaban opacax ¥ las infeeciones no eran elaramente
visibles; este inconveniente fué reducido al minimo regulando el
tenor de manganeso hasta llegar a las cantidades eitadas,

No fué¢ posible suprimir totalmente esta sal porque ademis de
favorecer algo el desarrollo de Leptothric colorea lax vainas de las
bacterias facilitando ast su identificacion.

Lax siembrasx se¢ hicieron a partiv de cultivos de enriquecimiento
donde Leptothric (como s¢ ha dicho) s¢ encuentra mezelada con
un gran ntmero de infeceiones, siendo necexarto reeurrir al Iavado
de los filamentos para aislarla.

2] lavado se hizo por varios pasajes en tubos de agua estéril, por
medio de una pipeta Pastevr por eada pasaje o bien decantando
los filamentos por centrifugacion. Los filamentos ya Ilavados v li-
bradox de la mayor cantidad de agua posible, se colocaron entre
dos portaobjetos, esterilizados a Ia Hama para, tratar de deshacer
todo ¢l material ¥ liberar las baeterias de sus vainas,

Una ansa de este material se depositd sobre el agar nutritivo de
lax eajas (que conviene dejar con el agua de condensacidn), es-
trinndo luego con una espitula de Bewerisces (V).

A las vemticuatro horas de Ia siembra el desarrollo fué visible
con pequefios aumentos microseopicos pudiendo observarse colonias
chicas incoloras o levemente coloreadas de amarillo, que se exten-
dicron rapidamente por el agar.

Después de dos o tres dins comenzd a aparecer un tinte amari-
llento v en ocho a quinee dias el color se intensified, aumentando o
la vez el tamano de las colonias que aparecieron al cabo de ese
ticmpo, en forma de grandes copos oscuros en la superficie del agar.

Picando una de estas colonias con ayuda de un mieromanidu-
lador (**) ¥ levandolas a tubos de agar acetato de manganeso segin
Taeske (%), los cultivos que desarvollaron puros ofrecieron a las
veinticuatro horas un color oscuro, casi negro (este color depende
de la expecie, como se verd més adelante). Los cultivos infeetados con
alguna otra forma microbiana que suelen desarrollar en mayor canti-
dad que Leptothrix se distinguen facilmente de los primeros porque
presentan un color castano rojizo. Un gran poreentaje de los culti-
vos aislados en esta forma aparecieron al cabo de un mes de desa-
rrollo, infectados con diversas bacterias extranas, genceralmente co-

(") La espitula de BEwkRrINck consiste en un hilo de platino doblado en dngulo

obtuso a 1 em de la extremidad. En este caso sirvié igualmente bien la espitula
de vidrio en dngulo de 120° hecha con una pipeta Pasrreen,
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cos y bastoncitos, de los cuales es muy dificil librar los cultivos de
Leptothriz porque se adhieren a la eipsula mucilaginosa de esta altima.

Por trasplantes repetidos de colonia a colonia en eaja de PeThI,
cfectuados a los pocos dias del desarrollo, cuando aun las vainas no
son muy abundantes, se logré al fin obtener cultivos puros.

También se consiguid Ia formacion de colonias empleando el medio
de Lieske (%) (del acetato de manganeso), pero fué necesario modifi-
carlo en parte, usando agua corviente en lugar de agua destilada
y disminuyendo hasta 0,75 9 la cantidad de agar en vez de 1 9 que
aconscja el autor. Iin este medio las siembras fueron hechas por el
método de las diluciones en el interior del agar, pues en superficie,
segin lo indica el autor, nunca pudo obtenerse desarrollo a pesar de
lox numerosisimos intentos hechos al respecto, y sélo pudo conse-
guirse cuando las ecepas ya estaban purificadas.

I'n este medio, modificado como se acaba de ecitar, las colonias
apwreeen como pequenos copos negros ue detienen rapidamente
s desarrollo. Se consiguio preparar posteriormente un medio cuyo
resultado supera a los anteriores, compuesto por una solucion de
citrato de hierro y amonio (sal aconsejada por AbpLER para cultivos
de envigquecimiento de Leptothrir y Sphaerotilus en medios lignidos)
solidificada con agar, cuya formula se cita en el Apéndice, pag. 85.

Las siembras se efectuaron como se indicd para el método del
arbonato de manganeso, pero mias conveniente resulté el método
de las diluciones sueesivas. De este modo se obtuvo la formaeidon
de colonins bien desarrolladas que al ser observadas con aumento
aparccen formadas por gruesos filamentos entrelazados. El desarro-
llo de las siembras hechas en superficie fué menos satisfactorio,
aunque siemipre superior al obtenido por el medio de extracto de
carne 'y carbonato de manganeso.

Fl desarrollo de Leplothric en el medio con citrato es relativa-
mente abundante y continuo por un tiempo mis o menos largo.
Las infeeciones, en cambio, aunqgue desarrollan al mismo tiempo,
detienen rapidamente su crecimiento, permitiendo en esta forma el
aislamiento de Ja primera con mayor facilidad. Siendo éste un medio
perfeetamente transparente las colonias pudicron ser observadas
sin dificultad. Distinguiéndose facilmente las puras de las infec-
tadas, lo cual resulta imposible o muy dificultoso con el medio del
carbonato de manganeso.

Las colonias se trasplantaren con ayuda de un micromanipulador y
se Hevaron a tubos con ¢l mismo medio o bien a tubos con medio de
Likske, obteniéndose cultivos que después de veinticuatro o cua-
renta y ocho horas aparecicron en su mayoria puros. listos cultivos
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fueron nuevamente sembrados en eajas y se volvieron a picar colo-
nins para tener seguridad absoluta de su pureza.

La facilidad de desurollo y 1 seguridad absoluta de la pureza
de los cultivos obtenidos en este medio, hizo que se usara zistema-
ticamente desechando lox dos anteriormente mencionados,

b) Aislamienlo de Sphacrotilus. -— 1} aislamiento de Sphacro-
tilus fué mucho mas simple que el de Leplothrix v para ello se empled
el método de Brscex (7).

Sphacrotilus desarrollé en este medio formando colonias que se
extendieron ravidamente por el agar acompanadas con infeceiones,
pero el aislamiento pudo intentarse con éxito.

Trasplantando con un micromanipulador las colonias e Hevaren a
tubos con medio liquido. En agar estriado no resulté conveniente
trasplantarlas, pues la espeeie de Sphacrolillus estudiada desarrolla
muy pegada al agar ¥ es casi imposible despegarla con el ansa para
hacer los trasplantes,

Las especies de este género pudieron también aixlarse con éxito
cmpleando Jos tres métodos citados para el aislamiento de las Lep-
tothrix, sicndo el resultado en todos ellos mas o menos igual, dado
que las especies del primero son mucho menos exigentes para su de-
sarrollo que las del segundo.

En estos aislamientos, lo mismo que en el easo anterior, se repi-
tieron los trasplantes de colonia a colonia para asegurar la pureza
del cultivo. Ademas se efeetuaron controles de pureza con ealdo
comun.

En los aislamientos se usdé también el método de las placas de
silico gel de WinoGrapsky, ideado por el autor para el aislamiento
de los nitrifieadores, a las que e agregd  previamente un medio
absolutamente mineral. No fué posible obtener desarrollo en este
medio (posiblemente debido a ko ausencia de materia orginica).

Fol. IXY N° 1
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CAPITULO 111

ESTUDIO DE LAS CHLAMYDOBACTERIALES AISLADAS

Il estudio de las Chlamydobacteriales que se expone en la presente
investigacion se ha realizado en el curso de {res anos conseculivos
durante los cuales se ha podido aislar un total de 255 cepas de algu-
nos géneros de este orden de las Squizomycetes, cuya lista se adjunta
en o] apéndice pag. 77 o 83.

A continuacion se desarrolla la forma ¢omo se ha encarado ol
estudio morfologico y fisiologico.

Las téenicas usadas fueron en su mayoria las que aconseja la pla-
nilla baeteriologica y e! « Manual of Methods for pure Culture Study
of Baeteria» de la Society of American Bacteriologists; pero {ratin-
dose de un grupo tan especializado de baceterias fué necesario apar-
tarse de las mencionadas téenieas, ensayando otras que se detallarin
a continuacion,

1) MonrroLoGIA

Las primeras observaciones morfologicas se realizaron en los eul-
tivos de enriquecimiento, por el método ya indieado de las corrientes
salinas sobre los cultivos colocados entre port v cubreobjetos (pag.
16) y por preparados direclos.

Iin algunos easos fué preeiso recwrrir a la disolucion del hidroxido
de hierro o manganeso de Ias vainas, con acido elorhidrico diluido.

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

Preparados direetos.
Preparados negativos.
Preparados coloreados.

1} Método de Forrxenr. Modi-
Preparados en caimara hiimeda ficado por Soriaxo.

2) Cultivos de adhesion.
Caracteres de cultivo.

Preparados directos. — Se utilizaron eultivos jovenes de 24 a 48
horas, provenientes de medios liquidos. Iin los medios solidificados
con agar resulta muy dificil desprender los filamentos, debido a que
el desarrollo se efectda muy adherido a aquél.



24 IeTUpIo FISIOLOGICO Y SIST, DE ALGUNAs Clhlamydobacteriales

Il material de estudio se coloea entre porta ¥ cubreobjeto. Du-
rante lax observaciones prolongadas, conviene, para evitar la dese-
cacion, bordear el cubre objeto con vaselina fundida.

Con exte tipo de preparado, pudo conocerse el tamano, la forma y
In movilidad de Ias bacterias, sin ningin artificio que alterara sus
condiciones naturales de vida.

Preparados negativos. — Se obtienen directamente {ratando con
una gota de nigrosina ¥ una gota de material, hacicudo luego un
frotis sobre un portaobjeto bien desengrasado.

Tanto para estos preparados como para los coloreados, se utilizd
material proveniente de cultivos en medios liquidos, sin sales de
hierro m manganeso.

En estos preparados, resaltan las bacterias incoloras, sobre las
vainas que se tinen ligeramente de violeta,

Preparados coloreados. - - Se usaron los siguientes métodos, enyo
detalle se¢ cita en el apéndice pag. 88 a 90.

a) Método de Grax; modifieacion de Hveeker v de KorerLorr
y Breryax.

b) Mcétodo de coloracion simple (fuesina o azul de metileno).

¢) Método de Ziem, NieLsex (Acido resistencia).

Cumndo alguna vez se utilizé material con vainas coloreadas, se
lo sometio previamente al tratamiento con acido elorhidrico diluido.

Iistos métodos permiticron observar detalles que no se revelan
en los preparados directos,

Preparados en edmara hiomeda, —— Se utilizaron los siguientes mé-
todos, cuvo detalle se eita en el apéndice pag. 8§ a 89.

@) Mdtodo de Forwrxer (modifieado por Sonrraxo %),
b) Método de Laxpser  (eultivos de adhesion) (19).

Estos métodos permiticron el control microsedopico del desarrollo
en el transcurso del tiempo, ¥ la obtencion de fotografias con las
aracteristicas morfologicas de sus diversas fases (ver liminas al

final).

Caracteres de eultivo. -— Los representantes del género Sphacrotilus
fueron extudiados en lox siguientes medios:

Agar de Buscex (extracto de earne).

Agar al citrato de hierro y amonio.

Tol. IX N° ¢
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Medio liquido de BrsGex (extracto de carne).

Y los del género Leplothric cn:

Agar al citrato de hierro y amonio (en eaja y en estria).

Agar al acetato de manganeso (medio de Lizske modificado),
en caja y cn estria.

Peptona y acetato de manganeso.

La composicion y detalles de preparacion de estos medios de cul-
tivo figuran en el apéndice pag. 84 a 86.

Las observaciones se hicieron en todos los easos con cultivos de
24 horas por lo menos, prosiguiendo por varios dias las observa-
ciones.

2) Fisioroagia

Il estudio de la fisiologia de estas bacterias planted, como proble-
ma previo, el hallazgo de un medio que permitiera cultivar las eepas
puras cn suficiente eantidad como para llevar a cabo las experiencias
sistematicas y en serie, indispensables para poder comparar la in-
fluecnecia de diversos agentes sobre los gérmenes en estudio.

Las primeras dificultades del estudio de estas bacterias conside-
radas autotrofas y cuyo metabolismo se ereia intimamente vinenlado
a la presencia de sales de hierro y manganeso, aparceicron al notar
la inexisteneia en la bibliografia de datos precisos sobre la eantidad
y calidad de las sales empleadas al cultivarlas y también sobre la
posible influencia de sustancias orginicas.

Fué por cllo preciso apartarse de las téenicas de Jaboratorio usa-
das habitualmente y las que aconseja ¢l Comité de Bacteridlogos
Americanos, dado que estos microorganismos ticnen facultades y
exigencins de alimentacion poco comunes y bastante mal conocidas
¢ iniciar el estudio con ensayos de cardacter general a fin de precisar
la influeneia que las sales de hierro y manganeso y diversas sus-
tancias orginicas (como asimismo sus respectivas concentraciones)
tienen sobre su desarrollo.

Las experiencias se efectuaron en medios liquidos eonteniendo
una sal de hicrro o manganeso y una sustancia orginica compleja.
Ademas para cada par « sustancia orgianica-sal » se cfectuaron las
siguientes diluciones:

Para las sales de hierro y mangancso:

gramos %4 2,7-0,9-0,3-0,1-0,03-0,01-0,003-0,001-0.
Para las sustancias organicas:

gramos 9%/g,: 1,5-1,0-0,3-0,1-0,03-0,01-0,003-0,001-0,
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lo que supone 81 ensayos diferentes para eada cepa (pues eada una
de las diluciones de I sal debe ensayarse con eada una de las dilu-
ciones de materia orginica y viceversa).,

Aunque los resuliados de estas experiencias no fueron reahnente
satizfactorios, permitieron sacar algunas conclusiones Wtiles y tu-
vieron algan valor como orientacion en el eurso posterior del {rabajo.

Como sustancias organicas =¢ ensayaron:

Infusion de heno, que no dié resultado.

Extracto de earne, con buen resultado,

Peptona, con buen resultado.

Y con referencia a las sales de hierro y manganceso, solo el acetato
de mangancso dido resultados satisfactorios.

Lag siembras fueron efectuadas en tubos, en las mismas condiciones
que para medios minerales; v los resultados se tomaron a partir de
las 24 horas, hasta 10, 15 y 20 dias después de efeetuadas,

Las experienciax se realizavron con  Leplothrix  ochracea, que  es
entre las fijadoras del hierro y manganeso, las menos exigentes para
desarrollar, luego con Sphaerotilus vy demias cepas que pareefan
diferentes, apreciando los resultados obtenidos en forma compara-
tiva.

Las primeras conclusiones a este respeeto fueron:

1°) Entre lax substancias ensayadas, In peptona es la que mas
favorece el desarrollo de Leptothrix.

2°) Sphacrotilus desarrolla bien en casi todos los medios, par-
ticularmente en el de Brscex, con extracto de cuone (xin sales de
hierro ni manganeso).

39) Kl acetato de manganeso es Ia sal que mejor pareee eoad-
yurvar al desarrollo de Leptothriv {intensa y abundante coloracion
de vainas), También da buenos resultados, aunque inferiores al
acetato, el carbonato de manganeso.

4°) Todax las sales de manganeso solubles en concentracion
superior a 0,3 4y inlhiben el desarrollo de Leptothrix, cualquiera sea
la concentracion de peptona.

5") Cuando el medio tiene mas de 127, de materia orginiea, las
vainas de Leplothric no se colorcan atn en presencia de sales de
hierro o manganeso.

G°) La materia organica influye en la disposicion del desarrollo;
asf, con concentraciones del orden del 1 9% se obtiene desarrollo en
superficic y a medida que ésta disminuye ¢l erecimiento se efeetiia
sobre la pared del tubo, ¥ finalmente tiene lugar sobre el fondo del
mismo, cuando las cantidades de materia orginica lHegan a concen-
traciones minimas.

Foi. IX N° 1
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b) Imfluencia de las sales de hicrro y manganeso. -— Al estable-
cer que las Lacterias del hierro no son autétrofas absolutas, surge la
neeesidad de aclarar el rol desempenado por las sales de hierro y
manganeso cn st metabolismo.

I'n vista de la imposibilidad de obtener desarrollo en medios
absolutamente minerales, se¢ abordé el estudio sistemitico de la
posible influencia de las sales ferrosas y manganosas en presencia de
substancias organicas de complejidad deereciente.

Il curso de las experiencias estd sintetizado para Leptothrix en
¢l ecundro N° 2, y para Sphaerotilus en ¢l N 3.

Como substancia mineral se usé en todos los casos fosfato bipota-
sico ¥ sulfato de magnesio en concentracion aproximada de 0,001
gramos por litro.

Las fuentes de earbono y nitréogeno se ensayaron en las coneen-
traciones de 1, 0,3 y 0,1 2 eada una, haciendo en todos los easos
las nueve combinaciones posibles. Ademas, con eada una de estas
combinaciones se ensayaron tres series para estudiar la influencia
del « activador »: una con hierro reducido, otra con earbonato de
manganeso y otra sin sales de hierro ni manganeso.

La cleecion del hierro reducido como fuente de «sal ferrosa »,
se debe al heeho de que estas sales cuando estin disueltas se oxidan
facil y espontineamente.

Fn cuanto al earbonato de manganeso, fué preferido sobre el ace-
tato (aconsejado por ¢l resultado de las experiencias previas) para
cvitar la posible influencia del aniéon orginico.
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En un ligero repaso a los cuadros 2 y 3 se nota riapidamente las
grandes diferencias fisiologicas entre el género Sphaerotilus y el gé-
nero Leplolhriv,

Ln efeeto, 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
manganceso); ademais, con respeeto a las distintas substaneias usadas
y o la forma del desarrollo, se ve de inmediato que Sphaerotilus
puede desarrollar satisfactoriamente con cualquicera de los medios de
cultivo ensayados; en cambio, para Lepfothrix, la cantidad y calidad
de su desarrollo esta intimamente ligada a la composicion del medio
de cultivo.

La formula del medio de cultivo que dié mejores resultados para
el género Leplothrix, figura con detalles en Ia pag. 35 y 36.

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

Si bien es cierto que el hierro o el mangareso favoreeen en algunos
asos ¢l desarrollo de estas bacterias (experiencia N° 9), en la ma-
yorin de ellos la aceion es nula, y en otros (experiencias Ne 1 y 4)
parcce que la accion fuera perjudieial.

Por lo tanto, aunque de estas experiencias no surja claramente
que estas sales inhiban Ia multiplicacién de las bacterias, los resul-
tados de las mismas permiten asegurar por lo menos que su
accion sobre la cantidad de desarrollo cs totalmente secundaria.

Con respecto a la oxidacion, puede observarse que en ecasi ninguna
de estas experiencias el hierro ha sido oxidado (vainas incoloras),
micentras que el manganeso lo es en todos los casos, excepto en
presencia de asparagina.

Para demostrar si son las substancias componentes del medio de
cultivo las que crean factores inhibidores a la oxidacion (tubos
provenientes del medio con asparagina), se tomaron los que tenian
abundante desarrollo incoloro pegado a la pared, se volearon los
contenidos, se lavaron con agua destilada estéril para climinar los
restos del medio anterior y se les agregd una solucion de acetato de
manganceso en agua destilada. Al cabo de 20 minwdos los filamentos
estaban. totalmente coloreados.

Conocidos los tiempos normales de desarrollo de estas bacterias
(24-48 horas) y dada la ausencia total de materias nutritivas en los
tubos de estas experiencias, puede deseartarse Ja posibilidad de que
tal cfecto 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 probd
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también con otras sales de manganeso y en concentraciones mas ele-
vadax, v los resultados siguieron siendo los mismos. En eambio,
al ensayar con sales de hierro (ferrosas) no se consiguié ninguna
coloracion.

La accion de los dcidos fuertes y débiles ¥ la ruptura de las eélulas
destruven el factor que produce la oxidacion.

Sin embargo, ex interesante ¢l hecho de que la oxidacion =e pro-
duce en muy buenas condiciones con bacterias muertas; esto se ha
comprobado matandolas por medio del vacio o bien colocando fila-
mentos sobre un portaobjeto v dejandolo seear al aire (Jos con-
troles realizados permiten asegurar la destruecion de la vida baete-
riana) ¥ agregiandoles luego la solucion de acetato de manganeso
sc observa que los filamentos se eolorean.

Parcceria, entonees, que Ja oxidacion del manganeso, o no parti-
cipa en el metabolismo de estas bacterias, o lo hace mediante una
exocenzima acumulable en las vainas, v que por lo tanto puede actuar
sobre las sales manganosas,

Iaciendo a eseala de pll 4-4,5-5-5,5-6-6,2-7-7,2-8-8,5-9, sc nota
que la coloracion solo aparece en medios cuyo pIl es superior a 6,8.

Exte hecho pareee ilustrar en parte la razon por la cual las sales
ferrosas no colorean las vainas, por cuanto los medios de cultivo
tienen un pI =uperior a 6,8, al cual las sales ferrosas son tan ines-
tables que practicamente estin convertidas en férricas ya en el medio
de cultivo; v para que la coloracion aparezea es logicamente nece-
sario que el proceso de oxidacion tenga lugar dentro de las vainas.

Iisto estaria corroborado por los estudios de WINOGRADSKY, quien
obtenia cultivos coloreados con hidroxido férrico, en cultives impuroes,
es deeir en presencia posiblemente de gérmenes que reduciendo el
hidroxido férrico, provocaban un equilibrio que permitia la Hegada
a las vainas de sales ferrosas.

Cual es Ia naturaleza del mecanismo de la oxidaeion producida
en las vainas, ¥y cudll es el rol que Ia misma tiene en el metabolismo
de las bacterias del hierro, es el problema que plantea la presente
investigacion y que posiblemente sea tema de un estudio posterior.

Sin embargo, los hechos acumulados en este estudio, a saber:

1) Que nunea se ha conseguido eultivar estas bacterias en me-
dios absolutamente minerales;

2) que la presencia o ausencia de sales de hierro o manganeso
parece no influir sobre la ecantidad de desarrollo;

3) que L oxidacion de las salex de manganeso tiene lugar aan
con bacterias muertas;

Vol,IX N° 1
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4) que utilizan perfeetamente sustancias complejas como la
peptona;

5) que sblo se encuentran en cantidades masivas en la natura-
leza en medios donde el agua y las hojas de las plantas cons-
tituyen un « substratum » rico en materias orginicas,

indican la posibilidad de que estas baeterias no sean ni siquiera
autdtrofas facultativas.

Por otra parte, esta opinion coincide con las dudas que sobre la
autotrofia de estas Lacterias tienen L. G. Baas Beckine y G. S,
Parks, como consecuencia de los datos energéticos cuantitativos
que obtuvieron al estudiar ¢l metabolismo de las baeterias Hamadas
autdtvofas (Physiological Reviews. 7: 1927, 83-1006).

¢) Olras caracleristicas fisiologicas. - — Paralelamente a la investiga-
cion de las relaciones entre el metabolismo de las bacterias del hierro
y las sales ferrosas y manganosas, se estudio la influencia sobre las
mismas de la luz, la temperatura, pI del medio, oxigeno, anhidrido
carbdnico, como asi también sus caracteres quimico-fisiolégicos (po-
der de esporulacion, redueeion de nitratos, formacion de hidrégeno
sulfurado, indol y acetil-metil-carbinol).

A continuacion se expresan los métodos usados, y al deseribir las
distintas espeeies, s¢ detallarin los resultados obtenidos en cada
caso.

Influencia del anhidrido carbonico. - - Las experiencias se hicieron
cn forma andloga a la ya descripta en el easo de los medios minera-
les, usando concentraciones de 2, 6, y 10 9 en volumen de anhidrido
carbonico. Se ensayaron todas las especies, dejando en cada easo
tubos de control en contacto con la atmodsfera ambiente.

Influencia de la temperalura. — La determinacion de la tempera-
tura Optima, maxima y minima, se hizo sembrando suspensiones
homogéneas de gérmenes en dos series de tubos: la primera contenia
agar al citrato de hierro y amonio, y la segunda peptona con acc-
tato de manganeso. Cada una de las series fué incubada luego a las
temperaturas de 0°, 15°, ambiente (alrededor de 25°), 32°, 37°, 40°,
45°, 50°, 55° y 60° centigrados. El desarrollo se observd a partir de
las 24 horas y en forma comparativa.

Influencia del oxtgeno.— Se prepararon tres series de tubos de agar-
puncion al 0,5 %. La primera adicionada de extracto de earne, para
Sphaerotilus 'y la segunda y tercera para Leplothriz, adiciona-
das respectivamente 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 oxigeno posible, se entibid a 45° €, y luego se sembro en forma
homogénea en todo el tubo. Después se dejo solidificar y se incubd
a la temperatura Optima para cada especie. Los resultados se toma-
ron a partir de las 24 horas.

El método dio buen resultado con Sphacrotilus, pero en cuanto a

Leptothrixe, hubo easos en los cuales no se llegd o ninguna conelusion

por cuanto el desarrollo era uniforme y uniformemente  coloreado
desde la superficie hasta el fondo del tubo; y como la coloracion
es consecucncia de la oxidacion, este hecho resulta incompatible
con la hipétesis de que se habia extraido por ebullicion el oxigeno
del interior del tubo.

I'ol. 1X N° 1




Scthre. 1939

Maria S. CaTaLpr 41

Para subsanar esta impreeision del método, se usaron luego tubos
de HaLn para anacrobiosis (').

En la fotografia Ne 5, se ven algunos aspectos del desarvollo
en los tubos con agar previamente hervidos; ¢l primero pertenece al
grupo ya mencionado de los de desarrollo con coloracion homogénea.

Influencia del plIl del medio. — Los medios de cultivo usados para
estas experiencias fueron caldo de extracto de carne para Sphaerofilus
y peptona con acetato de manganeso para Leplothrix.

Mediante la adicion de eantidades previamente ealeuladas de
IICl e Na(OH) N/10 y N/i00, sc 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.

I:1 pH de cada tubo fué controlado colorimétricamente, como asi-
mismo su esterilidad (mediante incubacién de 24 horas a 30°-32°). Lue-
go sc sembro cada tubo con una suspension de gérmenes en agua
destilada estéril,

Reduccion de nitratos. — El medio usado fué agua de peptona ni-
tratada. La presencia de nitritos se investigd al cabo de 1, 2, 3, 3,
y 10 dias, con los reactivos de PETER GRikEss y TROMSDORF.

Ion los easos en que la presencia de nitratos fué negativa, se ratificd
la presencia de los mismos mediante una reduceién previa con polvo
de zine ¢ inmediata investigacion de nitritos con los reactivos ya
mencionados.

Investigacion del poder de formacion de SIH,. — Se utilizaron los
métodos de XuGer y de Winsox, con la salvedad de que en lugar
de extracto de earne, se usé agar-agua, porque en este medio los gér-
menes desarrollan mejor.

Poder de formacion de acelil-metil-carbinol. — Se investigd con la
reaceion de VoGes ProskaUkR. También en este caso se empled
agar-agua cn lugar del medio original.

Poder de formacién de indol. — Se investigd por la reaccién de

EnnLicn-Kovacs, y por la modificacion del método segin Gonrg.

(*) El medio usado en los tubos de HaLL fué peptona con acetato de manganeso
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Poder de esporulacion. — Para poner de manifiesto la presencia de
esporas (observadas por algunos autores), se dejaron envejeeer los
cultivos de 6 a 9 meses, se hicieron suspensiones en agua estéril y
se hirvicron durante un minuto. Luego se sembraron en medios ade-
cuados para constatar cl desarrollo.

Influencia de la luz. — Con cada una de las cepas en estudio se
sembraron tres tubos de peptona con acetato de manganeso. Ll pri-
mero sc¢ incubd a la luz normal del laboratorio, el segundo frente
a una ventana muy iluminada, y ¢l terccro envuelto en papel negro y
grueso que formaba una verdadera cimara oscura.
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CAPITTULO IV

AGRUPACION DE LOS CULTIVOS ESTUDIADOS

Las 255 cepas de Chlamydobacteriales aisladas en estado puro,
pudicron agruparse, de acuerdo a ciertas caracteristicas morfold-
gicas y fisiologicas comunes, en tres grupos que 2 continuaciéon
sc¢ describen:

Gruero 1

Las 39 cepas pertenceicntes a este grupo, ofrecieron las siguientes
caracteristicas comunes:

Morfologia en cimara himeda. —- In los preparados hechos con
medio de BusGEeN, se ven filamentos pegados al vidrio por medio de
un ensanchamiento que ticne Ia eélula terminal. Suelen encontrarse
bastoncitos sucltos a los costados de los filamentos, formando ver-
daderos enjambres. Las vainas solo se hacen visibles en los lugares
donde las cadenas estin interrumpidas.

Desarrollo en caldo de extracto de carne (medio de Brscrx). — s
abundante y tiene forma de filamentos sedosos en la superficie;
al agitar ¢l tubo eacn al fondo en forma de ondas. Al envejecer,
los cultivos pierden su brillo sedoso.

Colonias en agar-extracto de carne. — De acuerdo a la forma de
las colonias en este medio, se diferencian dos grupos:

a) Colonias muy filamentosas, de erecimiento ripido en super-
ficie, sus extremos terminan constantemente en espiral. Vistas al mi-
croscopio, sus células son grandes y casi isodiamétricas, con granu-
laciones pequenas y muy abundantes.

b) Colonias extendidas, poco filamentosas, nunca terminan en
espiral, presentan manchas accitosas en su interior, en forma seme-
jante a las colonias incoloras de Leptothriz. Al microscopio, sus cé-
lulas se presentan mas alargadas que las de @) y con granulaciones
pequeias y abundantes.
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Gruro Il

A este grupo, cuya caracteristica coman es la capacidad de colo-
rear sus vainas en presencia de sales ferrosas ¥ manganosas, perte-
necen 149 cepas, que de acuerdo a sus formas de desarrollo en ca-
mara himeda, agar eitrato de hierro ¥ amonio, y ealdo de peptona
con acetato de manganeso, se han elasificado en tres subgrupos:

a), b) y o).

a) Los cultivos en eimara hiimeda, se presentan como bacterias
unidas en largos filamentos rodeados de una vaina continua rugosa
y coloreada. Los bastoncitos tienen casi un micrén de ancho y en su
interior presentan granulaciones redondeadas. Fn su termuacion
las vainas tienen forma de cilindros rectos por cuyo cje pasan los
filamentos bacterianos.

Las colonias en agar-citrato de hierro ¥ amonio, son filamentosas,
de vipido erecimiento en superficie, ¥ extremos siempre espiralados.

En caldo de peptona vy acetato de manganeso, desarrollan en for-
ma de copos sueltos, sedosos y abundantes, que en la parte su-
perior suclen formar un anillo.

b) Presentan en camarax himedas filamentos cortos, terminados
en puntas finas, Las vainas suelen impregnarse de hierro o manga-
neso, ensanchiandose hasta 16 micrones.

Las colonias en agar ¢citrato de hierro ¥ amonio =ou de filamentos
eseasos voeoloreados, con manchas accitosas dentro de Ja colonia.

In ealdo de peptona y acetato de manganeso, desarrollan en forma
de copos pequenios, menos abundantes que @), ¥ formando un anillo
superficial pegado a la pared.

¢) In eamara himeda desarrollan en forma de filamento fijado
al vidrio por medio de un disco de adhesidn que sienipre es de color
herrumbre. Los filamentos son incoloros y rara vez recubiertos con
vaina; cuando ésta existe ex muy rugosa y fuertemente coloreada.
En caldo de peptona y acetato de manganeso, los bastoneitos se
agrupan formando una lamina de aspeeto metilico.
Iin agar citrato de hierro y amonio las colonias son poco filamen-
tosas, los filamentos ineoloros, y manchas de color castano oscuro a
su alrededor.

Vol. IX N°
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Gruro 111

Las cepas de este grupo presentan como cariicter comiin su seme-
janza morfologica y fisiologica con Sphaerotilus, pero son capaces
de colorcar sus vainas por oxidacion de sales manganosas, y algunas
veees de sales ferrosas,

En cimara himeda desarrollan largos filamentos, de rapido de-
sarrollo, que se extienden y cubren toda la superficie del medio de
cultivo. Siempre tienen vaina, habitualmente lisa y coloreada.

En caldo de peptona y acetato de manganeso, presentan largos
filamentos que en parte se entreeruzan formando copos de aspecto
algodonoso.

In todos los medios sélidos presentan filamentos largos, que se
exticnden sobre el agar.

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

La lista completa de los cultivos estudiados, se agrega en ¢l Apén-
dice al final del trabajo, pigs. 77 a 83, scparados en los grupos
anteriores correspondientes.
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CATITULO ¥

SISTEMATICAS DE LAS CHLAMYDOBACTERIALES

1) BiracNosts

Las Chlamydobacleriales pertenceen a un grupo de bacterias que
presentan la particularidad de ser filamentosas y  estar cubiertas
por una delieada vaina mucilaginoxa impregnada en algunas espe-
cies con oOxidos de hierro.

Son conocidas desde la época de HREMBERG y por su earactleris-
tica de ser filamentosas fueron consideradas primeramente como
algas, mas tarde muchas especies de espiroquetas ¥y actinomyees
filamentosas fueron incluidas en algunos de los géneros que hoy cons-
tituyen este orden, no faltando autores que confundiendo estos fila-
mentos con estreptobacterias del género Bacillus terminaron inclu-
yéndolas en ¢l

A continuacion se ha tratado de sintetizar las distintas denomina-
ciones que xe axignaron, segin Brcounaxax (F), a los diferentes gé-
neros de este orden de las Squizomiceles, transeribiendo algunas
definiciones originales que se ereyeron de importaneia.

La diagnosis de cada género se hard por separado.

a) Género Leplothriy

Leptothrie: género propuesto por vtz en 1843 para un grupo
de algas con la siguiente diagnosis: « Trichomala simplicia lenuissima
monogonomica, twrgida, continua, vel obsolele articulala, in stratum
vel eaespilosum vel compactum, conlinwon, pleriongue late expansum,
coneplicala ~. Incluye cuatro especies: Leplothriv ochracea (Lyngbya
ochracea L), L. acuruginea, L. lutescens (Hygrocrocis ochracea Ag.
Calothrix lutescens MENEGHINL) ¥ L. fontana ([ygrocrocis olivacca
g, Bangia tenuis IXg.. La primera especie deseripta puede ser
considerada como tipo, cuya deseripeion orviginal se transeribe o
continuacion: L. fluctuans, natans, ochraceae; trichomatibus curvalis,
inlricalts, sublilissinces  (didm. 1,1500-1, 200""). articulis  globosis
vel oblongis. In Eisenquellen, besonders auf sumpfigen Wiesen und in
seiehten Grdaben.

Vol IX N°i
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Las siguientes referencias que se tienen del género Leptothrix
son para designar germenes completamente distintos del deseripto
por KuTtzIxG.

RoBix (1847), WinrTer (1884), De Toxi y Trevisan (1889)
v Scunrorrrr (1886) deseriben un organismo que sc¢ encuentra en
los dientes de eaballe denominindolo Leptothrix buccalis. (« Algu-
filiforme de la bouche »).

Ropix (1833) deseribe Leptothriz bucalis y encuentra Leplothrix
insectorum cn ¢l reeto de varios animales, cspecialmente los de vi-
da acuitica.

KCrzing (1847) deseribe nueve Leplothrix, todas algas y de agua
dulee. Dos aiios mis tarde deseribe y cataloga un total de 17 especies
de este géuero. Ocho de ellas las agrupa en la primera division
bajo el nombre de « Species bast adnatae ». Todas estas algas son
generalmente coloreadas, pero algunas son incoloras. Bajo el nombre
de « Spectes trichomatibus lLiberts, vel intracatts et stratum formalibus
agrupa las otras 19 especies. La primera de ellas es Leplothrix ochra-
cea. Todas estas especies viven en agua y su mayoria son coloreadas
de verde. Leplothrix buccalis no es reconocida por este autor.

Raexnonrst (18635) incluye el género en la tribu de las Nema-
togenae y Binurorn (1874) usa el término Leplothrix para designar
una forma de cerecimiento de su Coccobacteria septica pleomorfa,
cn la cual el organismo parcee un delgado filamento y sin articula-
ciones visibles.

Coux (1875), incluye este género en la tribu de las Nematogenes
colocando en cllas todos aquellos organismos que son cn forma de
delgados filamentos y con articulaciones indistintas, no coloreadas
y sin ranificaciones.

Trevisax (1879) limita el género Leplothrix como exclusivo de
las algas y crea un nuevo género Leplotrichia con la sola especie
Leptothrix buccalis.

Luenrssex (1879) acepta todas las formas libres ¥ las formas pari-
sitas que viven en el agua eomo miembros de este género.

MacNix (1880) hace resaltar que las espeeies del género Leptothriz
dificren de las del género Bacillus por sus filamentos largos muy
delgados, adherentes ¢ indistintamente articulados.

WinteRr (1880) incluye dos especies solamente en este género,
Leptothrix buccalis y Leptothrix parastlica. Iiste autor sosticne que
los hongos que se asignaron como miembros del género Leplothrix
son de muy dudoso valor especifico y la mayoria de las verdaderas
Leptothrix son tipieas bacterias que contienen phycocromo, y mani-
fiesta Ja nceesidad de designar con otro nombre los organismos
incoloros y agruparlos con las bacterias.
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Zorr (1883) sostienc: « Faden bescheidet oder unbescheidet.
Theilungen sehr weit gehend ». Desde esa épocea el término Leptothrix
ex frecuentemente usado como una designacion morfologiea para
filamentos finos, largos, no ramifieados.

ScurokTER (1886) desceribe al género Leptothrix como filamentos
muy delieados, provistos de una vaina fina. Incluye en el género
tres especies: L. ochrace, L. parasitica y L. bucealis. Con esta defi-
nicion quedan definitivamente exceluidas de este género las verdaderas
algas. Este autor recalea I posible relacion entre Leptothrix ochracea
y Gallionella ferruginea.

De Toxt y Trevisax (1889) colocan a Leptothric bucealis en un
nuevo género: Rasmussenia. Il género Leptotrichia lo reservan para
algunas especies del eual exeluyen a L. ochracea. Lista espeeie,
junto con otras dos mas la incluyen en el género Detoniella.

Fuiris (1907) emplea el término Leplothrie ochracea para designar
la especie tipo de este género ¥y los define como organismos con
membrana endurecida y rigida. Generalmente los asocia eon Gallio-
nella ferruginea.

OrLa-JExsEN, (1909) incluye o lasx Leptothric como el 5 géne-
ro de las Trichobacterias, cuya caracteristica es: eélulas desunidas,
no espiral adas, no ramificadas, sin granulaciones de azufre y fila-
mentosas, Iiste autor eree que Gallionella y Spirophilum son formas
de erecimiento de este género.

La legitimidad de Leptothric ochracea como nombre de especie
es diseutida por Morwsen, que reduee esa designaeion a un sindnimo
del género Chlamydothrir.

De esta ligera reseiin puede notarse que el género Leplothriv se
ha usado para designar cuatro formas distintas, a saber:

1) Leplothrie como género tipico de las algas, que puede o
no incluir a Leplothrixc ochracea.

2°) Leptothrix como género tipico de las bacterias del hierro.

3°) Leptothrir como género de bacterias alargadas, general-
mente de la boea. Espeeie tipo: Leplothrix buccalis.

4°) Leptothrix organismos alargados en forma de baston.

Jareceria logico reconocer la Leplothrix ochracea como especie tipo
por ser la primera designada con ese nombre. Esto limitaria el
género a las bacterias del hierro (hoy CMamydoebacteriales).

Vol.IX N° [
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b) Género Cladothrix

Cladothrix es un nombre dado por D CaxpoLLEs, Propnoyus
(1849) para un género de fanerégamas de la familia de las Amaran-
ldceas. Iis desde entonees generalmente reconocido y valido para
los botanicos.

Conx (1875) usa este nombre para un género de bacterias con una
sola especie, Cladothrix dichotoma, que vive en aguas impuras. Inco-
loras, una parte flota en las aguas y la otra parte del filamento esta
fija a algas mueras. Los filamentos son muy delicados, aparente-
mente nosegmentados, rectos y algo encorvados como una Leplothrix
incolora, diferenciaindose porque estas tltimas no tienen ramifiea-
dos los filumentos, mientras que Cladothrivc si, y con repetida
regularidad. Sin embargo no son verdaderas dicotomias, sino fal-
sas ramificaciones.

Trevisax (1879) incluye este género en Ja familia de las Bac-
tertaceae, y MacGNIN (1880) sigue la deseripeion de Conx.

Wixter (1880) describe el género como parcecido a Leptothrix,
delgados filamentos fijos, rectos, falsa dicotomia y con puntas ter-
minadas en espirales. Iistablece, sin embargo, que es incapaz de
distinguir ¢l género Cladothrix del Sphaerotilus, y concluye diciendo
que ambos géneros son semejantes.

ScHroreTER (1886) reviso la diagnosis del género Cladothric y
Sphaerotilus 'y los considerd como géneros distintos.

Micura (1895) definid el género con grandes detalles, como fila-
mentos con vainas, células cilindrieas, falsas ramificaciones, pseudo-
dicotomia, multiplicacion por gonidios (eniendo éstos un manojo de
flagelos colocados cerea de un polo.

Fiscner (1897), Micura (1900), Cuester (1897, 1901), HEWLETT
(1898), Smutn (1902), Fiscuer (1903), Jorpax (1908), OrLA-JENSEN
(1909), Ilrurs (1909) y Hemm (1911), son autores todos éstos que
han seguido la definicion de Micura. Micrna deeidioé que el gé-
nero Cladothriz cs sindnimo de Sphaerotilus; sin embargo, Buena-
NAN cree que las definiciones originales de Sphaerotilus y Cladothriz
son suficientes para garantizar la separacion de ambos géneros.

Mace (1897), no acepta ol género Cladothrix pero sus conelusio-
nes no son aceptadas; sus relatos son muy confusos y tienden a per-
turbar mas aln la nomenclatura de este género.

Brenanax (1918) no acepta cste géucro por pertenceer a las
fanerogamas.
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Pareceria que el género Cladethrie Coux debe conservarse como un
sindénimo de Sphacrotilus.

¢) Género Sphaerotilus

Sphaerotilus es un género deseripto por Kvrzixg (1833) con una
sola expecie, Sphacrotilus natans. Aas tarde el mismo autor incluye
el género en su Phycologia generalis en 1843 con (res espeeies: S.
natans, S. thermalis vy S, lacteus. Lo deseripeion es la siguiente:
« Stratwm flocecosum e globulis winutissimis aggregalls composilum >,
La descripeion de la espeeie S, nalans es: « S, nalans fuscescens;
flocels fugacisstmis >,

Fvidentemente ex el mismo organismo que deseribiéo Conx (1875)
bajo ¢l nombre de Cladothrix.

De Toxt y Trevisax (1889) reconocen los dos géneros, y Lunwia
también lox reconoee. Muchos autores incluyen el género Sphacro-
trlus en la lista de lox géneros abandonados.

OrLA-JENSEN considera en 1909 el género Sphacrotilus como sind-
nimo de Cladothrie, y Movriscnn en 1910 considera Cladothric como
la correeta designacion del género.

Xl nombre Cladothric e mis usado que Sphacrotilus, aunque, no
obstante, el segundo de los nombrados tiene priovidad.

Burcuaxax (1918) da una definicion del género ¥ reconoce tnica-
mente Sphacrotihes natans como tipo. Bercry, en 1923, usa {ambién
la misma deseripeion.

&) Género Crepothrir

Lste género de bacterias del hierro Tué propuesto por Coux en cl
ano 1872 para la especie Crenothriv polyspora Conx.

TrEvisAN, en 1879, lo incluyve en Ia tiibu de las Fuvibrionieae.

Iiste género ha sido recenocido por varios otres autores como
WixTeER (1880) ¥y Gonrve (1884), haciendo resaltar en su definicion
In forma de elava, con ensanchamiento haeia arriba, ¥y la reprodue-
cion por esporas formadas dentro de la vaina por subdivision de
las bacteriax. Otros mutores que reconocieron este género sen: VAX
Tiecuex (1884), Zorr (1883), I'Lvcer (1886), Scurorrrr (18806),
HaxscirG (1888), Trrvisax (1889), Dr Toxt v Trrvisax (1889)
y Ilveree (1885).

Micrra (1894) da una deseripeion del género Crenothrix que cs la
que practicamente usa Moniscn en 1910,

Vol.IX N° I
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e) Género Clonothrix

Iste género de bacterias del hierro fué deseripto por ScHonrLer
(1904), incluyendo una sola especie, Clonothrix fusca, con la siguiente
diagnosis: « Filamentos dicoldémicos o con ramificaciones irregulares
fijos, con base y punta diferenciada, terminando en punta por el
extremo libre. Vaina constantemente presente en los filamentos
jovenes, luego son mas gruesas e impregnadas con 6xido de hierro
6 mangancso. Multiplicacion por medio de conidios pequenos, esfé-
ricos ¢ inmoviles, los cuales proceden de la eélula vegetativa.

Esta especie produce masas de color gris oseuro, castano y negro,
semejantes a las de Crenothrixe, y estd frecuentemente asociada con
ella.

Il género es reconocido por ELnis en 1909 y por Mouiscin en
1910, y Brenaxax en 1918 da una definicidon de este género muy
semejante a la de SciorLER y reconoce la especie Clonothrix fusca
como cspecie tipo.

BerGry, en 1923, incluye este género en Ia familia Chlamydobac-
leriaceac.

Iistos géneros estin actualmente reunidos en la familia de las
Chlamydobacieriaceae, nombre propuesto por MiGrra en 1894, para
incluir a las bacterias que estan caracterizadas por poscer una mems-
brana o vaina, rodeando los filamentos. Los filumentos pueden ser
o no ramificados. La familia primeramente deseripta contenda los
siguicntes géneros:

Streptothrie Cons
Phragnidiothriv 1NGLER
Crenothrix Conx
Cladothrix Conx
Thiothrix WINOGRADSKY

Iiste nombre de familia es usado sin alterar su definieion por los
siguientes autores: Scixzpr y Wers (1892), Cuestenr (1901), SMmiTi
(1902), IKexpann (1902), Micuria (1904), Ssitn (1903), Linus
(1909), CremexTs (1909) y I'rost (1911).

Brenaxax, en 1918, ineluye esta fameilin en el orden Chlamydo-
bacteriales ercado por ¢l en 1917,

IXl nombre de Chlamydobacteriales es aceptado por WixsLow ef al
(Committee Society of American Bacteriologists 1917) y por Ber-
GEY cn 1923, La clave dada por Brcennanan en 1917 cs la siguicute:
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TLASE SCHIZOMYCETES.

Orden Chlamydobacteriales, - — Tipicamente producen filamentos
como formas regulares de erecimiento. Pueden formarse conidios,
pero nunea endosporos. Parecidos a algas, tipicas formas acuiti-
as. Pueden tener falsas pero no verdaderas ramificaciones. Vaina
en general evidente, usualmente impregnada con hierro.

Familia Chlamydobacieriaceae:

19) Iilamentos generalimente no fijos,
a) Lilamentos rectos o por lo menos no retoreidos,

Género Leptothrix
b) Filamentos retorados,

Giénero Didymohcliz
2¢) Filamentos fijos,

a) Lilamentox no ramificados,
Género Crenothriz
b) Filamentos con preudo dicotomia o falsa ramificacién,
(1) Forman células méviles (conidios). Generalmente sin depdsito de hie-
rro en las vainas,
Género Sphaerotilus
(2) Conidios estéricos no méviles. Generalmente con hierro,

Género Clonothriz

BeRGEY, en 1923-1934, <igne exactamente la clave de Bremaxax (*).

2) IDENTIFICACION DE LOS CULTIVOS ESTUDIADOS

La identifieacion de Ias cepas aisladax presento, como en la ma-
yoria de los casos de sistematiea, un problema de difieil solucion.

La determinacion del génevo Leptothric no ofrecié mayores dif i-
cultades, sucediendo lo contrario al procurar identifiear sus especies.

La opinion heterogénen de los diversos autores y la falta de al-
gunas deseripeiones originales contribuyeron a aumentar el ndimero
de estas dificultades, ¥ si se tiene todavia en cuenta que estas es-
pecies no ticnen adn deseripeiones en enltivo puro, el problema de
su sistematiea toma un aspecto particularmente complejo.

Las claves que e utilizaron para orientar la elasificacion de las ce-
pas aisladas fueron las de BErRGEY, Navvany y CnoLopxy (F) (%) (9),

La clave de Navamaxy, muy incompleta para la époea actual, sélo
sc refiere a dos de las nueve especies conocidas del género Leplothrix.
Ll earieter que emplea para identifiear este género, a saber: « fila-

(*) Con respecto a la dltima edicion del Bengey (1939), véase pigs. 68 a 69.
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mentos no incluidos en depdsitos de mineralizacion posterior », es
impreciso, pues las especies de este género estan en todos los casos
inclufdas en vainas mueilaginosas, cuya impregnaciéon por hidroxidos
de hierro o manganeso, puede interpretarse como una < minerali-
200106n posterior ».

La eclasificacion de Cuoronpxy (1926) deseril:e 5 especies de este
género, siendo tres de ellas originales. Ademas algunas de sus des-
eripeiones son incompletas, como en el caso de Leplothric volubilis,
cuyo unico dato espeeifico es que « dicho filamento aparece enros-
cado en forma de espiral a los filamentos de algas ». Este dato carece
logicamente de valov en cultivo puro, puesto que en 6l no hay algas,
y ademis es tendencia muy comiin en los géneros Leptothriv y Sphae-
rofilus ol presentarse en forma de rulo o enroseados unos filamentos
cn otros.

Iin Ia elave de BeEnGey, eacontramos cuatro especies correspon-
dientes al génevo Leptothrix, de las cuales, salvo Leplothrix ochracea,
las restantes no parceen identificarse cen las ya deseriptas por
CuoLonNy; por otra parte, BERGEY no reconccee Leplothric crassa
y Leptothrix trichogenes de Cnorobpny, ni Leplothrix sideropous de
Mouscn.

Iin cuanto a la sistematica de Sphacrotilus, la opinion de los autores
s¢ divide en des tendencias: una, acepta ¢l género Cladothrix como
sinonimo de Sphacerotilus, otra considera independiente amhos gé-
neros. "

K UrzixG, en 1833, deserile una baeteria filamentosa con el irombre
de Sphacrotilus natans; en 1875, Coux descrile otra bacteria [fila-
mentosa, con falsas dicotomias, a la que da el nombre de Cladothrix
dichotoma. Lste fué el punto de partida de las controversias, pues
D Toxrt y Trevisax (') (1899); Zikks (*) (1915); NavMaxy ()
(1933) y otres, los clasifican como espeeies correspondientes a dos
géneros distintes, a saler: género Sphaerotilus y género Cladothrix;
mientras que Micrra (') (1909); Mowiscn () (1910); Brenaxax
(®) (1918) y otros, los identifiean en un solo género, al que Morisci
designa ecomo Cladothrir v Burcnaxax como Sphaerotilus,

IEn este trabajo se ha seguido la nomenclatura de Burcenaxan,
aceptada por BERGEY, que establece la identidad de ambos géneros
¥ la denominacion de Sphaerotilus.

Recapacitando sobre las principales caracteristicas de cada uno
de los tres grupos de gérmenes estudiados, y comparandolas con las
deseripciones ya existentes en la literatura, con el objeto de csta-
blecer su posicion en la sistemitica, llegamos a las siguientes con-
clusioncs:
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Grero [

Se identifiean estas bacterias, como representantes del género
Sphacrotilus de Kurzing (1833).

En efecto, la presencia de vainas incoloras, la presencia de pseudo-
dicotomias, la facilidad de desarrollar en todos los medios de cultivo
ensayados, su afinidad nula con ¢l hierro y el manganeso, el gran
tamano de sus colonias en medios ¢6lidos, sus exigeneias respecto
a la eantidad de materia orginica (mayor de 0,05 9%), son todas
caracteristicas tipicas de este grupo de mieroorganismos.

Gruro [I

Se identifican estas eepas, como representantes del género Lepto-
thrix de KUrzing (1843).

En efecto, la presencia de vainas coloreadas, la gran afinidad con el
hierro y el manganeso, sus exigencias respecto a la calidad y cantidad
de materia orginiea, las caracteristicas morfologicas de sus células
y sus colonias, son caracteres propios de este género.

Gueeo 111

Iiste grupo tiene caracteres comunes a ambos géneros: el tamano
y forma de sus colonias, sus exigencias respecto a la cantidad de
materia organiea, coinciden con las del género Sphaerotilus; en cuanto
al tamano y forma de sus células, su capacidad de oxidar el hierro
y ¢l manganeso, la forma y coloracion de su vaina, son propias del
género Leptothrix,

Considerando la eapacidad de oxidacion del hierro y el manga-
neso como caracteristicas determinantes del género Leptothrix, se
decide ineluir a estas eepas del tereer grupo, en una nueva especie
de dicho género.

Si bien es cierto que los resultados no son totalmente compara-
bles, pues las deseripeiones existentes en la literatura, no se refieren
a cultivos puros (salvo el caso de Sphaerotilus dichotoma y Leplothrix
ochracea), pucde llegarse a la conclusion que:

Las eepas del grupo 1 pertenceen todas a la especie Sphaerotilus
dicholomus (Coux) MiGurra.

Las cepas del grupo 11, a las especies Leptothrix ochracea (LE1-
BLEIN) KUTzING; Leplothriz sideropous Mouiscn; Leptothrix crassa
CHoLODNY.

Fol. IX N° 1
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Las cepas del grupo I, a una nueva cspeeie: Leplothrix winograds-
k2 n. sp.

A continuacion, se agrega la deseripeion completa de los géneros y
especies encontrados en el curso de la presente investigacion.

3) DEescrirciON DE GENEROS Y ESPECIES
Género Sphaerotilus KUtzixag. 1833

KUrzing 1833, Linnaca VIII, 385,
Sinonimia. -— Cladothrix Conx: Beilr. z. Biol. de Pfl., BB3d. 1-1875,
pag. 185.
Caracleristicas

Esta formado por eélulas reunidas en largas cadenas y rodeada
por una delicada vaina mucilaginosa, siempre presente y que soélo
s¢ hace visible con ayuda de colorantes. La vaina es incolora por la
afinidad nula que tienen las eélulas con las sales del hierro y de
MAanganeso.

Sus filamentos presentan pscudo-dicotomias. Las eélulas son mis
o menos redondeadas, casi isodiamétricas, y cambian de forma con
suma facilidad adn dentro de la vaina,

Dentro de lag células se observan abundantes granulaciones muy
pequeiias y en desorden.

Se reproducen por division eelular dentro y fuera de la vaina, siendo
las eélulas muy moéviles al prineipio y fijaindose luego.

En la literatura se citan las siguientes especies:

Sphaerotilus natans KUTZING.

Sphaerotilus dichotomus (Conux) Micrna.

Sphaeralilus fluitans (M1GULA) SCHIKORA.

Sphaerotilus reticularis (NAUMANN) n. comb.

Sphaerotilus dichotomus (Conx) Micura, 1900

Sinonimia. — Cladothrix dicholoma: 1875. Untersuchungen itber
Bakterien 11, Beitr. z. Biol. d. Pfl. Bd. 1-1875, pag. 185. MIGULA,
Syst. d. Bakt., 1900-2-1033.

Caracleres de cullivo

Agar-extracto de carne. — Colonias muy filamentosas de color
blaneo brillante. Los filamentos suclen asociarse unos al lado de los
otros, formando gruesas cintas que terminan constantemente cn
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espirales. A lns 48 horas de haberse efectuado la siembra, la superficie
del agar queda totalmente tapizada por ¢l desarrollo; después de las
48 horas los filamentos se desorganizan y quedan los bastoneitos
sucltos.

Agar-cilrato de hierro y amonio. — Colonias filamentosas iguales a
las del easo anterior.

Caldo de extraclo de carne. -- Filamentos scdosos y brillantes que
desarrollan en forma de velo debajo de la superficie del liquido.
Agitando el tubo el velo se rompe y los filamentos eaen en forma de
ondas brillantes, dando un aspeeto singular, y depositandose luego
en cl fondo del tubo.

Morfologia

En cdmara himeda. —- El cultivo se presenta en forma de fila-
mentos muy largos y terminados en espiral, con pscudo-dicotomias.
Los filamentos son fijos por un extremo, dando en algunos easos al
preparado un curioso aspeeto por [a cantidad y forma de fijarse.
L.os bastoncitos suclen estar también suceltos, agrupandose alrededor
de los filamentos, en montones desordenados. Son moviles y con-
servan su movilidad durante mucho tiempo.

Se ha podido observar en preparados en pelicula de agar, bas-
toncitos que aun dentro de la vaina van perdiendo su forma, redon-
dedandose hasta formar verdaderos cocos gigantes. Después de re-
dondearse, aumentan de tamano hasta adquirir un didmetro 3 6 4
veees mayor, tomando un aspecto muy semejante a levaduras re-
dondas.

Las granulaciones de las eélulas, son muy numerosas ¢ irregulares,
adquicren movimiento desordenado y una velocidad vertiginosa;
por su tamaiio y forma, se asemejan a células eocoides muy refrin-
gentes.

La movilidad dura hasta 24 horas; y a las 48 horas del desarrollo,
Ia mayoria de las células estan deformadas.

Este aspecto, que no se produce en todos los preparados, pero que
es muy comin, mereceria un estudio especial para establecer si es
un cfecto debido al medio ambiente, o si las ceélulas deformadas
pertenceen o un ciclo de evolueion de las baeterias.

Esta adltima hipoétesis tendria en su apoyo, el hecho de que las
colonias en agar, después de 2 6 3 dias, parecen perder sus vainas,
quedando los bastoneitos sucltos de formas muy diferentes a las
primitivas y mucho mas grandes.

Estos hechos fueron reproducidos en dibujos en camara clara,
que s¢ adjuntan al final del trabajo, lam. N° 6.

Fol.I1X N°1
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Las células gigantes, se aislaron con ¢! micromanipulador de
Pererrr (Zeiss) y fueron puestas en pelicula de agar en cimara
hiimeda, con el fin de poder vigilar su desarrollo eon el microscopio
pero, de todas las eélulas aisladas, ninguna fué capaz de reproducirse.

El tamaio de las eélulas normales es de 1,5 mierén de ancho.

Coloraciones. — Graym y Aacidorresitencia: Negalivas.

Fisiologla

Materia orgdnica. — Desarrollan en presencia de cantidades de
materia orginica mayores que el género Leplothriv. Las eantidades
optimas estan entre 0,5 y 1 %/g; después de 0,5°%y se produce de-
sarrollo muy escaso,

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

Oxidacion del hierro y del manganeso. — No oxidan estos metales
en ninguno de los medios ensayados.

Relacion con el oxigeno. — Acrobios absolutos.

Temperatura optima. — 37° C.

Temperalura minima de desarrollo. — 15 ° C.

Relacion con el pll del medio. --— Desarrvollan con igual intensidad
desde pH 5 hasta 9,8. No es posible elegir dentro de este intervalo
el pH 6ptimo.

Cromogénesis. — Blanco brillante en todos los medios.

Produccion de tndol. — Negaliva.

Reducecion de nitralos. — Reduceen los nitratos hasta el estado de
nitritos.

Formacion de acetil-metil-carbinol. — Negativa,

Licuacion de gelalina. — Lictia tardiamente.
Influencia de la luz. — Nula.
Formacion de hidrogeno sulfurado. — Negaliva.
I.as laminas correspondicntes a csta espeeie llevan los nimeros
1y 6.
Géncro Leptothrie XUTzinG. 1843

KiTzixg, 1843, Phycologica Generalis, pag. 198.

Este autor usa el nombre de este género, que en esa époea perte-
necia a la algologia, para designar una baeteria filamentosa que con-
fundiera con una alga. Su nombre significa: Lepto, fino; Thrix, pelo.

Sinonimia. — Chlamydothrix Micura, 1900, System der Bakterien.

(Chlamydo, tinica). A pesar de que el nombre dado por MiGrLa
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cs max exaclo, pues se adapta max a o worfologia de estos gérmenes,
se siguid usando el nombre de Leptothric por razones de priorvidad.

Caracleristicas

A exte género pertenceen edlulas reunidax en filamentox cilin-
dricos, max bien largox, rodeados por una vaina muecilaginosa im-
pregnada en la mavoria de los casos, con sales de hierro ¥ man-
A0S0,

La reproducecion se hacer por divicion de lax eélulas dentro vy fuera
de la vaina. Las células jovenes son muy moviles v atraviesan ol
campo del mieroxcopio con mucha veloeidad: luego se fijan por uno
de sus extremos vy forman el nuevo Tilaento.

o da literatura =e ecitan las siguientes espesies:

Leptothrie ochracea (Lisriix) Kirzixae,
Leptothrie epiphitica (AM1Grra) Brraey,
Leptothrix fluttans (AhGuvra) Bercey.
Leptothvie hyalina (A1Grra) BERGEY.
Leplothrie sideropous Noviscn,
Leptothrie crassa Cnoronxy.

Leptothrie lrichogenes CnoloeNy.
Leptothrie lopholea Donrrr.

Leptothric pseudovacuolate (Perriniey) Donrr,
Leptothrie echinata 1lernpeg.

Leptothrie winogradsiai n. sn.

Leptothric ochracea KUTzING, 1843

KUrzixa, Phycologica Generalis, 1843, pag. 198,

Ninonimra. - Lyngbya ochracea Trornrer, Ann. Sci. Nal. Bot., V1,
1, 1875, 279. Chlamydotrie ochracea NGuera, Sistem der Baliterien,
1900, 2-1031.

Su nombre especifico =e debe a que sus vainas estan constante-
mente coloreadas de ocre.

Caracteres de cultivo

Agar-cilrado de hierro y amonio, - Colonias filamentosas muy ex-
tendidas, de tamano mny grande ¥ con extremos terminados en espi-
rales, visibles a simple vista desde las 24 horas, Incoloras al principio,
z¢ colorean luego de color ocere elaro, nunea Hegan a eastano obscuro.

En los trasplantes sucesivos pierden la facultad de formar fila-

Tol. INN° 1
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mentos, dando Jugar a la formacion de colonias no filamentosas,
casi redondas, levemente coloreadas de ocre.

Agar-acetato de manganeso. — Colonias incoloras al prineipio, luego
toman tinte castano, filamentosas, no muy extendidas,

Estria en citrato de hierro y amonio. - - Desarrollo abundante que
cubre rapidamente la superficie de la estria, formando un velo
iridiscente, dekido tal vez a la vaina incolora de los bastoncitos.
Precipita poco hierro, razén por la cual sus vainas son incoloras
cn algunos easos.

Eslria en acetato de manganeso. — Desarrollan en forma de fila-
mentos muy largos pegados al agar, o flotan en el agua de conden-
sacion del tubo.

Caldo de peplona y acetato de manganeso. - ~ Desarvollo abundante,
en forma de copos castaiio-rojizos, muy sedosos y brillantes que
se depositan en el fondo del tubo. En Ia parte superficial del liquido
se forma un anillo pegado a la pared del tubo, que por Ia abundancia
de desarrollo coloreado, le da un aspecto metilico,

Morfologia

En edmara hiomeda. — Desarrollan en forma de filamentos, con
vainas presentes en todos los casos, lisas ¢ incoloras al prineipio,
y despuds toman color oere. Los bastoneitos forman cadenas sol-
dadas, siendo diffeil distinguir la separacion de las células, dando
un aspeeto de filamento continuo sin tabique.

Dentro de los bastoncitos hay granulaciones del mismo ancho
que las células, y se ordenan una a continuacion de la otra. Son
muy refringentes, semejantes a esporas.

Los filamentos son fijos. Nunea se han observado verdaderos co-
nidios. La reproduceion se efeetia por division transversal. Los
bastoncitos se desprenden de la vaina, luego se fijan y forman un
nuevo filamento.

Son moviles; el movimiento comienza algo depués de haberse
desprendido del filamento, y es muy ripido al principio, luego mis
Iento y de trayectoria ondulada. Termina por fijarse al vidrio por
uno de sus extremos que toma el aspeeto de una verdadera ventosa.
Al microscopio se ve la parte fijada como un cireulo incoloro, de cuyo
centro parte el filamento, el que después de 8 dias se colorea por el
manganeso del medio de cultivo Nunca se observan  bastoncitos
sucltos.

Las c¢élulas miden de 0,8 a1 mierdn de ancho, y la vaina, 2 micrones.

Coloractones. — GraMm y icidorresistencia: Negativas,
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Fisiologia

Materia orgdanica. — Desarvrollan hasta con vestigios de peptona
(0,0015 w). Desavvollan bien con glucosa, asparagina, citratos y
oxalato. No desarrollan easi con Tuentes de nitrogeno amoniaeales,
tampoco con cistina ni suero normal de eaballo dializado. Desarrolla
con hemoglobina, coloreindose con ¢l hierro de ésta.

Oxidacion del hierro y ded manganeso. -l cultive puro son oxi-
dantes del manganeso en todas las sales ensayadax. Oxidan poco el
citrato de hierro ¥y amonio. No se colorean con sulfato ferroso ni
con hicrro reducido, ni con hierro metalico (al estado de eultivo puro).

Relacton con el anhidrido carbonico,--  Favorecen algo el desarrollo,

Relacion con ¢l origeno. — No desarvollan en anacrobiosis en los
tubos de Harwn, In los tubos de aganr puneion desarrvollan en toda Ia
colimina de agar hasta ef fondo del (mbo. Fl desarrollo puede =er
también superficial, o =6lo hasta un centimetro por debajo de la
superficie del agar.

Temperatura optima, — 28°

Temperatura minima compalible con el desarrollo. --15° (',

Relacion core el pll del medio. — Desarrollan desde pIl 6,6 hasta
pll 10, siendo el punto optimo alrededor de 8.

Cromogénests. -- Amarillo muy claro en citrato de hierro y amonio,
castano rojizo en agar-zectato de manganeso.

Produceion de indol. — Negativa,

Reduccion de mitralos. - Redueen nitratos hasta el estado de ni-
tritos,

Produceion de acelil-mdlil-carbinol. - - Negativa.,

Licuacion de gelalina. - - Negativa,

Influencia de la luz, - Nula.

Formacion de hidrogeno sulfurado. - - Negativa.
[Mustran esta espeeie las l[aminas 2 y 7.

Leptothrir erassa Cnorooxy. 1926

C'uoronxsy, 1926. Die Eisenbalklerien G, Frscuer, Jena, pag. 14,

Sinoniniia:

Megalothriv discophora Sciuw. Scuwenrs, 1. 19120 Mégalothrix
discophora, eine neue cisenbakterie Zentralblatt . Bakt. 11, Abt.
Bd. 33, pag. 273.

Leptothriv Meyeri 15, 1913, On the identity of Leptothrie Meyeri
(FrLis) and of Megalothriv discophora (Scuwirs) with Crenothrix
polisphora (Conx). Zbl. f, Bakt. 1T ADbt. Bd. 38.

Fol. IX N* 1
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Caracleres de cultivo

Agar-citrato de hierro y amonio. - — Colonias mas o menos redondea-
das, de borde filamentoso, con manchas aceitosas dentro de las
colonias, de aspecto brillante. Con lentes de inmersion, las manchas
accitosas, parceen estar formadas por bastoneitos sucltos y no colo-
reados.

Agar-acetato de manganeso. — Colonias de filamentos gruesos y
cortos, con pscudo-dicotomia y terminados en punta.

Agar estria-citrato de hierro y amonio. — Iil desarrollo se efectia
cn forma abundante en el agua de condensacion del tubo; suclen
desarrollar también en la estria, en cuyo caso el desarrollo es muy
extendido; rara vez forman colonias.

Agar estria-acetato de manganceso. — 15l desarrollo se efecetia en [a
estria y entre el agar y el vidrio, en forma de manchas circulares de
color eastano rojizo.

Caldo de peptona y acelato de manganese.— Desarrollan en forma de
finfsimos copos sueltos que se depositan en el fondo del tubo. Iin la
superficie del liquido forman un anillo fuertemente coloreado y pe-
gado a la pared del tubo. Pucden desarrollar también pegados a la
pared, formando manchas alargadas.

Morfologia

En cimara himeda. — Filamentos cortos, incoloros cuando jo-
venes, que se colorean después de las 24 horas, tomando en este easo
un grosor que llega hasta 16 micrones de ancho. Los filamentos ter-
minan en punta y presentan pscudo-dicotomias en algunos easos.

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

Coloraciones. — GrayM y dcidorresistencia: Negativas.

Fisiologia

Materia orgdnica. — Iil desarrollo se efeetiia hasta una cantidad
de materia orgiinica superior a 0,05 %/, sicndo indiferente que se le
agregue o no acetato de manganeso.

Desarrollan bien con glucosa, oxalato, citrato y asparagina. No
desarrollan bien con nitrogeno de fuentes amoniacales, con cistina
ni con suero normal de eaballo dializado.

Relacion con el anhidrido carbonico. — No favorece el desarrollo.
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(hreidacion del hicrro y el manganeso. - Oxidan las sales de hierro
v onmunganeso, pero con menor intensidad aue Leptothriv ochracea.

Temperalura optima. - - Fntre 257 y 28° (.

Temperatura minima. 15

Relacion con ol pll ded medio. Desarrollan entre pll 7y 10,
siendo el aptimo pll 8,5,

Relacian con ¢l vrigeno, Son acerobias, en agar puncion desarro-
Han hazsta un centimetro por debajo de Ly superficie.

Cromoginesis. De color ocre amarillento en citrato de hierro
y amonio. Castano oseuro en acetato de manganeso,

Produecion de indol.  Negativa,

Produccion de nitratos, Reducen nitratos hasta nitritos.

Formaciaon de acelil-mclil-carbinol. - - Negativa

Licuacion de gelatina. - Negativa,

Adeeion de la luz, - Nula,

Formaciin de hideogeno sulfurado. - Negativa,

Las Iaminas que ilustran esta expecie Hevan los mameros 3 v 7.

Leptolhrie siderapons (Mourisen.) Cuoronsy 19206

Sinonimia. - Chlamydothric sideropous Movisen. 1910, Die 5.
senbakterien. Jeua.

Caracteres de enltivo

Agar-citrato de hicrry y amonto.  Colonins filamentosas, con fila-
mentox inccloros y manchas de color ocre fuera de los Tilamentos v
de Ias colonias, que dan el aspecto de filamentos incoloros salpicados
con estrellas de color herrumbre,

Con objetivos de inmersion las manchas estrelladas aparecen for-
nuadas por grupes de bastoneitos con vainas muy engrosadas por la
precipitacion del hierro,

Las colonias no son visibles a simple vista hasta transeurridos
por to menox 6 diax de la sicmbra.

Agar-acctalo de manganeso. - Colonias de gran tamano, nay fila-
mentosas v fuertemente coloreadas,

Estrin-citrato de hierro y amonio. - Desarrollan en toda la super-
ficie de T extria en Tonea de colonias aisladas, pero cuando el de-
sarrollo ex muy abundante, las colonias legan @ tocarse, cubriendo
toda la superficie pero conservando su individualidad.

Estria-aectato de manganeso. Ll desarrollo se produce en la es-
trin, en la pared del tubo v entre el agar y el vidrio, en forma de una
pelicula continua de aspecto metalico v color eastarnio rojizo.
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Caldo de peplona y acelalo de manganeso. — Desarrolla en forma
de velo superficial muy delgado y resistente, de aspeeto metilico
y color castaiio rojizo.

Morfologia

I£n cdmara hiimeda. — Visto con lentes de poco aumento, el eampo
apareee salpicado con numerosos puntos oscuros.

Visto con mayor aumento, cada uno de esos puntos aparece como
el nacimiento de un filamento corto e incoloro cuya base es un trozo
de vaina fuertemente impregnado y que en algunos casos toma
forma casi cireular. Intre mezeladas con las manchas, aparecen
los bastoncitos en gran ndmero y formando una verdadera trama.

Después de varios diax, las vainas comienzan a impregnarse con
manganeso. Toman cntonees un aspecto rugoso, debido a que la
precipitacion del manganeso no es continua,

Los filamentos terminan siempre en punta y ereeen siempre de
un solo lado.

También se ven bastoucitos suceltos que forman grupos no muy
numerosos. Las granulaciones de los bastoneitos son muy visibles
aunque pequenias, Los bastoneitos cuando jovenes son moviles y se
desprenden del resto de la eadena con un movimiento brusco.

Los bastoneitos miden de 0,5 a 0,8 micrones de ancho, y la vaina
impregnada, 2 nmicrones.,

Coloraciones. - Gram y dcidorreacciones: negativas.,
Fistologia
Materia orgdnica. - - Desarrollan con un minimo de 0,015 9 de

peptona, es decir, necesitan mayores cantidades que  Leptothrix
ochracea. Desmrrollan con glucosa, citrato, oxalato y asparagina.
No aximilan bien nitrégeno amoniaeal ni desarrollan con ewstina ni
sucero normal de caballo.

Relacion con el anhidrido carbinico. — No favoreee el desarrollo.
Relacion con el oxigeno. -— [in tabos de HaLL no desarrollan. IKn

tubos de agar puncion desarrollan sélo hasta un eentimetro por
debajo de la superficic.

Temperalura optima. -—— Desarrollan muy bien entre 25 y 28° C.

Temperatura minima. -— 15° C.

Relacion con el pll del medio. - - Desarrollan desde pIL 6 hasta
pH 10, siendo el pH éptimo alrededor de pIl 8.

Cromogénesis. — Son de color castaiio rojizo en agar acctato de
maiganeso y cn citrato de hierro y amonio.
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Produccion de indol. - Negativa,

Reduecion de nitratos. --- Redueen nitratos o nitritos.
Formacion de acetil-melil-carbinol. - Negativa,
Licuacion de gelatina. — Negativa,

Iufluencia de la luz. - Nula.

Formacion de hidrogeno sulfurado. — Negativa.

Las laiminas que ilustran esta especie Hevar: los ndameros 4 y 8.

Leplothrixe winogradskai n. sp.
Caracteres de eudtivo

Agar ettrato de hierro y wmnonio. - — Coloniax muy extendidas, los
filamentos se asocian unos con otros, formando gruesas cintas,
nunca terminan en espiral.

No se colorean por el citrato de hierro ¥ amonio, siendo de color
blanco mate en este medio,

Las colonias son visibles a simple vista desde Ias 24 horas de Ia
siembra,

Agar-acetalo de manganeso. -— Coloniax filimentosas, de filamentos
mu) extendidos ¥ coloreados en oere claro,

Estria citrato de hierro y amonio. - Desarrollo abundante en la
superficie en forma de grandes eoloniax de eclor blanco mate.

Estria acelaly de manganeso. - — Desarvollan en el liguido en forma
de fikumentos, abundantes, algodonosos ¥ opacos, de eolor eastano
terroso muy caracteristico.

Caldo de peplona y acetalo de manganeso. — Desarrollo abundante
en forma de filamentos muy largos, nunca pegados a la pared del
tubo, algodonosos, de color eastano terroso.

Morfologia

En cdamara hivmeda. - - El preparado presenta un aspecto limpido,
sin manchas oscuras ni bastoncitos sueltos.

La vaina es rigida, =in rugosidadesx, muy fina y débilmente im-
pregnada de manganceso.

Los bastoneitos forman eadenas muy estables, Ins granulaciones
internas de lax eélulas son redondeadas ¥ muy refringentes, dando a
lox filamentos aspeeto de estreptococo.

Los bastoncitox jovenes son moviles. Miden 0,9 micrones de ancho
y la vaina 1,5 micrones.

Coloraciones. -— Gray y Adcidorresistencia: negativas.

ol IX N 1
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Fisiologia

Maleria orgdnica. — Sus exigencias respeeto a la materia orginiea
son similares a las de Sphaerotilus, es decir, necesitan un minimo de
0,5 %'y de peptona o extracto de earne para desarrollar.

Cabe destacar, que, de todas las espeeies estudiadas, tanto del
género Leplothrix como Sphaerolilus, 6sta es la Gnica capaz de asi-
milar nitrégeno de fuentes inorganicas, v. g, sulfato de amonio.

Fué posible, mediante el agregado de sulfato de amonio al 1 9,
reducir el minimo de materia orginica hasta 0,2 9/y,.

Para comprobar Ia asimilacion de nitrdgeno inorginico, se pre-
pararon medios en los que la materia orghnica era glueosa, citrato de
sodio u oxalatos alealinos y sulfato de amonio como tnica fuente de
nitrogeno. En estos medios se obtuvo abundantes desarrollos de
Leptothirix winogradskii.

Oxidacion del hierro y del manganeso. — Oxidan el manganeso en
cualquicra de las sales ensayadas, tomando un color eastano opaco,
que se distingue facilmente del adquirido por las demis especies.

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

Relacion con el anidrido carbonico. -— s la Gnica especie de Lep-
tothrix cuyo desarrollo es favorecido por el anhidrido earbénico.

Relacion con el oxigeno. -— Son acrobias absolutas.

Temperatura opltima. — 37° C.

T emperatura minima. — 15° C.

Relacion con el pIl del medio. — Desarrollan con igual intensidad
entre pH 5 y pH 9,8; sin que sca posible decir que haya un punto
optimo. En este caracter son semejantes a Sphaerotilus.

Cromogénesis., — Iin presencia de sales de manganeso son de color
castaio terroso. Iin los medios con sales de hierro el color es blanco.

Produccién de indol — Negativa.

Reduccion de nitratos. — Redueen nitratos a nitritos.
Formacion de acetil-metil-carbinol. — Negativa.
Licuacion de gelalina. — Negativa.

Formacion de hidréogeno sulfurado. — Negativa.,

Las laminas que ilustran esta especie llevan los nimeros 5 y 8.

4) RESUMEN DE LOS CARACTERES DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS

In los cuadros Nos. 4, 5 y 6, que siguen a continuacidn, estan
recunidas cn forma resumida las caracteristicas de cultivo y fisiolo-
gicas de las cinco especies de Chlamydobacteriales estudiadas en este
trabajo, con el objeto de facilitar su comparacion.
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D) ADDENDA,

Estando este trabajo en prensa, aparceid la 58 edicion del Dergoy’s Manual
of Dcterminaltive Baeteriology (1939), en la cual se ha modificado 1a clave do
pig. 52 ¥ siguientes v oagregado algunas sinonimias, en la forma que se trans-
eribe mas abajo,

1. — Diagnosis del Orden y Clave para la determinacion de los génceros de las
CHNLAMYDOBACTERIALES ;

ORDEN TII CHLAMYDOBACTERIALES BUCITANAN

(Jour. Bact,, 2, 1917, 162)

Bactevias filmmentosus, pareeidas a las algas, lipicas formas acuditicas, con
vitinas, Pueden no ser comificadas, o presentar verdaderas o falsas ramifica-
ciones. Es posible que las espeeies que presentan verdideras ramifieaciones se
demuestren eventuahuente cono especies dewditicns de Llefinomyectales, Las tulsas
ramificaciones provienen del desplazamiento lateral de Lus eélulas del filamento
en la vaina, que da Jugar ooun nueve filamento de manera que la vaina estd ra-
mificada micntras que los filamentos estim separados, La vaina puede eompo-
nerse enteramente de hidroxido de hiervo o de una mateiz orginic impregnada
con hicrro o puede ser enteramente orgianica, Poeden formae conidios maviles
pere nuneir endosporeos, No contienen geanulaciones de aznfre uni baeteriopur-
purina, Las células maduras o los filamentos wo se piarceen i protozoarios,

Fste orden comprende una sola familiac:

Familia T CODLAMYDOBACTERIACEAE MIGULA

(Art, a. d. Baet, Inst, d. teehn, Hochsehule zu Karlsrahe 1, 184, 273),
Los caracteres de In familin son los mismos que los del orden,

Clave para la delerminacion de los géneros de la familia
CHLAMYDOBACTERIACEAE

1) Tipicas falsas ramificaciones.

A.— Vainas enteramente orgdmicas, no impregnadas con hierro,
4

Género I, . . ., . . Sphacrotilus
B. — Vuainas impregnadas con hierro.
Género 1T . . Clonothriz
II) Sin ramificiaciones, o con ramificaciones verdaderas.

A.— Las c¢élulas de los filamentos se dividen sélo en forma transversal.
Género JIT . Leptothriz

B.—Las células de los filumentos se dividen en tres planos,
Género IV . . . . . . Crenothriz

Pol. IX N° 1
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IJI. — Sinonimias: Ademis de las que figuran cn este trabajo, se han agregado
las siguicutes:

1) Spheerotilus dichotomus (Cobn) Migula.
Sinonimia: Shpacrotilus natans var, cladothriz Butcher Trans, Brit. Mye.
Soc., 17 1932, 112,

2) Género 1II LeproTnrix Kiitzing.

Sinonimia Leptothrichia Trevisan (Reale Ist. Lombardo di Sci. ¢ Lettere,
Ser, 2.12, 1879, 138; Detoniclle De Toni Trevisan en Saceardo Sylloge
Fungorum, 8, 1889, 929; Conddiothriz Benecke, Bau, u, Leben d.Buakt.,
1912, 48%. Megalothriz Schwers. Cent. f. Bakt, IT Abt. 33, 1912, 273:
Synerotis Enderlein, Sitzshber. Gessell. Naturf, Freunde Berlin 1917, 312.

3) Leptothrix discophora (Schwers) Dorff.

Sinonimia: Leptothriz erasse Cholodny, Cent, f, Bakt, II Abt, 61, 1924,
202. Chlamydothriz discophora Naumann Ber, d, Deutsch, Bot. Ges. 48,
1928, 141; Dorff, Diec Eisenorganismen Iflanzenforschung Ileft 16,
1934, 31,

4) Leplothrix sideropous (Molisch) Cholodny.

Sinonimia: Galliionclla sideropous Naumamn, Kungl, Svensk. Vetenskap-
sakad., 62, 1931, 33: Cholodny, Die Eiscnbakterien, Pflanzenforschung
Heft 4, 1926, 25,
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CAPITTLO VI

CONCLUSIONES

Las expericneias realizadas en la presente investigacion han per-
mitido deducir las siguientes conclusiones:

1. — Il medio de Winoarapsky compuesto de heno hervido e
hidroxido férrico dio buen resultado para la obteneiéon de cultivos de
enriquecimiento de Leplothrix ochracea. Ademas se encontrd (til la
sustitucion del hidréxido férrico por el earbonato de manganeso
aconsejado por Morisci.

2.-— Se ha conseguido aislar Ias especies de Leptothrir, en cultivo
puro, por ¢l empleo de diversos medios de cultivo solidos que se des-
criben en el trabajo. Uno de ellos formado por agar, agua v citrato
de hierro y amonio, did los mejores resultados.

3. -— También fué aislada Sphaerolilus dichotomus en el medio de
BusceEx con 0,5 9 de extracto de carne.

4. — Los métodos en camara hameda, cultivos de adhesion y
pelicula de agar, han dado resultados satisfactorios para el estudio
morfolégico de este grupo de bacterias.

5. — Ll estudio fisiolégico ha permitido comprobar que las ecpas
estudiadas son incapaces de desarrollar en medios absolutamente
niinerales, que la presencia o ausencia de hierro o manganeso parcce
no influir sobre la cantidad y ealidad de desarrollo, que la oxidacién
de lax sales de manganeso tiene lugar atin con eélulas muertas y que
utilizan para su metabolismo sustancias complejas, entre las cuales
preferentemente fa peptona.

6. — Estos resultados permiten dudar fundamentalmente adin de
la autotrofia facultativa de este grupo de bacterias.

7. — Ll estudio morfologico y fisiolégico de las 255 ecpas aisladas
ha permitido agruparlas en einco especies que se deseriben en el
trabajo.
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CAPITUCLO VII

RESUMEN

I'n este trabajo se relata el resultado del estudio fisiologico de
algunas Chlamydobacteriales orden de las SCHIZOMYCETES, cuya ca-
racteristica principal es la de poseer una vaina que rodea a los cle-
mentos celulares,

Representantes de este grupo fueron deseriptos por KU Tzing en
1833 v en 1843; Conx en [870; Zorr en 1882 y otros.

WixoGrapsky, en 1888, estudio algunos representantes de este
orden ¥ Jes did el nombre de bacterins del hierro o ferrobacterias
debido a la afinidad con este metal.

Ion su estudio experimental, dedujo que, a semejanza de las plantas
verdes, podian vivir y desarrollarse en ausencia de materia orgianica,
efectuando la sintesis de Ia materia earbonada a partir del anhidrido
carbonico del aire. Consiguid cultivarlas con heno hervido e hidro-
xido férrico.

Bi'sGrx, en 1894, cultiva y aisla Sphacrotilus dicholonies; Morisen,
en 1910, y Lieske, en 1911, obtienen los primeros cultivos puros con
material de fuentes ferruginosas naturales en medios puramente
organicos. Comprobd ademits MoLisen que la preseneia o ausencia
de manganeso no era indispensable para el desarrollo de estas bae-
terias, siendo estas dos razones las que condujeron a este autor a
oponerse 2 la teorin de WINOGRADSKY.

Iil material usado en estas investigaciones ha consistido en mues-
tras provenientes de diversos origenes para poder establecer la po-
sible relacion entre la vida de estas bhacterias y =u « habitat ~,

Todas las muestras (100 en 1otal) Hegadas al laboratorio en frascos
estériles, fueron primermmente sometidas a un examen microseopico
¥y luego se sembraron en diversos medios de cultivo.

De los cultivos de enriquecimiento ensavados, ¢l que ha dado
mejores resultados ha sido ¢l del heno hervido en una concentracion
de 10 2 209/, mas carbonato de manganeso; habiendo determinado
previamente que el heno debe tener un grado de maceracion avan-
zado y hervirse en una gran cantidad de agua (mas o menos 0,59 7,).

El aislamiento de los representantes de este grupo de bacterias
especialmente los del género Leplothriv resultdé una tarea muy com-
plicada al prineipio por no conocerse un medio seguro para aislarlas
en cultivo puro.
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Después de mnmerosos ensayos con numerosos medios de cultivo
¢ consiguio modifiear el medio de Brscex para el aixlamiento de
Sphacrotilus dichptoma mediante el agregado de earbonato de man-
ganeso.

El medio de Ligske <o6lo pudo usarse para obtener desarvollo mo-
dificando la formula original.

Max tarde, con un medio de citrato de hierro ¥ amonio ¥ agar se
consiguio aislar lax distintas expecies del género Leptothrie de una
nimern rapida ¥ segura. La formula empleada ex la siguiente:

Citrato de hierrs y amonio . . . . . . 0,75 gr.
Nero 00 0000 10
Agua corriente 0 00 00 000 1 litro

Sphacrotilus dichotoma pudo aislarse tambicén con facilidad en el
medio anteriormente eitado v en el agar de Brscex siguiente:

Fxtracto de carne 0,5 wur
A, ., . 10
Agua [ htro

Il material ensavado ha permitido aislar un total de 255 cepas
identificadas mas tarde como:

Sphacrolilus dichtones (Coux) Micrra 1900,
Leptotheie ochracea Kvrzixa 1843,

Leptothrein sideropows Morisen 19190,
Leptothrir crassa Cunoronxy 1920,

Leptothrie winogradskit n. sp.

Il extudio de lax cepas aisladax esta basado en observaciones
morfologicas, en preparados direetos, en eultivos en eamara himeda,
en preparados coloreados; los earacteres de cultivo fueron observados
en <iembras heehas en agar en eaja de Periri, en agar estria, en agua
de peptona mas acetato de manganeso y en el medio de BesGes,

Il estudio fiziologico de las mismas planted como problema previo
cl hallazgo de un medio que permitiera culrivarlas en estado puro
v oen suficiente eantidad como para levar a cabo las experiencias
sixtematicas v en =serie indispensables para poder comprobar [a in-
fluencia de diversos agentes sohre los gérmenes en extudio. Conjunta-
mente se investigd también la capacidad de desarrollo en medios
minerales v, =<egin la teorin de Wixocransky, Lt influencia de Tas
sales de hierro ¥ manganeso en el metabolismao de lax mismas.

Con respecto al primer problema los resultados obtenidos han sido
lox =siguientes:

Leptothriv desarrvolla preferentemente en peptona como materia

Vol IX N° I
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organica y acetato de manganeso, como sal de manganeso en las
proporciones siguientes:

Peptona . . . . . . . . . .. . ... 05 gr
Acetato de manganeso. . . . L, L. o1 >
Agua corriente . . . . . . . . . . . .. 1lito

Sphacerotilus dicholoma desarrolla muy bien en extracto de carne
al 0,5 % (medio de BUsGeN).

Los ensayos hechos con medios minerales dieron todos resultados
negativos a pesar de haber ensayado el medio mineral de Likske
para Leptothrix ochracea y atn previendo todas las posibles eausas
de error.

De las sales de hierro y manganeso puede decirse que en algunos
asos favoreeen el desarrollo de estas bacterias, en otros la aecion
es completamente nula y en algunos pareceria perjudicial (ver de-
talle en el cuadro ne 3).

Se ha podido observar ademas que en ninguna de las experiencias
cfeetuadas en cultives paros, el hierro ha sido oxidado por estas
hacterias mientras que el manganeso lo ha sido en la mayoria de los
casos; pudiéndose comprobar que en los easos en que el manganeso
no es oxidado ello es debido a la composicion del medio de cultivo,
mientras que en el caso del hierro éste no es oxidado por efectuarse
la oxidaciéon a un pH mayor que 6,8. En ese punto las sales ferrosas
son tan inestables que practicamente son convertidas a férrieas.
Ademais la oxidacion puede producirse con eélulas muertas.

LIstos resultados conducirian 2 sospechar la posibilidad de que
estas bacterias no fueran autdtrofas facultativas. Hecho éste que
estaria corroborado con las dudas que sobre la autotrofia de estas
bactering han expresado ya Baas-Bakixa y Park.

Las otras investigaciones fisioldgicas consisticron en determinar
la influencia del anhidrido carbénico, temperatura, relacion con el
oxigeno, reaceion del medio, poder de reduccion de nitratos, forma-
cion de hidrogeno sulfurado, de acetil-metil-earbinol, de indol, licua-
cion de gelatina, poder de esporulacion ¢ influencia de la luz.

I'n eapitulo aparte se agrupan los resultados de estas investiga-
ciones, que permiticron identificar las cepas antes mencionadas.

La parte sistematica esta precedida por 1a diagnosis de los distintos
géneros de las Chlamydobacteriales y un breve comentario acerea del
géuero Leplothric y Sphacrotilus que son los estudiados en esta in-
vestigacion.

Ademas han sido deseriptos los géneros y especies por separado,
ilustrandolos eon fotografias y con dibujos obtenidos con camara
clara.



Vol IX N1

Chlamydobacleriales

ALGTUNA

’

STUDIO FISIOLOGICO Y SIST, DE

Al
<
4

74 1

LEGIT « G e e e e e e e e e « R N I anbury op < ™
1861 B . e e e e e e e . TP . < 9
1861 « e e e e e e e e . e e e 7 < . . 79
1961 OANEHIN e e e e . Co e 19
2861 sy o ©o s eprchayg T oot Ok vhiEy’ 0Y
26061 xuogpopdary coror s e olod oyuounpoy - A0 unde auy op setdsop vilngg GY
9461 snupocd gy e e s spgfoa gy, | o 0 0 0 0 onbuwy op ena op <
9861 xraopdoary oot s e wn@y [ o0 0 0 0 T oLojraoqe] [op v 20
9¢61 < Cor U RELDURD SB[ R EUD O sojue

K OdOp) HOD oy ap < < T o < « L3 < [§ {6
9e61 oanuray T soy sol ap spndsap < Coroc e ey () senbu o -
961 arayyopdorg Tt T T SO SO] Op U U0 < A S S SO L[ 't < 68
9861 [RVEL I SN oo ©orouedtoes op osohdsop < S S « S < gy
9861 « R T H {11 S I P TR 3 S S N S B L LELTUL A I I
HE61 xrapoydory Tt e e e s psoulEnIg OND | Tt e v 9p ol o undy 9z < 12
9861 oanjuday T UOLAIAN0) SEROLUNN, |0 T 0 T BREAR 9P uglongLsp e « 0Z v 2
ae61 < < < ot oo waomEnung « Tttt e onfiu ap oyy) 0
9861 sppodayds X xtogoydarg | nuenases . T e g ) ap onbun], ¢
9861 snoLandy ottt e Tttt OpRIuUILIN] oyt ], I
9861 xropopdarg S ( « T oprIno juoatoy ende o)) e
9661 < R | 11 YT H BN _":u._/.. e e e e e e e e e < « z
961 snjHoonyd g ooy op patd v v xopudad xopuaaeyp |00 0 0 0 0 T opuiquinioy olor], [
AEIEL N | BOPLIUOIUY FOIIUNL) udidnig) varsanin

¥ P oN

SOUAVIA. LS

SOALL YD

SpdsInil Syl ap D iy —--"1

y

SO A X CIVIHHLYIX

IADIANIJYV

frecd

o\ OHAYV.AY)

SVILLSHIX

SVLoNA svase o ([



e
I~

Maria S. CataLpi

Sctbre. 1939

ol 9480 UD SEPTIPNYSD SOPUMYTU $0JUIN] AP STEOWFNLID) sundu
~od 9ny 9 wzauad vhna dod Cppoop N PP CH T PP doprisiunupe zopuwly Y ag [¢onbu

ap swajsonul swAUN Sop svp Imdosuod oS
1300prase ud addwon o8 wone vy (i)

LE61 Trayjoydarg Cot o osouldnalog opns Jop wprnl | 0 sty pruw) £ suuieg seoputieg 18
LE861 snptjoconydg X xrayojdorp oo s Y BURIR O STHMO ¥ 00N dp « 98
2861 < T s e e e e ()] P ) SUMY [uund Pp endy eg
LE61 ruupopday Tt uprIojod sSoUlIO L | 0t (SO (6] Uk ]) BIPAoduoD) dp BT, 1S
LE61 < S e e ] O ST, e8 £ 78
LEG1 canvday oo e e e ey g "UOSPITT) U] Bl Op ol O vndy I8
LE61 Trpopdoary o oMy op s\pounw uoy | oot o s s s st £ wlaLg, 08
LE061 < < < Co o rsareanqoplilun)y ) op sodopy | (Csy gl “ua) tospnf] ofodae Pp o < z
L1861 smnoovyds X xropodoy ot e e e e L ((pqopag)) ‘wnbsony) wwof, v op o« 82
1661 « s . « o7 <« < « 1L
LE61 « Tttt e e e e e (rOIQY) CAOA) o] OM [P ¢ 92
2661 < oo e e psouranaaag] | (1) (elotyg v op tuw ) «Sopoy) [5]» O wndy g3
LEGIT xrapopdog Tt e e e e e qeaapdy] cde)) uipaul ap v, 7]
2861 « S e L ey gl ea]) TNIC P DL Y
2861 < SR T T T Coe e e e e e e e e .."_-:—"x « « il
L2861 rreypopday Tt s ens £ wpraurso wndy | (CsyUsglrea ) vuopupau]y vunduy < < 12
2861 oanudoN AR (6] O R « ¥ < < « < /
LE61 « oo s gfol do010n) 0udLaoe) | 0t (SY ST CRID) € o 0XDUIT « « 69
2861 Trapopday U R ¢ < C e« « 7« « « < 89
2861 smppoLpydg fi xrayjouday ot oo vloa g0 |t (CSY S BIR) [ o\ ONNOLIB AP < 29
1861 « e e e e e e e e e . Ce g« < « < « 09
2861 0ANBIIN Tttt s s s s sgpuduiyp ot T te o\ w[iune onbuwey op vndy c0)

s . X TI)5INW
LUCDR § SOPItIOdUD SOIIUYN) BUINEHD I wduuQ u] Op oN

(ugropnuuoo) svasanwe su] 9P DISVT — ") SN 0dAYAD



Fol. IX N° 1

ALGUNAs Chlanmydobacteriales

ICO Y RIST, DI

”

STUDIO 1IPIRIOLOC

E

76

SE61 T T B IR € (11 20 001
SEG1 « Coros s oA otadse un v

-10] $2QpLaPDopfiapyy dp sopudwEyy s [ 0o 0 wfuz no upeaueysy wndy 66
SEGE « S e e e e e e e e e e e e e e pediieyy ol P seuo ooy 86
SEGI « © Ot saIOPDQopkitanyy, ) op sojuowey uoy | o aaaedwyy o op ity 26
8€6] « R CosowEno | 0 (BlOr[ v e ) «XOQ0) [pl2 U 96
8861 < e . P . o6
SE61 B T « o« « 6
Qe61 zLugojdary S T g < « £G
861 snjnoarpydg fi xvagpopday S e ot « « 7 = = 6
SE61 arappopdacg AN T TR Y ¢ X1 1TE i HIHSO P NGRS H B i () 16
T.M": 1 ot s oo .A.LN C.~.s.:u Cé

copfip)y, ) Op SOIDR[ U0) epRanesn] |7 Y FURIEL (O] SRLIO 0B O wnay 06
2861 snpo.opyds X xropgopdag - R L COIUIY Ol [Op ST 68
2861 oalpEaN S oo s wmomEnLLg | VG WU (0P BHLO B op R o
-u-—UO..H n:—:r——::b:@ T.:.—Q:.Vuv f.ﬁbmﬂ.t.—-_b—.:u.__uo :0»‘_.—0 vamanm

v Op N

HOISNHPIHODY [DSInNE sp) Ip DSVf - °
! I ]

o\ ONAVAY)



Setbre. 1939 Maria S. CaTaLpr 77

Crapro N° 8. — Lista de los cultivos es'udiados

Grupo I
- - - — _ — ]
do ?l-;cn Denominacién Origen de n::.lga:::iento

1 28- 1-1 Agua de tacho herrumbrado . . . . . 29-VI-936
2 25- 241 » » » T L. »

3 25- 2.2 > » » > L. .. »

4 25- 4-1 ) » » > L0 ... >

3 25- 4.2 > > > > L L. >

6 25- 4-3 » > > ... »

7 25- 5-1 S > L. »

8 25- 6-1 > > > > L. »

9 95- 62 > > > > L. »

I0 28-7-1 I L >

11 25- 8-1 > » > > L. >
12 2S- 8-2 > > L. »
13 25- 9-1 > > » > ... »
14 25. 9-6 > > > L. »
15 60-12-1 Charco orillas rfo (San Isidro) . . . . 5-11-938
16 60-12-2 > » > » » e e e 3
17 60-12-3 » > > » » e >
18 60-12-4 » > » > » e e >
19 60-12-5 > > > > > e .. >
20 60-12-6 > » > » > e e . >
21 60-16-1 > > > » > - e >
22 60-16-2 > » > > » e »
23 60-16-3 » » > » > e »
24 60-16-4 > > » > » e e e »
25 60-16-5 » > » > » e e >
26 60-18-1 > > > > e e >
27 60-18-2 > » > > > e e . >
28 60-18-3 > > » » > e e >
29 60-18-4 » > > » C e e :
30 60-20-1 > > s > > . >
31 60-20-2 » > > » » e >
32 60-20-3 » » > » > - e .. >
33 60-20-4 » » » » > e e . . »
34 60-20-5 » ] > » > e >




78  EsTUDIO FISIOLOGICO Y RIST. DE ALGUNAS Chlamydobacteriales

Cuapno N° 8. — Lisia de los cullivos estudiados (Continuacisn)

Grupo I

de zr:]cn " Denominacion Origen de a::l::::cnlo
1

35 10-2- 3-2 Agua estancada | IX-936
36 10-2- 3-14 > >

37 30-5- 5-1 Tierra . .
38 30-5- §-2 » “
39 30-5-10-2 > e e e >
40 33- 6- Agua rfo (Hudson) V-937
41 34- 1-2 charco (Hudson). . . . . >
42 3H4- 13 o » » 2
13 34 1-4 . > > >
1 34- 15 . > .
45 34- 1-6 > > > >
46 34- 1-8 ; » > e e >
47 33- 5-3 Tierras ferruginosas (Corrientes) VI-937
18 37- 1-1 > » > »
19 37- 1-2 , , > »
50 37- 1-3 > > > »
51 37- 1-4 > >
a2 37- 1-3 > v >
53 37- 2-1 > > »
o4 37- 22 > > »
55 37- 24 > » »
36 37- 7-4 » > »
57 38- 3-1 Agua estancada VII-937
a8 38- 3-2 > »
59 38- 3-3 > . »
60 38- 3-4 , » >
61 38- 4-1 ’ > »
62 38- 4.2 . > »
63 38- -4 > > »
64 38- 43 > ,
65 38- 5-1 > s .
66 38- 5-2 > > >
67 38- 5-3 > > >
68 38- H-4 > 3 >
69 38- 5-5 » » »
70 39. 4-2 > > >
71 39- 4-3 > > >
72 39- 4-4 > » »
73 39- -1-H > » »
74 39- 4-6 > > . >
75 39- 5-1 > > >
76 39- 5-2 ] > »

Vol.,IX Ne i
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Cuapnro Ne 8. — Lisla de los cullivos estudiados. (Conlinuacion)
Grupo II (Continuacion)

— e T ———
de :r:len Denominacion Origen de u::::::;ento
77 39- 5-3 Agua estancada VII-937
78 39- 5-4 . , .
79 39- 5-5 > > >
80 39- 5-6 > > >
81 39- 5-7 > > 3
82 39- 7-1 > > >
83 39- 7—2 > > »
84 39- 7-3 > > >
85 39- 7-5 > > >
86 39- 7-3 » > »

87 40- 1-2 Tierra ferruginosa . VII-937
88 40- 14 > > >
89 40- 1-5 » > e >
90 40- 2-2 > > »
91 40- 2.3 > > »
92 40- 24 > > >
93 40- 2-5 > > >
94 40- 5-1 > > »
95 40- 5-2 > > >
96 40- 5-3 > > >
97 40- 5-4 L] > >
98 40- 5-5 > » >
99 40- 8-1 3 > >
100 40- 8-2 > » >
101 40- 8-3 > » »
102 40- 8-4 > > >
103 40- 8-5 » > >
104 48- 8-6 Agua ferruginosa VI1-937
105 40- 8-7 > » >
106 40- 9-1 > > >
107 40- 9-2 > > >
108 40- 9-3 > > »
109 40- 9-4 2 > >
110 40- 9-5 S > >
111 42- 5-3 > > >
112 42~ 5-5 > > >
113 42- 5-6 » 3 L L e e e e e »
114 42- 3-7 » e *
115 42. 6-2 » > L e e . »
116 42- 6-4 > P L e e e e e e >
117 42- 6-6 > 2 L e e e e e e >
118 42- 8-4 s > »

.......
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Curabro N¢ 8, — Lista de los cultivos eshudiados (Conlinuacién)

Grupo I'l (conlinuacién)

de jrc('lcu Denominacion Origen i de ::«T:;::lienln
119 43- 3-1 Aprua ferruginosa VII-037
120 43- 5-1 > »
121 43- 5-3 » »
122 44- 2.3 » >
123 41- 3-2 > >
124 +4- 3-3 > >
125 41- 34 » >
126 41- 4-1 » >
127 44 1-3 - >
128 A0 4-4 > »
129 41- 4-H » >
130 44- H-1 > >
131 44- 5-2 > >
132 - 5-3 > »
133 41- 6-3 > -
134 13- 2-3 > >
135 45- 3-1 > »
136 13- 3-2 » a
137 45- 3-1 ) >
138 47- 1-1 > -
139 47- 12 > >
140 A7- 1-4 » » Coe 2
111 47- 8-1 Agua fuente ferruginos: S-VIII1-937
142 47- 8-3 » > -
143 47- 8-3 > 5 e e e e
141 al- 6-1 Agua estancada orilla rio (Delta) . . . 5-X-937
145 31- 6-3 » > > » - »
146 52- 3-1 > [ilt. del suelo. Orilla rfo .
147 52- 5-1 > » " » »
148 22- 6-1 > > > » >
149 52- 6-4 > > » » »
150 52- 7-1 > s x s .
151 52- 7-2 » 5 » > >
152 52- 9-1 > » > 2 » x
153 52- 0-4 » >3 > > >
154 53- 1-5 » ostancada orilly rfo
155 dh- 12 > » » >
156 55- 2-1 » > » >
157 Hd- 22 » o > >
158 5d5- 2-3 > » > > .
159 57- 6-1 > de arrovo (Delta) . .

FPol. IX N° 1
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Cuapro N° 8 — Lista de los cultivos estudiados {Continuacibn)

Grupo II (continuacién)

de :r:Ieu Denominacion Origen de n:i?:::‘iento
160 60-. 2-2 Charco orilla rio (San Isidro) 5-11-938
161 60- 2-3 > > > » » >
162 60- 2-4 » > > > » »
163 60- 5-2 < < < > » »
164 60- 5-4 > s s s . s
165 60-13-2 > » > » s .
166 60-15-1 > > » > > »
167 60-15-2 > s > > > »
168 60-15-3 > > v s > >
169 60-15-4 > s s , . ,
170 60-21-1 > > > > > >
171 60-21-2 > > > > > >
172 60-21-3 » > > » > >
173 60-21-4 » > > » > >
174 60-21-5 » > > > » »
175 60-21-6 > » > > > >
176 60-21-7 » > > » >
177 GU-21-8 > > > > > »
178 60-21-9 > » > » >
179 60-21-10 > > > > > »
180 61-11-1 Agua charco Ne 2 >
181 61-11-2 » > > x, >
182 61-12-2 > » » 2, >
183 61-12 3 » » » >
184 61-12-4 » » E >
185 61-12-5 » > > 20 0. ... »
186 61-14-1 > » I »
187 61-14-2 > s » 20 L. 3
188 62- 4-1 Barro ferruginoso . . . . . . . . .. >
189 62- 4-3 » > L L e e e e >
190 62- 9-1 > > e s e e »
191 62- 9-3 » P e e e e e >
192 62- 9-4 » N >
193 62- 9-5 > > e e e e >
194 62- 9-6 » P L L e e >
195 62. 9-7 » e e e e e e >
196 62- 99 > > L e e e e >
197 62-10-2 > > >
198 62-10-3 » > L. >
199 62-10-4 » 3 L .. »
200 62-10-6 » P e e e e e >
201 62-13-1 » S »
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Crabro N© 8. — Lista de los cultivos estudiados (Continuacion)

Grupo Il (continuacion)

Ne . ., .
Denonminacion Qrigen X .
de orden de aixlumiento

Fecha

202 63-10-1 Agua iferruginosa . . . .. . L, L, 9-11-938
203 (3-10-2 > > e e e e e N
204 (3-10-3 > e, »
205 63-10-4 s e e e e >
206 63-10-5 - e e e e >
207 G3-10-8 » e e e e »
208 63-10-9 ¥ e e e e >
209 63 10-10 > e e e e e »
210 63-10-12 > e e e e e >
211 63-11-12 > e e e e e e e, >
212 G3-11.3 > e e e e e e »
213 G3-11-4 » e e e e e >
214 (3-12-1 s e e e e e >
215 63-12-2 > e e e e e >
216 63-12-3 e e e e e >
217 63-12-1 » e e e >
218 63-12-5 s e e e »
219 (G3-13-2 ” e e e >
220 63-13-1 3 e e e e e »
221 63-16-1 2 e e e e e >
222 63-16-4 > P, >
223 63-16-5 > e e e »
224 (G3-17-2 » e e e e >
225 63-17-3 > o e e e »
226 63-17-4 > e e e e e ] >
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Crapno N° 8. — Lista de los cultivos estudiados (Conclusién)
Grupo 111
—_—
de ;\r:len Denominacién Origen do ui?::zento
227 36-1-1 Tierra de jardin. . . . . . . . . . . VI-937
228 36-1-2 > > P L L e e e e e >
229 36-1-4 > » 5L . »
230 36-1-5 > » 3 e e »
231 36-1-6 > » P e e e e >
232 36-3-5 > ] 3. e e e e e e e >
233 36-3-2 > » e e e >
234 36-3-4 > > P e e e e >
235 36-3-5 » > T >
236 36-4-1 »  ferruginosa (Corrientes) . . »
237 36-4-2 > > > >
238 36-4-3 > » > >
239 36-4-4 » » > >
240 36-4-5 > > > »
241 36-4 6 > > > >
242 36-5-1 Ticrra ferruginosa (Corrientes) . . VI-938
243 36-5-2 > > » 3
244 36-5-3 > > > >
245 36-5-4 > > > >
246 36-5-5 > > 3 >
247 36-6-1 > > » >
248 36-6-2 » > > >
249 36-6-3 » » > >
250 36-6-4 > > 3 >
251 36-6-5 > > » >
252 36-7-3 » > » >
253 36-7-4 > » > >
254 36-7-5 > > > »
255 36-7-6 > » > »
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2) MEDIOS DE CULTIVO, METODO Y TECNICAS EMPLEADAS
Menios pE crinivo

Mosto de malte: Se ha preparado modificando algo ke [Srmuala original de
JIexxEBERG (49):

[larina de malta (secada v libre de raices,
molida) . . . . . .. L. 250 gr.
Agua corriente . 1.000 ce.

Se calienta el agua a 39° C, =2 le agrega ln malta v se mantiene a bano maria
45° C durante media hora con el fin de poner las diastasas en libertad; ¢ aumenta
luego la temperaturn hasta 58° C o 602 C, tardando para esto media hora. Se
mantiene exta temperatura durante dos o tres horas para que se efectde la saen-
rificacian del almidda. Al cabo de este tiempo se prueba la reaccidn con iodo; s
todso el almiddn <2 ha transformado, no dari coloracion azul; de lo contrario, se
prolonza por un rato mds a esa temperatura hasta que todo el almidén se haya
saearifieads, Al Tinal =e pasa todo por un lienzo para separar la parte solida del
Heuidn, =2 le ageoza lurzo una clara d huevo batida con un volumen igual de
arun v =2 1y Reva al avtoelave durante una hora a 109° C para preetpitar. Se filtra
por papel v s toma la densidid eon un esearimetro, diluyéndose Tuego a 10° Brix,
Selearrozd 2 o d e arar Hevdndbselo nnevamente al antoclave 2 199 C para fundir
el acar, SeTiltea por panel, so> distribayve en tubos v = tindadiza durante tres dias
a 100° C,

Medio de BUscEN:
Lxtracto de carne . . . . . . L L L. 0.5 gr.
Agua . . . o oL o, oL 0oL LO0O ee

Dixolver en caliente el extracto de earne, filtrar por papel v repartiv en tubos de
ensavo. Lsterilizar a 120° C darante 15 minatos.

Al caddsy preparazly de acueeds al mdtodo anterior s¢ le azrega 10 gr, de agar
cortado en pedazos pequenos. Fundirv en el autoclave a 120° C durante 15 minu-
tos. Filtre por algoddn, vepartir en tubos como para puncidn v esterilizar 2
120° C por 15 minutos,

Medio de BUsGEN con carbonalo de manganeso: Al medio anterior =¢ e agrega
0,5 gr. de carbonate de manganceso por litro de medio. Entubar agitando cada vez
para evitar que precipite el manganeso, Lsterilizar a 1207 C darante 15 minutos,

Medio de acelato de manganeso: Se ha preparado maodificando la férmula original
de LiEsKE:

Acetato de manganeso Co. . . 0,1 g,
Agar o . o 000000000 10
Agua corviente . . . . . . . . . . . . 1000

Fundir el agar en autoclave a 120° C v luego =e agrega of acetato de manganeso.,
Tiltrar por algoddn v distribuir en tubos por estrin. Esteriltzar a 120° ¢, Solidi-
ficarlo en forma de pico de Maura. Una vez solidificado es aconsejable agregar a
cada tubo 1 6 2 ce. de agua estéril para favorecer el desarrollo de los gérmenes.
Colocar en estufa durante dos, tres o cuatro dias para control de esterilidad. Los

XN 1
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tubos destinados a caja deben ser preparados con una eantidad menor de agar
0,75 0).

Mecdio de citralo de hierro y amonio:

Citrato de hierro y amonio . . . ., . . 0,75 gr.
Agar . .. o0 0L 0oL L o 10 >
Agua corriente . . . . . .. . .. L. 1O >

Se Tunde el agar en autoclave a 120° C por espacio de 15 minutos. Se filtra por
algodon y se reparte a razon de 10 ce. por tubo, Se esteriliza a 120° C durante
15 minutos.

Aparte se prepara una solucién de citrato de hierro ¥ amonio al 0,75 €7 que se
esteriliza a 110°C por 20 minutos,

En ¢l momento de usar los tubos s¢ le agrega 1 ce. de la =oluecién de citrato
de hierro ¥ amonio ¥ la cantidad de hidréoxido sédico N/10, esteril, previamente
ateulada para que el pH sea alrededor de 8.

Pucde agregarse ¢t eitrato de hierro ¥ amonio después de fundir el agar, lo mi=mo
que el dleali necesario, pero como el citrato de hicrro ¥ amonio es una =al férrica
que conticne no mucha cantidad de hierro ferroso, al alealinizar éste xe oxida rdpi-
damente a férrico. Sin embargo por razones de comaodidad puede hacerse, pero en
tal caso conviene tindalizar a 100° C durante tres dins. Los tubos destinados a
extrins, una vez solidificados, debe agregidrseles una cierta cantidad de agua como en
el medio del acetato de manganeso.

Caldo comiin de extraclo de carne (8):

Extracto de earne . . . . . . . 0 L L. 3 gr.
Peptona . . . . . . . . . ... . ... 3 >
Agun destilada . - . . . . . L o oo L 1.000 cc.

Disolver el extracto de carne ¥ la peptona a temperatura de ebullicidon. Arreglar
la reaceién del medio a plI 6,8. Precipitar en autoclave a 120° € durante 15 minutos.
Filtrar por papel ¥ distribuir en tubos de ensavo, Isterilizar a 120° C durante 13
minutos.

Agar de extracto de carne (33): Al caldo de extracto de carne ¥ peptona sc le agre-
g 1,2 65 de azar en polvo 6 1,5 €5 de agar comercial (en rama). Fundir en autoclave
a 120° C v repartir en tubos destinados a puncién y estria. Bsterilizar a 120° C du-
rante 15 minutos,

Medio de peplona y acelalo de manganeso:

Peptona (Parke Davis) . . . . . . . . 0,5 gr.
Acetato de manganeso . . . . . . L. 0,1 -»
Afua corriente . . . . . . . . . . . . 1.000  ce.

Disolver en caliente la peptona, agregar el acetato de manganeso, verificar la
reaceion, que generalmente no hay necesidad de acreglar porque el acctato de man-
ganeso alealiniza lo suliciente el medio para que el desarrollo se produzea en buenas
condiciones. Distribuir en tubos y esterilizar o 120° C por 15 minutos.

Ertracio de agar:

Agar (enrama) . . . L. oL L oL L. 20 gr.
Agua corriente. . . . . . . . . . . . . 1000 cec
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Cortar el agar en pedazos pequeiios; fundir en autoelave, Colocar en un reci-
piente para que se solidifique. Una vez solidificado, cortarle en pedazos del menor
tamaiio posible Agregarle 1.000 ce. de agua corriente v colocarlo en la heladera du-
rante varios dias para que no desarrollen gérmenes y pasen todax lax substancias
solubles del agar al agua. Se filtra por papel, se reparte ¢n tubos v se esteriliza a
120° C durante 15 minutos.

Medio mineral de Tnpsgkg (%):

Bicarbonato de manganeso (Sol. saturada) 100 cc.

> sodico . . . . . . ... .. 0,1 g,
Sulfato amoénico . . . . . . . . . . .. 01 >
Fosfato bipotdsico . . . . . . . . . . . vestigios

Sulfato magnésico . . . . . . . . ...
Agua destilada . . . . . L . 0o 0o .. 900 ce.

El bicarbonato de manganeso se obtiene haciendo burbujear anhidrido carbé-
nico en una suspensién de carbonato de manganeso. Lucgo se filtra x se agrega
al medio. Se exteriliza a 120°C.

Medio mincral de WiNOGRAD=KY (*2):

Sullato amdnico . . . . . . . . L L.
Tosfato bipotdsico . . . . . . . . .
Cloruro sédico . . . . . . . . .
Sulfato magnésico . . . . . . . . ... 0, >

gr.

By b

> fervroso . . . . . L L 0L . .. . vestigios
Carbonato magnésico . . . . . . . . . . ecxeeso
Agun destilada . . 0 0 0 0 . 0 o . . .. 1 litro

El carbonato de magnesio se esteriliza aparte a 180° C.
El medio liquido se esteriliza a 120° C.

REDUCCION DE NITRATOR
Medio de peptonn  nitralada:

Peptona. . . . . . . .. ... ... .. 03 gr
Nitrato potiisico . . . .. . L .. .. oL ]
Agoa destilada, - . . L. o000 o0 00 1 litro

Disolver la peptona en caliente, agregar el nitrato potdsico, arreglar la reaccién
a pIl 8 vy esterilizar, Después de i-2-3-4-7 y 10 dias de incubacién sc observa la
formacion de burbuja v =e¢ investiga nitratos.

Reactivo de Prrer-Grikss modificado por Iuosvay vox I[Losva (*):

Solueion A

Acido sulfanilico . . ., . . . 000 L. S gr.
» actico ... ... . .. ... . 300 ce.
Agua destilada, . . . ., 00, 0L, 1 litro
Solucién B
Alla-naftil-amina . . . . . . . . . . .. 5 gr.

Acido acético . . . . . . . .. . . . . 300 cc
Agua destibada. . . ., . 0oL L L. 1 litro
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Para efectuar la reaceién se agrega igual ndmero de gotas de la solucién A y B.
Un color rojo intenso indica la presencia de nitritos.

Ieactivo de TROMSDORFF:

Solucién de cloruro de zine al 20 ¢ . . . 100 ce.
Almidén . - . .o L0000, 4 gr.
Ioduro de zine . . . . . . ., .. ... 2 s
Agua destilada hasta 1 litro,

Agregar la solucién de cloruro de zine hirviente sobre ¢l almidén agitando cons-
tantemente; después que todo el almidén se haya disuelto, se diluye con un poco
de agua destilada. Afadir el iodure de zine ¥ continuar diluyendo con agua hasta
legar a un litro,

La reaccion se efectia agregando una gota de dcido sulftrico diluido al tercio,
sobre una placa de prucha, tres gotas de reactivo ¥ una gota de cultivo. La colo-
racion azul indica la presencia de nitritos 3 es debida al iodo puesto en libertad
por los nitritos.

ForMACION DE HIDROGENO SULFURADO

Mélode de KriGLeRr (mnodificado):

Medio de cultive: Preparar agar-agua y repartir en tubos a razén de 5 cc. eada
uno. Esterilizar a 120° C. Iin ¢l momento de usarlo, se licda ¥ entibia el agar ¥
se le agrega 2,5 ce. de una solucién de glucosa al 0,4 ¢ tindalizada previamente
e igual cantidad de una solucién de acetato de plomo (bisico) al 0,2 €5 también
tindalizada. Se hacen solidificar de nuevo los tubos después de mezelar bien el
contenido. Se sicmbra con un hilo de platino, eargado con el material a sembrar
en tres zonas distintas del tubo entre ¢l agar ¥ el vidrio. Después de incubar 1-2-3
o mds dias se observa una coloracién negruzea en cazo de que las bacterias hayan
producido hidrégeno sulfurado.

Método de WiLsox (modificado):

Técnica: A 100 ce. de agar-agua-glacosa al 1 G agregar 1 ce. de una solucion
al 8,1 9 de cloruro férrico; 0,5 ce. de hidréxido sddico al 12 ¢ v 5 ce. de sulfito
sOdico anhidro al 20 €. Repartiv en tubos hasta meds o menos la mitad. Esterilizar
a 120° C durante 13 minutos. La siembra v los resultados se ejecutan como en el
caso anterior,

FORMACION DE ACETIL-METIL-CARBINOL

Medio de cullivo. Férmula original: Iin esta experiencia se us6 el medio de cultivo
de VoaGes ProsgaCER en su f6rmula original v 10 veces mis diluida, porque muchas
cepas se resistian a desarvollar en un medio con tanta materia orgdniea.

Peptona . . . . . . .. .. ... 5 pr.
Glucosa . . . . . . . . . . ... L. 5 -
Fosfato bipotdsico . . . . . . . . . .. 5

Agua destilada . . . . . . . .. . . .. LOOO ce.

Se calienta a la Hama directa durante 20 minutos v agitando de tiempo en
tiempo Ins sustancias mencionadas disueltas en 800 ce. de agua. Se [iltrx por papel,
se enfria a 20° C y se diluye a un litro. Se reparte en tubos a razdén de 10 ce. cada
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uno v =¢ esteriliza por tindalizacion 200 minutos a H0° C durante tres dias con-
seeutivos.
Otea formuka que s usd Tué la siguiente:

Extracto de agar. . . . . . . . . .. . LO0O e,
Glucosa . . . . . . . .00 ... I gr.

Se siembra v se incuba por 3 6 5 dins a 28° C. Después de exte plazo se le ngrega
a9 ee de cultivo un volumen igual de hidrdoxido potisico al 10 ;. Dejando los
tubos en reposo durante una noche, a estufa de 37 C, la aparicion de una colo-
reion rojiza indiea la presencia de acotil-metil-carbinol, formado como producto

de transformacion de la glueosa.

REAcc1ON DEL 1NDOL

Reactiva de Kovaes:

Para-dimetil-anmino-benzo-aldehido D ogr.

=1
>
-~

Aleohol amilico . . . 0 . . L.

[ 8]

Acido clorhidrico concentrado ., . .

Se disuelve en bano maria o 30-607 C el aldehido en el aleohol amélico, se enfria
la solucion v se le agrega el deido elorhidrico tratando de enfriar a medida que es
caliente la solueidn,

A un cultivo de 3 6 4 dias en el medio indicado, se le agepga unax 25-30 gotas
del reactivo, se asita suavemente v se deja reposar para que sc separe i capa de al-
cohol amilico que en presencia de indo] aparece de color rojo intenso,

Pero niis expecifica para indol o= la modificacion de Gonrk con la téemen de
Enticu. Se moja la parte inferior del tapdn de algoddn, que esté bien seco v blando,
del tubo de endtivo que =e va 2 investigar indol, con -6 gotas de la sojucion. A
dada a continuacion v -6 gotas de la solueion B,

Solucion A

Para-dimetil-amino-benzo-aldehido 0 L . 1 gr,
Aleohol ctilico oo P 93 ce.
Aeido clorhidrico concentrado . . e ... 20

solucion B

Persulfato de potasio (solueidn acuosa saturada).

In I parte inferior del tandp del tubo se coloean 1 a5 gotar de la soineiin
A vl a D de la o solucion B,

Il tapon se introduce en el tubo hasta 2 cm neiz o menos de la superficie del
cultivo. Manteniendo el tubo en posicidn vertical, =e coloca en un hano muria
cn ehulbicion, tratando siempre de no mojar el tapon. Despucs de 15 minutos, =i e
abserva una coloracion roja intensa en el tapon, indica la presencia del indol, que
ex volitil, Otras substancias afnes pero no volitiles como el alfa-metil-indoi, por

ciemplo, no dan reaceiin,
TECNICAS DE COLORACIONES

Estas téenicas fuervon copiadas del Mannal of Methods for Pure Culture Study of
Bacterias de la Society of Ameriean Bacteriologists, Committee on Bacteriologieal
Technie. Geneva, New York, 1037,

Vol.IX N° I
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Fucsina de Zienn: para coloracion simple. La [érmula v la téenica de prepara-
cion se dard mds adelante, en el método ZIENIL-NEELSEN para dcido-resistencia.

Azul de metileno (solucion acuosa);

Azul de metileno . . . . . .. .00 . L. 1 gr.
Aleohol 93 %), . . . . . . . . .. . .. 10 cc
Agua destilada . . . . . .o 00 00000 90 >

En un mortero s¢ coloea el azul de metileno en polvo v el aleohol, tratando de
agitar hasta que se disuclva completamente. Agregar el agua destilada y [iltrar
por papck.

Técnica: Después de fijar ¢l preparado por el calor se colorea durante un minuto
con ¢l colorante, se lava con agua, se seca v s¢ observa con inmersion.
Solucién acuosa de nigrosina (para preparados negativos):
Nigrosina . . . . . . ..o 0oL, 0,1 gr.
Agun destilada . . . . . o .00 o000 100 >

Se mezela v ose [iltra por papel.

Técnica: Colocar sobre un porta objeto bien limpio una gota de la solucién de
nigrosina v una gota del material de ensayo. Con otro portachjeto o bien con una
pipeta PasTEUR se hace un frotis. Secar y observar con inmersién.

Coloracién de Gray (modiliencion de Hucken):

Solueién A

Cristal violeta (¢on 85 ¢2). . . . . . . . 3 gr
Alcohol etitico (95 ¢2). . . . . . . . . . 25 cc

Solucién B

Oxalato de amonio . . . . . . . .. .. 08 gr
Agua destilnda . . . . . . ... .. .. 8 cc

Mezelar las soluciones A y B.

Lugol
lodo . . . . . . . .. L0 1 gr.
[oduro de potasio . . . . . . . ... L. 2 »
Agua destilada . . . . . o 0000 000 300 ce.

Colorante de contraste
Safranina (2,5 94 sol. en 95 9 de alcohol etf-
lico) . . . . . . . ... ... 10 cc.
Agua destilada © - . . 0 o 00 0 0 00 100 »

Técnica: Después de fijado el preparado se colorea con eristal violeta durante
un minuto, s¢ lava con agua ¥ se trata el preparado con =olucién de lugol por un
minuto, Decolorar con aleobol etflico de 95 G durante 30 segundos v colorear con
el colorante de contraste por 10 segundos. Se lava, seen v observa con lente de in-
mers.on,
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Método de Gran (mod.dicado por Korerorr v BerEruax),

Solucion A

Violetade genciana o eristal violeta o . L . 1 gr.
Apua destilada © 0 0 0 0 0 L0 0L 000 O ee.
Solueion I3
Bicarbonato sédico. . . 1 gr.
Agua destilada . . 20 ce,
Lugol
lodo . . . . o . 00000 2 gr,
Solucion de hidroxido sodico N/1U . 0 0 L . 10 ce.

Aprua destilada hasta 100 cc.

Colorante de contiaste
FFuesina bdsiea . . . . . . . 0,1 gr.
Agua destilada 100 cc.

Téenica: Fijar el preparado v colorear 5 minutox con una mezela de Lis soluciones
A x B, en la proporeion de 1,5 ee, de la solueion A v 0,1 ce. de la solucién B, Lavar
con lugol, renovando v haciendo actuar 2 minutos. Eliminar el liquido ¥ sin lavar
secar, Decolorar con acetona 100 7. dejando caer el liquido gota a gota sobre el
preparadoe hasta que no se decolore {por lo general exto se cumple ¢n un tiempo
menos que 10 segundos. Secar al aire ¥ colorear con el colorante de contraste
durante 10 a 30 zegundos. Lavar con agua, sccar ¥ observar con lente de inmerszién,

Método de Zaxnn-NEELSEN para deidorresizlencia:

Solucion A

F'uesina biazica (90 ¢, de contenido) . . . 0,3 gr,
Aleohol etilico (95 €7y, . . . . . . . .. 10 ce
Solucion 3
Acido [énico . . . . . . .. .. .. .. Hger
Agua destilada . . . L. A 5 T T

Mezclar las =oluciones A v B,

Téenica: Fijar ¢l preparado v colorear con una mezela de las soluciones A v I3
filtrada durante 2 6 3 minutos en ealiente o durante 13 minutox cn frio. Lavar
con agua, decolorar eon una mezela de aleohol etilico de 95 €5 v 3 €7 de sceido.
clorhidrico. Lavar con agua ¥ colorear con una =olueién acuosa de azul de metileno
Lavar v seear. Observar con objetivo de inmersion, Las bacterins dcidorresistentes
aparccer:in de color rojo. Las no deidorresistentes de color azul.

PrErParRAnos EX cisanra nCMEDA

Método de ForrNER maodificado por Soriaxo: Este método fué usado por el autor
para ¢l estudio morfolégico de levaduras, v resulté perfectamente adaptable para
exte grupo de bacterias filamentosas,

Un portachjeto de una sola exeavacion {(modelo Koen de 16 mm, de diimetro),
bien desengrasado, se esteriliza a la Hama y se deja enfriar con la excavacion laeia
abajo. Es ¢dmodo apovar un borde en una pipeta Pastecr exterilizada.

Tol.IX N° 1
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Con un pineelito pequeiio embadurnado con vaselina fundida (puede hacerse
esto a la llama veladora de un mechero) se dibuja un aro alrededor de la exeavacion
del porta,

Se toma un cubreobjeto cuadrado (18 X 18 mm.), se lo desengrasa, v =ostepién-
doto por uno de sus vértices con una pinza Corxkr, se lo esteriliza a In Dama. Se
deja enfriar con la superficie estéril vuelta hacia abajo.

Sobre la parte estérit del cubre, se vierte una gota de agar nutritivo fundido v
entibiado a 60° Listo puede hacerse con ayuda de una pipeta o directamente
con ¢l tubo de agar.

El cvbre, sostenido verticalmente, permite eliminar ¢l exeeso de agar que se
acumula en uno de los vértices, apovando Gste sohre una eaja de PETri estéril.

Una vez solidiflieado el agar, se recorta con un bisturi o navaja previamente
flameados, los bordes de éste, tratando de que quede una figura octogonal de tama-
fio adecuado para ocupar la exeavacion del porta sin toear la vaselina, Luego se
coloea sobre ¢l porta apretando un poco para hacer un cierre hermético que evile la
entrada del aire ¥ con ello la deseeacion del preparado.

<n el momento de usarlo, se levanta el cubre v eon un hilo de platino o una
pipeta Pasreck afinada se siembra en la parte central de la pelicula. El cubre
vuelve a colocarse en la excavacién del porta, se aprictan los bordes nuevamente
y con un pincelito con parafina fundida se bordea el preparado.

Ilecho esto, el preparado estd listo para incubar.

Todos estos movimientos deben hacerse con la mavor rapidez posible, para
evitar que se infecte ¢l preparado.

Cultivos de adhesién. Mélodo de Lixpxer: Se preparan los portas v cubreobjetos
estériles como para la téenica del método anterior.

Con un ansa de platino se coloca en el cubre objeto, sobre la cara estéril, una
gota del medio de ceultivo estéril, tratando de que no sea muy convexa para evitar
que toque la excavacion del portaobjeto.

Se siembra con una pipeta Pasreur afinada o bien con un hilo de platino, guar-
dando siempre las habituales precauciones de asepsia. Luego se coloca el cubre
sobre la excavacién del portachjeto v se termina como en el método anterior.

Se ha intentado hacer también los cultivos con gotitas por el método de LINDNER
pero los resultados obtenidos no han sido lo <uficientemente satisfactorios como se
esprraba. Posiblemente la eausa de ello ha sido easi exelusivamente In naturaleza
del material, que siendo filamentozo ¥ con vaina, resulta muy diffetl romper los
lilamentos v dejar eélulas sueltas,
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CONCLUSIONS

AMter the experiments of the present investigation the following
conclusions have been drawn:

1. Winockapsuy's medium composed of boiled hay and ierrie
hvdroxide is a good medium to obtain enrichnieni cultures of  Lepto-
thrir ochracea, The substitution of fervie hvdroxide by manganese
carbonate advized by MovLisen is convenient.

2. - - Isolation of the Leptothreir species ineludimg Leplothrix ochra-
cca in pure eulture was obtained with different solid eulture medinms,
deseribed in the study: the Lest results were obtained by one com-
posed of agar, water and ferric-ammonium  ¢itrate.

3. - Sphacrolilus dicholomo was also isolated in Br=cex's medium
with 0,5" 4 meat extract,

1. - Methods of direet obzervation in moist-chanmbher, adhesion
cultures and agar filims have given satisfactory results for the morpho-
logical study of this group of bacteria.

5. - The phy=iological study hax confirmed that: the studied
strains eannot develop in completly mineral niedia, presence or
absenee of iron or manganese does not seem to influenee the quantity
or quality of development, oxidation of nranganese salt= tokes place
ceven with dead eells and complex <ubstances are eraploved for their
metabolism, among whicle preferably pevtone.

6. These results make us doubt on the facultative antotrophy
of this group of bacteria.

7. The morphological and phy<ioiogieal study of 255 strains
isolated allowed us to greup them in 5 species deseribed in the study.

SUMMARY

In this study @ relation is made of the results of the physiologieal
and systematic study of <ome Chlamydobacteriales, a group of the
Nehizomyeotes which main characteristie = the presence of a sheath,

Representatives of thix group were deseribed by Kerzineg in 1833
and 1843, Cony in 1870, Zorr in 1882 and others.

WinoGrAD=KY in IS8R studied <ome of their forms and named
themy Tron bocteria beeanse of their affinity with this metal. In his
experimental study, he dedueted that in similarity with green plants
they could live and develop in absenee of organie substance, the
synthesiz of carbonated substances starting from the carbon dioxide
of the air. Ile sueceded in enltivating them in evude enltures with
boiled hay and ferrie hydroxide.

Vol.IX N°1
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BusceN in 1894, cultivated and isolated Sphaerotilus dichotoma
in pure culture; MoLiscit in 1910 and Lieske in 1911 obtained the
first pure cultures of Lepiothrir ochracea from natural iron sources
in organic media. MowLiscir stated, that the presence or absence of
peroxide of manganese was not absolutely necessary for the develop-
ment of these bacteria, and the two previous reasons made him
deny WiNoGgraDpskY’s theory.

Specimens of different sources were employed in this investiga-
tion to cstablish 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 10 to 20 9/ plus manganese carbonate; having
stated that the hay must have an advanced grade of maceration
and must be boiled in a large quantity of water (more or less 2.000
times).

The isolation of the representatives of this group of bacteria,

" fspecially in the Leptothriz species was a complicated task at the
“ " beginning as safe isolation mediums in pure culture were ignored.

After several tests BusGeN’s medium for isolation of Sphaerotilus
dichotoma was modified by adding manganese carbonate.

. Lieske’s medium could be employed for development only after
.+ modifying the original formula.
Later on the different species of the Leptothriz genus were iso-
lated in a sure and rapid way in a medium composed of agar
-i19/y and 0,75 %/ of ferric-ammonium citrate.
. Isolation of Sphaerotilus dicholoma was also obtained in the
* " previous medium and in BusceN’s agar (0,5 %/ meat extract and
" 1 % agar).
*" A total of 255 strains were isolated and later identified as:

Sphaerotilus dichotoma (Conx) MicuLa (1900.
Leptothrixz ochracea KuTtzing 1843.

Leptothriz sideropous (MoLiscH) 1910.
Leptothriz crassa CHOLODNY 1926.

Onc of the forms was recognized as a new species for which the
name of Leplothriz winogradskii 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 strokes using peptonised water plus mangancse acetate
and BusGeEN’s medium.

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 systematic experiments and cvi-
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 ferric salts and
manganese in their metabolism, according to WiNoGRADsKY’s theory.

The first problem gave the following results:

Leptothriz develops better in peptone as organic substance and
manganese acctate as the mangancse salt, in the following propor-
tions: peptone 0,5 %/p, mangancse acetate 0,1 9/q.

Sphaerotilus dichctoma develops very well in meat extract 0,59/
(BrsGex’'s medium).

The tests with mineral media gave negative results although
LieskE’s mincral medium for Leplothrix ochracea was tried and all
possible causes of mistake forescen.

In certain cases, the ferric salt and manganese are favourable
to the development of thesc bacteria, in others their action is nega-
. tive and in others they scem harmful.

In these experiments in pure cultures, iron has never been oxidised
by these bacteria, while mangancse 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 cffected at a pH greater than 6,8 and at that point ferrous salts
are so unstable that they arc practically transformed into ferric.
Oxidation may also be produced with dead cells.

These results make us suspect that these bacteria are not faculta-
tive autotrophes, which coincides with the doubts expressed by
MovriscH, 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 arc grouped in a special chapter.

The systematic study is precceded by the diagnosis of the diffe-
rent genus of Chlamydobacteriales and by a brief comment on Lep-
tothrix and Sphaerotilus. The genus and species have been described
separately and illustrated by prints and camera-lucida drawings.
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REV, INSTITUTO BACTERIOLGGICO LAMINA I
Tomo IX, N? 1, SETIEMBRE 1939 Arre M, S, CATALDI

LAsuna Neo 1. — Sphaerotdus dichotomus

1-2-3. — Tres aspectos de las colonias de Sphaerotilus dichotomus 100 X
4. — Filamentos en cultivo puro 250 X
5. — Filamentos en cultivo pure, vistos con gran aumento 1200 X
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REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO
Toxmo IX, NV 1, SETIEMBRE 1939

LAsmina No 3, — Leptothriz crassa.

1. — Colonia en superficie 200 X
2, — Colonia dentro del agar 200 X
3. — Borde de colonia 1000 X,

4. — Filamentos con las vainas fuertemente impregnadas 500 X

LAMINA 111
Arae M, S, CATALDI

[




REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO
Tomo IX, N¢ 1, SETIEMBRE 1939

LAMINA Ne 4, — Leptothriz sideropous

1. — Colonia en superficie 250 X

2. — Borde de colonia.
3. — Aspecto de los filamentos con su disco de adhesi6n,

.-

LAMINA 1V
ArT? M, S, CATALDI




REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO LAMINA V
Toao IX, N¢ 1, SETIEMBRE 1939 ArTo M, S, CATALDI

o LAsminA No 5. — Leptothriz winogradskii

1. — Colonia en superficie 150 X
2. — Borde de colonia 1150 X
3. — Filamentos, en cultivo puro, con sus vainas impregnadas con manganeso 600 X




REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO ’ LAMINA VI
Toxo IX, N¢ 1, SETIEMBRE 1939 N ArTo M, S. CATALDI

LAymina No 6,

1. — Sphaerotilus dicholomus 1300 X
2. — Aspecto que toman algunos preparados, en cémara hGmeda, de Sphaerotilus dichotomus
después de 24 horas.







REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO
Tomo IX, N? 1, SETIEMBRE 1939

LAsmiNA No 8,

1, — Leptothriz sideropous, 1300 X
2, — Leptothriz winogradskii, 1300 X

LAMINA VIII
ArT? M, S. CATALDI




REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO
Toyo IX, N¢ 1, SETIEMBRE 1939

LAMINA IX
Arre M. S, CATALDI
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LAymina Ne 9. — Filamentos con sus respectivas vainas.

a. — Sphaerotilus dichotomus.
b. — Leptothriz ochracea.
¢. — Leptothriz crassa.

d. — Leptothriz sideropous.
¢, — Leptothriz winogradskii.
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