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INTRODUCCION

Aun cuando la idea primitiva que origind la presente contribucién
era la de efectuar exclusivamente el estudio sisteméatico de algunas
C hlamydobacteriales, bien pronto se pudo ver que al evidente desorden
de su sisteméatica se sumaba la falta de precisién de su discutida
fisiologia.

F'ué por ello preciso encauzar el trabajo hacia la elucidaciéon de
estos fundamentales interrogantes.
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del texto original.
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In efecto, a la mayoria de ellas se las ha ubicado en el grupo de
las bacterias autétrofas, es decir, capaces de obtener energia para
su metabolismo de ciertas substancias inorganicas, sin que hasta el
presente existan pruebas decisivas para justificar plenamente (para
muchas de ellag) ni siquiera su inclusién como bacterias auidirofas
facultatvas.

La ausencia de poder patdgeno y la falta de toda aplicacién 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
aun no se posee un medio eficaz de enriquecimiento para cultivarlas
« in vitro » y llegar asi a la obtencién de cultivos puros, indispensa-
bles para poder intentar con algunas probabilidades de éxito la so-
lucion de esta interesante cuestion.

Cabe hacer notar, sin embargo, el impuiso dado en los dltimos
afios al estudip de algunas Chlamydobacteriales como precipita-
doras del hierro por creerlas agentes principales de la formacién de
concreciones en lag cafierfas de aguas corrientes. Con tal motivo se
publicaron una serie de trabajos pero ninguno aclara el oscuro pro-
blema de su fisiologia.

En esta investigacidén se ha encarado el estudio de las Chlamydo-
bacteriales desde un punto de vista puramente general cual conviene
a la Bacteriologia como disciplina de las Ciencias Naturales, y para
cumplir dicho propésito se ha procedido de acuerdo al siguiente plan:

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

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

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

4°) Establecer cuiles son las caracteristicas que bastan para la

misma.
5°) Demostrar el rol que juega el hierro y el manganeso en el

metabolismo de estas bacterias.
6°) Determinar sus principales caracteristicas fisiolégicas y com-

probar su capacidad autotréfica.

Vol. IX N° 1



Setbre. 1939

-3

Marfa S. CaTarpi

CAPITULO I

ANTECEDENTES

Korzine (¥) (1833) describié una forma bacteriana filamentosa
a la que di6 el nombre de Sphaerotilus natans. Mas tarde agregé a
ese género dos nuevas especies: Sphaerotilus thermalis y Sphaerotilus
lacteus.

EnrENBERG (**) (1836) describié un organismo con el nombre de
Garllonella ferruginea que incluyé en el grupo de los infusorios con
envoltura silicea, es decir, dentro de las Diatomeas. Segin él, este
microorganismo se encuentra en forma de filamentos entrelazados
que se colorean de color ocre por el hidréxido de hierro. Méas tarde,
el nombre genérico de Gaillonella fué sustituido por el de Gallionella,
que actualmente es el que estd méas generalizado.

Kurzing (1) (1843) en su « Phyeologia gencralis » deseribié una
1
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bacteria filamentosa que creyd era una alga y le di6é el nombre de
Leptothrix ochracea. Este género en esa época pertenecia a la algo-
logia.

Actualmente se sabe que este microorganismo es una rarisima
bacteria que suele asociarse en largas cadenas presentando la parti-
cularidad de poseer una vaina muecilaginosa que rodea a los fila-
mentos celulares y que estd impregnada por hidréxido férrico.

Coun (8) (1870) da el nombre de Crenothriz polyspora a un orga-
nismo descripto por él en forma de filamentos muy desarrollados
que al estado joven soa incoloros y al envejecer coloréanse de color
herrumbre. De sus estudios, Coun dedujo que este color herrumbre
era debido al hidréxido férrico que se deposita en sus vainas como
producte de su metabolismo, a semejanza de lo que ocurre en las
Melohectaceas con el carbonato célcico.

Este mismo autor en 1875 (?) describié una bacteria filamentosa
con el nombre de Cladothriz dichotoma, caracterizada por sus falsas
dicotomias y sus vainas incoloras; vive en aguas de pantano pe-
gadas a las algas y es muy semejante a las Leptothriz incoloras.

Zorr (%) (1882), estudiando la Crenothriz polyspora, rebatié los
resultados de Conn llegando a la conclusién de que la coloracién
de las vainas es debido a la deposicién mecénica de las sales de
hierro disueltas en el agua jgual que lo que ocurre con la gelatina
cuando se la une artificialmente con soluciones colorantes.

WiNnoGrADSKY (1) (1888) estudid por primera vez en forma com-
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pleta a estos organismos y les di6 el nombre de ferrobacterias o
bacterias del hierro, por su marcada afinidad con este metal.
Comparandolas con las bacterias del azufre observé WINOGRADSKY
son capaces de vivi ausencia absoluta de materia orginica.
osteriormente en 1891 (°2) descubri6 las bacterias de Ia nitrificac
que exigen las mismas condiciones que las anteriores y las agrupé
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cién conjunta de bacterias auldirofas, es decir,

jullva &

bajo la denomina
« bacterias que efectiian la sintesis de la materia carbonada de su
protoplasma a partir del anhidrido carbénico del aire utilizando
como fuente de energia la oxidacién de sustancias inorgéanicas ».

Con este grupo de bacterias WINOGRADSKY inicia un interesante y
discutido capitulo en Bacteriologia. Utiliz6 para sus estudios Lepto-
thriz ochracea, la mas difundida de las bacterias de este grupo. Lasg
cultivé en un medio de enriquecimiento a base de heno hervido e
hidréxido férrico con el que obtuvo desarrollo de filamentos de
bacterias del hierro en gran cantidad.

Colocando estos filamentos entre porta y cubreobjetos y hacién-
doles circular corrientes de liguidos con diversas sales en solucién,
encontrd que estas bacterias eran capaces de vivir y desarrollarse a
expensas de carbonato ferroso. Observé también la relacién que
hay entre la oxidacién del hierro y la vida de la célula. Para esto
tomo vainas jovenes ya coloreadas, las decolord por accién del anhi-
drido carbonico, luego agregd agua con carbonato ferroso en solu-
cién y vi6 que sbélo se coloreaban las partes de las vainas en cuyo
interior se encontraban ain células vivas.

Por la propiedad de oxidar sustancias agrupd en 1922 (*) estas
bacterias con las del azufre y las de la nitrificaciéon que igualmente
la poseen, bajo el nombre de « anorgozidantes ».

BusceN (7) (1894) cultivé y aislé Cladothriz dichotoma en un medio
liguido compuesto por extracto de carne y agua, solidificado con
poca cantidad de agar.

Macs (20) (1897) estudié los caracteres morfolégicos de Cladothriz
dichotoma, pero sus conclusiones no son muy aceptadas, pues con-
funden la compleja nomenclatura de este grupo de gérmenes.

ScHORLER (27) (1904) describié una bacteria filamentosa con falsas
ramificaciones cuyos filamentos son fijos en su base, sus vainas estan
constantemente impregnadas de sales de hierro y manganeso y se
reproducen mediante gonidios moviles. La denomind Clonothriz
fusca.

ROssLER (%) (1906) aconsejé cultivar la Crenothriz polyspora en
un medio formado por: trocitos de tejas de un centimetro y medio
de superficie, esterilizados, y sumergidos en una solucién de sulfato
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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
log trozos.

AprEr (1) (1909) describié a Cladothriz dichotoma y Leptothrix
ochracea cultivadas en un medio de citrato de hierro y amonio al

MourscH (*2) (1910), estudiando las bacterias del hierro, consiguié
aislar la Leptothriz ochracea, al estado puro, utilizando para ello un
medio absolutamente orgénico a base de mangano-peptona, agua de
turba y gelatina. Cultivé ademés esta bacteria con solucién muy con-
centrada de peptona y sin sales de hierro ni manganeso.

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

Objeté la teoria de WINOGRADSKY respecto a la oxidacién de sus-
tancias inorginicas y manifestd que Leptothriz ochracea es un orga-
nismo especialmente exigente en peptona. Ademés observd que son
igualmente capaces de oxidar las sales manganosas o manganicas,
siendo este resultado de suma importancia puesto que las sales man-
ganosas son relativamente méas estables que las ferrosas.

A pesar de estos estudios, Lieskr (17-18) (1911-1919) publicd dos
trabajos cuyos resultados se muestran abiertamente a favor de la
teoria de WINOGRADSKY. Sin embargo LiEskE, al igual que MoriscH,
obtuvo desarrollo con agua de peptona y sin hierro, pero al intentar
obtener cultivos puros con el medio de Moriscu (manganopeptona,
agua de turba y gelatina) consiguié un solo cultivo puro de Leptothriz
ochracea. Méas tarde, y después de mucho insistir, no le fué posible
obtener este resultado adn encargando la experiencia a otras per-

1

caso con la hipbtesis de que tal vez la Leptothriz ochracea sélo fuera
capaz de reproducirse durante una fase especial de su crecimiento,
la que probablemente no estuvo presente en los cultivos que no de-
sarrollaron.

Después de numerosas y prolijas experiencias LIESKE consiguid
un medio favorable al desarrollo de Leptothriz ochracea compuesto
de agar agua y acetato de manganeso.

Para sus ensayos utiliz6 Liesk®e 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 Liesk® estudié la fisiologia de Leptothriz
ochracea intentando cultivarla en medios minerales.

De estos ensayos obtuvo desarrollo sélo cuando partia de los tubos
de agar. Al querer transplantar de un medio mineral a otro, log
resultados eran negativos. L1ESKE atribuia estos fracasos a una causa
desconocida comin a todos los ensayos hechos con cultivos puros.
Estudié también la influencia del anhidrido carbénico en el metabo-
lismo de estas bacterias llegando a la conclusién de que éste posible-
mente juegue un rol importante en el crecimiento de estas bacterias,
pero no alcanza a afirmar que pueda ser asimilado.

Consigui6 aislar Gallionella ferruginea en un medio mineral y puri-
ficarla por trasplantes sucesivos hasta obtener, segin él, cultivos
puros con este método.

Zixes (**) (1915) publicé una monografia sobre Cladothriz dicho-
toma 'y Sphaerotilus natans. Este autor considera ambos géneros
como diferentes, y en su trabajo hace una descripecion morfolégica
y fisiolégica de los mismos. Sus conclusiones no son muy convin-
centes; ademéas considera a Cladothriz dichotoma como una bacteria
que puede almacenar hierro en sus vainas pero que no puede consi-
derarse una tipica bacteria del hierro.

Apoyando las conclusiones de WINOGRADSKY y objetando algunas
de LigskE, en 1926 aparecié una monografia de CHOLODNY (19), que
es sobre todo un trabajo de recopilacién sobre los conocimientos
tenidos hasta esa época respecto a este grupo de bacterias. Es 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. Este autor consigue
demostrar que estos filamentos son productos de excrecion y oxida-
cién de una pequeila bacteria de forma arrifionada que se encuentra
en la punta de los mismos.

Otros autores que se ocuparon de los estudios y descripeion de las
bacterias del hierro fueron: el mismo CHOLODNY, que describié
Leptothrixz trichogenes, SCHWERS, Megalothriz discophora (Leptothriz
crassa de CHOLODNY), y MoriscH, Leptothriz sideropous.

Tal es el estado en que se encuentra el estudio de las bacterias del
hierro en el afio 1928 cuando WINOGRADSKY (34) hace una publica-
cion, la cual es una revision de los trabajos publicados hasta esa
fecha, criticando a los autores que como MowriscH no aceptan la
autotrofia de las bacterias del hierro.

BerGER (%) (1936) describié una nueva especie, Leptothriz echinata
caracterizada por su pronunciada capacidad de almacenar man-
ganeso.
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Dorrr () (1934-1935) publica una monografia dividida en dos
secciones: una de ellas se refiere a la sistematica de las bacterias
del hierro, y la segunda a la distribucién, accién e importancia de
ias mismas en Ia naturaleza. Las investigaciones personales de Dorrr
comprenden sobre todo observaciones microscépicas de algunas de
las formas descriptas y el estudio mas detenido de ciertas formas
que aun teniendo afinidad por el hierro no pertenece al orden de las
Chlamydobacteriales.

Merece citarse también un gran ntdmero de trabajos consultados,
debidos a técnicos en bacteriologia de agua, pero la mayoria de ellos
no son més que descripciones confusas de estas bacterias, y se ocu-
pan muy poco de su fisiologia. El mas completo de ellos es el de
Breger (1937), que es una recopilacion de notas morfoldgicas,
fisiologicas y sisteméaticas de este grupo de bacterias.
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CAPITULO II

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 relacién 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 pululacién de otras formas bac-
terianas.

Sin excepcién fueron analizadas todas las muestras el dia de lle-
gada al laboratorio, constando el analisis primeramente de un exa-
men microscopico y macroscépico directo y luego se sembraron en
diversos medios de cultivo.

La nomina de las muestras figura en el cuadro N°o 7, agregado al

apéndice, pags. 74 a 76.

2) ENRIQUECIMIENTO

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

Los primeros métodos intentados para el desarrollo en cultivos
de enriquecimiento fueron el medio mineral de Lissks (1), el de
hidréxido férrico de WiNoGRADSKY (3!) y el medio de citrato de hierro
y amonio de ADLER (!), en sus férmulas originales y con algunas
variantes. De estos medios, el mineral de Lieskr fué abandonado,
pues a pesar de los multiples ensayos que se hicieron, nunca pudo
obtenerse ni siquiera comienzo de desarrollo. En cuanto al medio
con citrato de hierro y amonio se produjeron desarrollos escasos en
las primeras veinticuatro horas, deteniéndose luego.

En el medio de WINOGRADSKY, a pesar de que al principio no se
consiguié ningdn resultado, se obtuvo después de insistir un tiempo,

Vol. IX N° 1
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desarrollo de Leptnthriz v Sphaerotilus, dos géneros de Chlamydo-
bacteriales que se encuentran muy difundidos en la naturaleza,
distinguiéndose facilmente porque las especies del primero de los
nombrados utilizan para su metabolismo, segin WINOGRADSKY, sales
de hierro, razén por la cual sus vainas aparecen siempre coloreadas
con 6xido de ese metal, mientras que los respresentantes del género
Sphaerolilus no parecen tener afinidad con dicho metal y sus vainas
son siempre incoloras.

En los transplantes de estos cultivos hechos sucesivamente para
congervar el material de experiencia, desarroll6 en gran cantidad
Sphaerotilus, mientras que Leptothriz desaparecié rapidamente.

Mas tarde, y después de numerosos ensayos, pudo ponerse de
manifiesto en esta investigacién que el desarrollo de Lepiothrix
estaba relacionado con la cantidad de heno hervido, que oscilé entre
10 y 20 9/q, el estado de maceracién del mismo y Ia gran cantidad
de agua con que se efectuaba la extraccién () de sustancias orga-
nicas solubles, cuya presencia constituye un exceso de materia orgé-
nica que impide el desarrollo de Leptothrix.

También fué necesario determinar la temperatura, no debiendo ser
ésta mayor de 30° C, siendo preferible la temperatura del labora-
torio (alrededor de 25° C).

El hidréxido férrico que se utilizé se ha preparado en el momento
de usarlo, y se obtuvo de la siguiente manera: a una solucién de
cloruro o sulfato ferroso se le agregé un alcali (hidréxido sédico o
amoénico) para precipitar el hidroxido férrico. Este precipitado, que
se separd facilmente por decantacién, se lavé muchas veces hasta
desaparecer el exceso de alcali agregado.

El hidréxido férrico asi preparado conjuntamente con el heno
hervido se colocaron en una probeta de unos 50 cm. de alto (segin
aconseja WINOGRADSKY) v se la llend con el agua a analizar.

Por fermentaciéon de la celulosa, o bien por la acecién de bacterias
proteoliticas que descomponen las materias organicas del heno,
el hidréxido férrico en presencia del anhidrido carbénico es reducido
a carbonato ferroso. Este carbonato ferroso, por la accién de las
bacterias del hierro, es oxidado nuevamente a hidréxido férrico.
Durante esta reaccién, que es exotérmica, se libra una cantidad de
energia que segin WINOGRADSKY es precisamente la que utilizan
estas bacterias para efectuar la sintesis de la materia carbonada

de su proplasma.

(1) Es conveniente hervir el heno en la siguiente proporcién: agua un litro,
heno 0,5 g.
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La obtencién de energia fué calculada por Limsk® (7) teniendo en

cuenta la siguiente ecuacién:
2 CO*Fe + 3 H-O + O = 2 Fe(OH)? 4+ 2 CO?
O bien por los calculos de E. NaAumMANN (%), que son més modernos:

2 CO*Fe + 3 H?0 = 2 Fe(OH)? + 2 CO? + 189 cal.
2 X 186,5 +3 X 68,4 = 2 X 95,6 + 2 X 97 + 189 cal.
389 + 205,2 = 101,2 4 194 + 189 cal.

En estas condiciones, y después de seis dias, el desarrollo de
Leptothriz 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.
En la misma forma desarrolld Sphaeroiilus con sus filamentos blancos
v ademés numerosas infecciones. Se traté de sustituir el hidréxido
férrico por carbonato ferroso, pero como ésta es una sal que se oxida
rapidamente, fué necesario disponer de un mecanismo qgue 1o sumi-
nistrara en forma continua. Para esto se ide6 el dispositivo de la
figura 1, que forma constantemente carbonato ferroso en el frasco
que contiene agua més hierro reducido. Mediante el anhidrido car-
boénico que llega por el tubo ¢ (2).

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 llegar el carbonato ferroso, no se
obtuvo ningin resultado, a pesar de que con este medio Wino-
GRADSKY dice haber obtenido buenos desarrollos.

Mejores resultados se han obtenido cuando en lugar de sales de
hierro se us6 manganeso, aconsejada por MoriscH (?2). Se usd car-
bonato de manganeso, que siendo poco soluble se deposita en el
fondo de los frascos y entra lentamente en solucién al estado de
bicarbonato de manganeso por accién del anhidrido carbénico del
aire o bien por la descomposicién de la materia organica.

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

(*) El principio del método ha sido ideado por WINOGRADSKY.
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Se ha comprobado igualmente que el ndmero de infecciones esta
en proporcidn directa con la cantidad de materia organica; disminu-
yendo ésta disminuyen las infecciones, aunque en ningin caso fué
posible eliminarlas totalmente. Sin embargo se ha conseguido dis-
minuir la materia organica hasta 2 9/¢ de heno hervido mediante el
agregado de sulfato de amonio al 1 /4 como fuente de nitrégeno.

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

a) Cilindro de anhidrido carbénico.
b) Frasco con agua més hierro reducido, al cual llega el anhidrido carbénico mediante el tubo ¢

v agua corriente por medio del tubo 4.
e) 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 liguido a los frascos de cultivo g.

h) Tubo regulador del nivel del frasco b.
1) Estufa de velas, usada para elevar algo la temperatura de los frascos de cultivo.

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

En un preparado microscépico a partir de estos cultivos se obser-
varon filamentos de Leptothriz de color castaiio intenso, mezclado
con Sphaerotilus y muchas infecciones. Con lente de inmersién 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 impregnacién 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 nunca se han pre-
sentado en log numerosos cultivos que se hicieron. Una sola vez apa-

recié un filamento de Crenothriz que no fué posible cultivar.

Fia. 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 probd en los cultivos de enriquecimiento el método
de WINOGRADSKY colocando entre porta y cubreobjeto un copo de
filamentos y haciéndole pasar una corriente de agua con diversas
sustancias en solucidn.

Este método se llevd a cabo de dos maneras: una renovandole el
liquido periédicamente, lo que no di6 ningtn resultado, y otra con
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corriente continua de liquido utilizando para ello Ios aparatos de
las figuras 2 y 3 en las cuales desarrollaron los preparados hechos
con los siguientes medios de cultivos:

Ia

A3 A
Todio de

nanal
eral

Ligskz.

0‘/) Medio minera
b) Citrato de hierro y amonio.
¢) Medio mineral de LIESKE con carbonato de manganeso.

Fra. 3. — Modificacién del aparato de la figura 2 utilizado para el pasaje continuo de liguido entre

porta y cubreobjeto (dispositivo original). El pasaje del liquido del frasco al portaobjeto se efectta

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

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
reducido. B

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

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

ganeso.
1) Extracto de carne 0,12 9/y 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 cc para 100 cc 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 periédica y en cortos
espacios de tiempo, cosa que no permiten los otros métodos.

[F""T

a b
F1G. 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 utiliz6 BEIJERINCK
para cultivar las bacterias del agua (inclusive Crenothriz) y que con
algunas modificaciones es igualmente aplicable para Leptothriz. El
método consiste en echar en el fondo de un recipiente previamente
calentado agar de mosto de malta fundido. Al solidificarse éste queda
adherido al fondo del recipiente. Después se le agrega agua con
carbonato de manganeso y se siembra. A las veinticuatro horas el
desarrollo ya es visible y aumenta notablemente. El aspecto 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, cuya lista va a continuacion:

1) Materia organica abundante (heno hervido 20 °/¢) con car-

bonato de manganeso.

Vol. IX N° 1
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2) Medio mineral de LIESKE con materia orgénica.

3) Infusién de heno 0,5 9/p con hojas de heno y carbonato
de manganeso.

4) Hen

5) Extracto de levadura (0,03 a 0,1 9/4) con carbonato de man-

2aneso.

ril (0,3 a 1 9/q) con carbonato de manganeso.

N 07 An hinagrhahade
0 9, de bicarbonato

=
[y

6) Extracto delevadura (6,03 a §,1 %) cot
de manganeso.

7) Heno bervido (6 9/45) con 2,5 9/4 de infusién de heno v car-
bonato de manganeso. ’

8) Infusién de heno (1 9/y) con carbonato de manganeso.

9) Peptona (1 °/q) alcalinizada con carbonato de manganeso.

10) Extracto de levadura (0,1 %/4) con acetato de manganeso
(0,1 9/gg).

11) Extracto de levadura (0,1 °/4) con sulfato de manganeso
(0,1 %s).

12) Extracto de levadura (0,1 °/y) con sulfato de amonio
(0,5 9/00) v carbonato de manganeso.

En todos estos medios de cultivos, ademas del ya indicado desarro-
llo de Leptothriz y de Sphaerotilus, desarroll6 también en forma
abundante el conocido protozoario Antophisa vegetans, cuyo pedicelo
de color ocre suele formar velos tan espesos que llegan en algunos
casos a entorpecer el desarrollo de las especies mencionadas.

3) AISLAMIENTO

Al intentar el aislamiento a partir de los cultivos de enriqueci-
miento, se tropez6 con serios inconvenientes.

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

a) Atslamiento de Leptothriz. — Fué necesario determinar pri-
meramente en qué medio s6lido 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 s6lo se
consigui6 un débil desarrollo inicial detenido casi siempre en seguida
por el gran ndmero de infecciones presentes.

Mas tarde, modificando el método de BusgeN (utilizado por el
autor para el aislamiento de Sphaerotilus), al cual se agregd carbonato
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de manganeso (ver formula en el Apéndice, pag. 84). Sin embargo,
como se trabajé en un principio con exceso de carbonato de manga-
neso, las cajas resultaban opacas y las infecciones no eran claramente
visibles; este inconveniente fué reducido al minimo regulando el
tenor de manganeso hasta llegar a las cantidades citadas.

No fué posible suprimir totalmente esta sal porque ademéas de
favorecer algo el desarrollo de Leptothriz colorea las vainas de lag
bacterias facilitando asi su identificacién.

Las siembras se hicieron a partir de cultivos de enriquecimiento
donde Leptothriz (como se ha dicho) se encuentra mezclada con
un gran ntUmero de infecciones, siendo necesario recurrir al lavado
de los filamentos para aislarla.

El lavado sc hizo por varios pasajes en tubos de agua estéril, por
medio de una pipeta PASTEUR por cada pasaje o bien decantando
los filamentos por centrifugacion. Los filamentos ya lavados y Ii-
brados de la mayor cantidad de agua posible, se colocaron entre
dos portaobjetos, esterilizados a la llama para, tratar de deshacer
todo el material y liberar las bacterias de sus vainas.

Una ansa de este material se depositd sobre el agar nutritivo de
las cajas (que conviene dejar con el agua de condensacidon), es-
triando luego con una espatula de BEIErRINCK (1).

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

Después de dos o tres dias comenz6 a aparecer un tinte amari-
llento y en ocho a quince dias el color se intensificd, aumentando a
la vez el tamafio de las colonias que aparecieron al cabo de ese
tiempo, en forma de grandes copos oscuros en la superficie del agar.

Picando una de estas colonias con ayuda de un micromantdu-
lador (%) y llevandolas a tubos de agar acetato de manganeso segin
LieskEe (1), los cultivos que desarrollaron puros ofrecieron a las
veinticuatro horas un color oscuro, casi negro (este color depende
de la especie, como se vera méas adelante). Los cultivos infectados con
alguna otra forma microbiana que suelen desarrollar en mayor canti-
dad que Leplothriz se distinguen facilmente de los primeros porque
presentan un color castano rojizo. Un gran porcentaje de los culti-
vos aislados en esta forma aparecieron al cabo de un mes de desa-
rrollo, infectados con diversas bacterias extrafias, generalmente co-

(*) La espdtula de BEIWERINCK consiste en un hilo de platino doblado en 4ngulo
obtuso a 1 cm de la extremidad. En este caso sirvié igualmente bien la espdtula
de vidrio en dngulo de 120° hecha con una pipeta PASTEUR.

Vol. IX N° 1
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cos y bastoncitos, de los cuales es muy dificil librar los cultivos d
Leptothrix porque se adhieren a la capsula mucilaginosa de esta tltima.

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

También se consiguié la formacion de colonias empleando el medio
de Lrmsxn (18) (del acetato de manganeso), pero fué necesario modifi-
cario en parte, usando agua corriente en lugar de agua destilada
y disminuyendo hasta 0,75 9% la cantidad de agar en vez de 1 %, que
aconseja el autor. En 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
los numerosisimos intentos hechos al respecto, y sélo pudo conse-
guirse cuando las cepas ya estaban purificadas.

En este medio, modificado como se acaba de citar, las colonias
aparecen como pequefios copos negros que detienen rapidamente
su desarrollo. Se consiguié preparar posteriormente un medio cuyo
resultado supera a los anteriores, compuesto por una solucién de

i ierro y amonio (sal aconsejada por ADLER para cultivos

Las siembras se efectuaron como se indicé para el método del
carbonato de manganeso, pero méas conveniente resulté el método
de las diluciones sucesivas. De este modo se obtuvo la formacién
de colonias bien desarrolladas que al ser observadas con aumento
aparecen formadas por gruesos filamentos entrelazados. El desarro-
llo de las siembras hechas en superficie fué menos satisfactorio,
aunque siempre superior al obtenido por el medio de extracto de
carne y carbonato de manganeso.

El desarrollo de Leptothriz en el medio con citrato es relativa-
mente abundante y continuo por un tiempo méas o menos largo.
Las infecciones, en cambio, aunque desarrollan al mismo tiempo,
detienen rapidamente su crecimiento, permitiendo en esta forma el
aislamiento de la primera con mayor facilidad. Siendo éste un medio
perfectamente transparente las colonias pudieron ser ohservadas
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 trasplantaron con ayuda de un micromanipulador y
se llevaron a tubos con el mismo medio o bien a tubos con medio de
Lieske, obteniéndose cultivos que después de veinticuatro o cua-
renta y ocho horas aparecieron en su mayorfa puros. Estos cultivos
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fueron nuevamente sembrados en cajas y se volvieron a picar colo-
nias para tener seguridad absoluta de su pureza.

La facilidad de desarrollo y la seguridad absoluta de la pureza
de los cultivos obtenidos en este medio, hizo que se usara sisteméa-
ticamente degsechando los dos anteriormente mencionados.

b) Aislamiento de Sphaerotilus. — El aislamiento de Sphaero-
t2lus fué muel o mas simple que el de Leptothriz y para ello se empl
el método de BUsaeN (7).

Sphaerotilus desarrollé en este medio formando colonias que se
extendieron rapidamente por el agar acompaiiadas con infecciones,
pero el aislamiento pudo intentarse con éxito.

Trasplantando con un micromanipulador las colonias se llevaron a
tubos con medio liquido. En agar estriado no resulté conveniente
trasplantarlas, pues la especie de Sphacrotillus estudiada desarrolla
muy pegada al agar y es casi imposible despegarla con el ansa para
hacer los trasplantes.

Las especies de este género pudieron también aislarse con éxito
empleando los tres métodos citados para el aislamiento de las Lep-
tothriz, siendo 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 scgundo.

En estos aislamientos, lo mismo que en el caso anterior, se repi-
tieron los trasplantes de colonia a colonia para asegurar la pureza
del cultivo. Ademéas se efectuaron controles de pureza con caldo
comun.

En los aislamientos se usé también el método de las placas de
silico gel de WINOGRADSKY, ideado por el autor para el aislamiento
de los nitrificadores, a las que se agregd previamente un medio
absolutamente mineral. No fué posible obtener desarrollo en este
medio (posiblemente debido a la ausencia de materia organica).

D
(e
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CAPITULO IIT

ESTUDIO DE LAS CHLAMYDOBACTERIALES AISLADAS

El estudio de las Chlamydobacteriales que se expone en la presente
investigacién se ha realizado en el curso de tres afos consecutivos
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 el apéndice pag. 77 a 83.

A continuacién se desarrolla la forma cémo se ha encarado el
estudio morfolbgico y fisiologico.

Las técnicas usadas fueron en su mayoria las que aconseja la pla-
nilla bacteriolégica y e! « Manual of Methods for pure Culture Study
of Bacteria» de la Society of American Bacteriologists; pero tratan-
dose de un grupo tan especializado de bacterias fué necesario apar-
tarse de las mencionadas técnicas, ensayando otras que se detallaran
a continuacién.

1) MorroLoGia

Las primeras observaciones morfolégicas se realizaron en los cul-
tivos de enriquecimiento, por el método ya indicado de las corrientes
salinas sobre los cultivos colocados entre porta v cubreobjetos (pag.
16) y por preparados directos.

En algunos casos fué preciso recurrir a la disolucién del hidréxido
de hierro o manganeso de las vainas, con 4cido clorhidrico diluido.

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

Preparados directos.
Preparados negativos.
Preparados coloreados.
(1) Método de ForTNER. Modi-
Preparados en camara himeda ficado por SorraNo.
2) Cultivos de adhesion.

Caracteres de cultivo.

Preparados directos. — Se utilizaron cultivos jovenes de 24 a 48
horas, provenientes de medios liquidos. En los medios solidificados
con agar resulta muy dificil desprender los filamentos, debido a que
el desarrollo se efectia muy adherido a aguél.
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El material de estudio se coloca entre porta y cubreobjeto. Du-
rante las observaciones prolongadas, conviene, para evitar la dese-
cacion, bordear el cubre objeto con vaselina fundida.

Con este tipo de preparado, pudo conocerse el tamafio, la forma y
la movilidad de las bacterias, sin ningin artificio que alterara sus
condiciones naturales de vida.
arados negalives, — Se obtienen directamente tratan
una gota de nigrosina y una gota de material, haciendo luego un
frotis sobre un portaobjeto bien desengrasado.

Tanto para estos preparados como para los coloreados, se utilizé
material proveniente de cultivos en medios liquidos, s sales de
hierro ni manganeso.

En estos preparados, resaltan las bacterias incoloras, sobre las

vainas que se tifien ligeramente de violeta.

Preparados coloreados. — Se usaron los siguientes métodes, cuyo
detalle se cita en el apéndice pag. 88 a 90.

a) Método de Gram; modificacion de HuckeR y de KoPELOFF

y BEERMAN.
b) Método de coloraciéon simple (fucsina o azul de metileno).

¢) Método de Zienr NieLsen (4cido resistencia).

Cuando alguna vez se utilizd material con vainas coloreadas, se
lo sometidé previamente al tratamiento con acido clorhidrico diluido.

Estos métodos permitieron observar detalles que no se revelan
en los preparados directos.

Preparados en cdmara hiumeda. — Se utilizaron los siguientes mé-
todos, cuyo detalle se cita en el apéndice pag. 88 a 89.

a) Método de ForTNER (modificado por Soriano (30).
b) Método de LinDNER (cultivos de adhesibon) (19).

Estos métodos permitieron el control microscépico del desarrollo
en el transcurso del tiempo, y la obtencién de fotografias con las
caracteristicas morfolégicas de sus diversas fases (ver laminas al

final).

Caracteres de cultivo. — Los representantes del género Sphaerotilus
fueron estudiados en los siguientes medios:

Agar de BusGeEN (extracto de carne).

Agar al citrato de hierro y amonio.
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Medio liquido de Busaen (extracto de carne).

Y los del género Lepiothriz en:

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

Agar al acetato de manganeso (medio de Limske meodificado),
en caja vy en estria. '

Peptona y acetato de manganeso.

La composicién y detalles de preparacién de estos medios de cul-
o figuran en el apéndice pag. 84 a 86.

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

ciones.
2) Fisronogfa

Tl estudio de la fisiologia de estas bacterias planted, como proble-
ma previo, el hallazgo de un medio que permitiera cultivar las cepas
puras en suficiente cantidad como para llevar a cabe las experiencias
sisteméticas v en serie, indispensables para poder comparar la in-

. T
a la presencia de sales de hierro y manganeso, aparecieron al notar
ia inexistencia en la bibliografia de datos precisos sobre la cantidad
v calidad de las sales empleadas al cultivarlas y también sobre la
posible influencia de sustancias organicas.

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

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

Para las sales de hierro y manganeso:

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

gramos %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 cada cepa (pues cada una
de las diluciones de la sal debe ensayarse con cada una de las dilu-
ciones de materia orghnica y viceversa).

Aunque los resultados de estas experiencias no fueron realmente
satisfactorios, permitieron sacar algunas conclusiones tutiles y tu-
vieron algin valor como orientacién en el curso posterior del trabajo.

Como sustancias orgénicas se ensayaron:

Infusién de heno, que no dib resultado.

Extracto de carne, con buen resultado.

Peptona, con buen resultado.

Y con referencia a las sales de hierro y manganeso, sélo el acetato
de manganeso dié resultados satisfactorios.

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

Las experiencias se realizaron con Leptothriz ochracea, que es
entre las fijadoras del hierro y manganeso, las menos exigentes para
desarrollar, luego con Sphaerotilus y demés cepas que parecian
diferentes, apreciando los resultados obtenidos en forma compara-

tiva.
Las primeras conclusiones a este respecto fueron:

1°) Entre las substancias ensayadas, la peptona es la que méas
favorece el desarrollo de Leptothriz.

2°0) Sphaerotilus desarrolla bien en casi todos los medios, par-
ticularmente en el de BUsGEN, con extracto de carne (sin sales de
hierro ni manganeso).

3°) El acetato de manganeso es la sal que mejor parece coad-
yuvar al desarrollo de Leptothriz (intensa y abundante coloracién
de vainas). También da buenos resultados, aunque inferiores al
acetato, el carbonato de manganeso.

4°) Todas las sales de manganeso solubles en concentracién
superior a 0,3 %/4 inhiben el desarrollo de Leptothriz, cualquiera sea
la concentracién de peptona.

5°) Cuando el medio tiene méas de 1 9/4 de materia organica, las
vainas de Leptothrix no se colorean adn en presencia de sales de
hierro o manganeso.

6°) La materia organica influye en la disposicién del desarrollo;
asi, con concentraciones del orden del 1 /4 se obtiene desarrollo en
superficie y a medida que ésta disminuye el crecimiento se efectta
sobre la pared del tubo, y finalmente tiene lugar sobre el fondo del
mismo, cuando las cantidades de materia organica llegan a concen-
traciones minimas.
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7°) Las sales de hierro diffcilmente colorean las vainas (esta
observacion s6lo es valida para los cultivos puros).

8°) En los tubos que contienen peptona y hierro reducido, el
desarrollo aparecié al principio incoloro, tomando el tinte caracte-

rigtico recién despuds de 20 dias.

9°) Las sustancias y concentraciones més favorables para el
desarrollo de estas bacterias resultaron ser:

Para el género Sphaerotilus:

Extracto de carne . . . . . . . . .. 05a1l%

Para el género Leptothrix:

Peptona. . . . . . . . ... . ... 05%y

Acetato de manganeso . . . . . . . : 01 »

Y si se usa carbonato de manganeso:

Peptona,.,@a.«.‘,.,,c;;; 0,5 0/00

Carbonato de manganeso . . . . . . . 0,06 »

Kl desarrollo tiene lugar hasta con concentraciones de 0,01 /g
de peptona para algunas especies de Leptothrix.

En posesiéon de cultivos puros abundantes, se ha propuesto en-
carar concretamente el estudio de los siguientes puntos capitales
de su fisiologia:

1°) ;Son capaces las bacterias del hierro de desarrollar en me-
dios absolutamente minerales, tal como afirman WINOGRADSKY y
Ligskr?

2°) En caso contrario, jjuegan el hierro y el manganeso algin
rol en el metabolismo de estos microorganismos?

@) Desarrollo en medios minerales. — Se usaron numerosos me-
dios minerales para tratar de conseguir el desarrollo de estas bacte-
rias, sembrando en todos los casos con una suspensiéon homogénea
de gérmenes de 24 a 48 horas de desarrollo. Las experiencias se rea~
lizaron con cepas recientemente aisladas para evitar un acostumbra-
miento a los medios organicos del laboratorio, o bien la pérdida del
poder autotréfico.
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Se ha investigado también la influencia de la concentracién del
anhidrido carbénico (1).

En ninguno de los medios minerales usados, inclusive el aconse-
jado por Lieske y el usado por WINOGRADSKY, se pudo obtener ni
aun comienzo de desarrollo a pesar de las precauciones tomadas.

Previendo que estos resultados negativos pudieran deberse a la
posibilidad del ya mencionado acostumbramiento a la materia orgé-
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vos a medios cada vez mas pobres en sustancias orginicas. Sin em-
bargo, al llegar a ciertas concentraciones minimas, ya no hay de-
sarrollo.

Las distintas fuentes de carbono y nitrégeno usadas, se ensayaron
en varias concentraciones (generalmente 3, 1, 0,3 y 0,1 9%/4) y con
distintos cationes, por si éstos pudieran tener alguna influencia
sobre la cantidad del desarrollo.

A pesar de todas las precauciones tomadas, los resultados fueron

siempre negativos.
Las experiencias realizadas se agregan a continuacién, sintetizadas

(1) El dispositivo utilizado consiste en un desecador en el cual se practica el vacio
v luego se le inyecta una cantidad medida de CO,, agregandole después el aire nece-
sario para equilibrar la presién atmosférica.



Cuapro No
Fuente de
Sustancias minerales (%) Activadores () Fuente de energia Desarrollo
Carbono Nitrégeno
SOUNHD, (COsH)2Mn Mn " Mn- Negativo
C0o:, 2 % Fe reducido Fe - Fe- Negativo
CINH, (CO;H):Mn Mn *~ Mn- Negativo
Fe reducido Fe - Fe- Negativo
(CO3H)Mn Mn" " Mn- Negativo
PO.HK, C0s 6 9 SO(NHY), Fe reducido Fe - Fe’ Negativo
y 2 0 . R -
SO,Mg CINE, (CO3H)Mn Mn " Mn Negativo
Fe reducido Fe " Fe- Negativo
SOL(NH,)s (CO;H),Mn Mn ~ Mn- Negativo
Co, 10 9 Fe reducido Fe " Fe- Negativo
CINH, (CO3H)sMn Mn" " Mn- Negativo
Fe reducido Fe' - Fe- Negativo
POHK,, CO, del sire SO4(NHL), CO:Mn Mo " Mo Negativo ()
S0Mg, CINa,SO.Fe S0,4Fe Fe Fe- Negativo (%)
SOA(NHL), (CO;H):Mn Mn " Mn- Negativo
PO,HK, Bicarbonato Fe reducido Fe  Fe’ Negativo
y S0:Mg CINH, (CO;H):Mn Mn - Mn- Negativo
Fe reducido Fe  Fe- Negativo

(1) Las substancias minerales se usaron al 0.1 9.
() Segin la teoria de WINOGRADSKY.
(®) En el medio mineral de WINOGRADSKY.
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Cuapro N° 1 (Continuacién)

Fuente de
Sustancias minerales Activadores (1) Fuente de energia Desarrollo
Carbono Nitrégeno

POHK SOL(NTL). (COs;H)Mn Mn " Mn" Negativo
4y ) Oxalato ! . Fe reducido Fe' ' TFe Negativo
S0.Mg CINH, (COsH),Mn Mn"" Mn " Negativo
Fe reducido Fe' ' Fe- Negativo

POHK,, SO.Mg CO3;Mn Mn'* Mn- B

g Oxalat SO«(NH,), Negat
CINa, SO.Fe e (NEL) SO:Fe Fo - Fo eeative
(CO;H),Mn Mn'* Mn- Negativo

SO(NH,),
POHK; ) «(NFLD: Fe reducido Fe' - TFe- Negativo
g 8; Mg Citrato CINH (COyH)Mn Mn © Mn " Negativo
! Fe reducido Fe' " TFe- Negativo
PO.HK,, SO:Mg Citrato SOL(NH, COMn Mn? M Negativo
CINa, SO.Fe 504Fe Fe - Fe- Negativo
(CO3H),Mn Mn" " Mn- Negativo
S0.(NH
PO,HK, «(NHL), Fe reducido Te' ' Te' Negativo
g O}:Mg Glueosa CINH (COzH)yMn Mn " Mn- Negativo
"

Fe reducido Fe ' Fe- Negativo

PO,HK,, SOMg al SOLNE COsMn Mn'* Muo’ -

’ : ; Negat
CINa, SO.Fe teosa «NEL)s SOaFe Fo - Fe caative

(1) Segtin la teoria de WINOGRADSKY.
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b) Influencia de las sales de hzerro y manganeso. — Al estable-
cer que lag bacterias del hierro no son autétrofas absolutas, surge la
necesidad de aclarar el rol desempefiado por las sales de hierro y
manganeso en su metabolismo.

En vista de la imposibilidad de obtener desarrollo en medios
absolutamente minerales, se abordd el estudio sisteméatico dp la
posible influencia de lag sales ferrosas y manganosas cn
substancias orgénicas de complejidad decreciente.

El curso de las experiencias esti sintetizado para Leptothriz en
el cuadro N° 2, y para Sphaerotilus en el N°o 3.

Como substancia mineral se usé en todos los casos fosfato bipoté-
sico y sulfato de magnesio en concentracién aproximada de 0,001
gramos por litro.

Las fuentes de carbono y nitrégeno se ensayaron en las concen-
traciones de 1, 0,3 y 0,1 %/ cada una, haciendo en todos los casos
las nueve combinaciones posibles. Ademés, con cada una de estas
combinaciones se ensayaron tres series para estudiar la influencia
del «activador »: una con hierro reducido, otra con carbonato de
manganeso v otra sin sales de hierro ni manganeso.

La eleccién del hierro reducido como fuente de «sal ferrosa »,
se debe al hecho de que estas sales cuando estan disueltas se oxidan
facil y espontaneamente.

En cuanto al carbonato de manganeso, fué preferide sobre el ace-
tato (aconsejado por el resultado de las experiencias previas) para
evitar la posible influencia del anién orginico.



Cuapro N° 2. — Género Leptolhriz
f:fci;, Sustancias Fuente de Activador Desarrollo
No minerales () del medio ()
Carbono Nitrogeno Cantidad Color Caracteristicas
Fe reducido (-+) Incoloro Poco desarroll., pegado a la pared
1 PO.HK, 1 H Des. en forma de manchas circu-
y Glucosa SO4(NH.). CO;Mn + 4+ Castafio i
SOM lar a lo largo de la pared del tubo
e — + + + Incoloro Como el anterior.
Fil. tapizando la pared totalm.
POHK, Fe reducido + + (+) Incoloro Bajo la sup. forma un anillo
2 y Glucosa Asparagina de intensif. de desarrollo.
SO0.Mg CO;Mn + 4+ (+) Incoloro Como el anterior.
— + 4+ (+) Incoloro Como el anterior.
PO HK, Fe reducido | 4+ 4 + (4) | Débil col. castafia | En forma de copos sueltos.
3 y Glucosa Extracto de agar CO;Mn + 4+ + (+) | Castaiio Como el anterior.
S0.Mg — Incoloro Como el anterior.
POHK, Fe reducido + + Incoloro En‘fgrma dle copf)sAl welado, pe-
4 Citrato S0.(NH,), gacdos & 'a pared.
SOyM CO;Mn + + Castaiio Como el anterior.
e — + + (+) Incoloro Como el anterior.

(*) Segin la teoria de WINOGRADSKY.
(2) Las sustancias minerales se usaron al 0.1 /oo
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Cuabro Ne° 2 — Género Leptothriz (continuacion)

Expe-

xpe Su‘stancias Fuente de Activa d(.)r Desarrollo
minerales del medio
Ne Carbono Nitrogeno Cantidad Color Caracteristicas
- Fe reducido + 4+ Incoloro Como el anterior.
opos que tapizan la pared; ani-
5 PO43I;I - Citrato Asparagina CO:Mn T Castafio © 1]190 s1?p. delzntensif.pdeede’samx
SOMg Copos aislados sobre un solo lado
— + + Incoloro clle la pared.
POHK, Fe reducido | + + + (+) Incoloro En forma de copos sueltos.
6 y Citrato Extracto de agar CO;Mn + + 4+ (+H) Castafio Como el anterior.
SO.Mg — + + 4+ (+) Incoloro Como el anterior.
Tapizade totalmente la pared. ni-
POHK, Fe reducido + + Incoloro 1o superficial de concentracién
7 vy Asparagina SO«(NH,), de desarrollo.
SOMg CO;Mn + + Incoloro Como el anterior.
- + + Incoloro Como el anterior.
POHK, Fe reducido + + Incoloro Como el anterior.
8 y Asparagina | Asparagina CO;Mn + + Incoloro Como el anterior.
S0:Mg —_ + + Incoloro Como el anterior.
POHK, Fe reducido (G Incoloro Filamentos pegados a la pared.
9 y Cistina SO(INH,), CO;Mn + 4+ Castafio "Como el anterior.
SOMg — () Incoloro Como el anterior.
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Cuabpro N° 2. — Género Leptothriz (conclusion)

EXpr_ Sustancias Fuente de Activador Desarrello
riencia .
No minerales . del medio . -
Carbono Nitrogeno Cantidad Color Caracteristicas
POHK, Fe reducido -+ Incoloro Copos pegados a la pared.

10 y Cistina Cistina CO;Mn (+) Castaiio Como el anterior.
S0.Mg — (+) Coloreado Como el anterior.
POHK, Fe reducido + + + Incoloro Copos sueltos.

11 y Exctracto de agar SO4(NH,). CO;Mn + + + Castafio Como el anterior.
SO.Mg — + + + Incoloro Como el anterior.
POHK, Fe reducido + + + Castano m. débil | Como el anterier.

12 N Extracto de agar Extracto de agar CO3Mn + + + Castafio Como el anterior.
SOMg — + + (+) — Como el anterior.
POHK, Fe reducido — — Como el anterior.

Suero normal de ca- | Suero normal de ca- -
13 y CO;Mn — - Como el anterior.
ballo ballo
S0:Mg — - — Como el anterior.
Fe reducido + + + + Incoloro Copos sueltos.
14 — Peptona Peptona CO;3;Mn + 4+ 4+ + Castafio Como el anterior.
— + + 4+ + Incoloro Como el anterior.
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Cuapro Ne 3. — Género Sphaerotilus

(1) Segun la teoria de WINOGRADSKY.
(2) Las sustancias minerales se usaron al 0,1 ©°/co

Bxpe- | o stancias Fuente de Activador Desarrollo
riencia minerales (2) del medio (%)
Ne Carbono Nitrégeno Cantidad Color Caracteristicas
POHK, Fe reducido + + + —1—_ Incoloro Filamentos sueltos.
1 y Glucosa SO04(NH,). CO3Mn + -+ + Incoloro Como el anterior.
S0.Mg — + 4+ 4+ + Incoloro Como el anterior.
POHK, Fe reducido + 4+ 4+ + Incoloro Como el anterior.
2 vy Glucosa Asparagina CO3;Mn + 4+ 4+ + Incoloro Como el anterior.
SOMg — + 4+ + Incoloro Como el anterior.
Fe reducido + + + Incoloro Como el anterior.
3 PO;I,{K«; Glucosa Extracto de agar COs;Mn + + + Incoloro gomo ei anterior. — m
. omo el anterior e esarrollo
SOMs o Tt Incoloro aparece a las 24 hofas).
PO, HK, Fe reducido | -+ + + + Incoloro Como el anterior.
4 N Citrato SO (HNy)» COsMn + 4+ + Incoloro Como el anterior.
S0Mg — + 4+ + + Incoloro Como el anterior.
PO,HK, Fereducido | -+ 4+ + + Incoloro Como el anterior.
5 y Citrato Asparagina CO;Mn + + + + Incoloro Como el anterior.
SO;Mg — + 4+ + 4+ Incoloro Como el anterior.
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Cuapro N° 3 — Género Sphaeortilus (conclusion)

f;)ce;; Su§tancias Fuente de Activa d(')r Desarrollo
No | Timerales Carbono Nitrégeno del medio Cantidad Color Caracteristicas
POHK, Fe reducido - Incoloro Como el anterior.

6 y Citrato Extracto de agar CO;Mn + Incoloro Como el anterior.
S0:Mg — + Incoloro Como el anterior.
POHK, Fereducido | + + + + Incoloro Copos sueltos.

7 y Asparagina SO4(NH,), CO;Mn + -+ + + Incoloro Copos sueltos.
S0.Mg -— + -+ + Incoloro Como el anterior.
PO,HK, Fe reducido + -+ + + Incoloro Como el anterior.

8 y Asparagina Asparagina, CO;Mn + -+ + + Incoloro Como el anterior.
SOMg — + + + + Incoloro Como el anterior.
PO.HK, Fe reducido + + + Incoloro Como el anterior.

9 y Extracto de agar SO.(NH,). CO;Mn + + + Incoloro Como el anterior.
SOMg — + 4+ 4+ Incoloro Como el anterior.

Fe reducido + + + Incoloro Como el anterior.

10 Extracto de agar | Extracto de agar CO3;Mn + + + Incoloro Como el anterior.
— + + + Incoloro Como el anterior.

Fe reducido + + 4+ 4+ Incoloro Como el anterior.

11 Extracto de carne | Extracto de carne CO3;Mn + -+ + + Incoloro Como el anterior.
- + -+ + Incoloro Como el anterior.
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En un ligero repaso a los cuadros 2 y 3 se nota rapidamente las
grandes diferencias fisioldgicas entre el género Sphaerotilus y el gé-
nero Leptothriz.

En efecto, mientras las especies del primero de los géneros citados
son incapaces de oxidar las sales ferrosas y manganosas, las del se-
gundo lo hacen en forma casi constante (por lo menos con las del
manganeso); ademéas, con respecto a las distintas substancias usadas
v & la forma del desarrollo, se ve de inmediato que Sphaerotilus
puede desarrollar satisfactoriamente con cualquiera de los medios de
cultivo ensayados; en cambio, para Leptothrix, l1a cantidad y calidad
de su desarrollo estd intimamente ligada a la composicién del medio
de cultivo.

La féormula del medio de cultivo que di6 mejores resultados para
el género Leptothriz, figura con detalles en la pag. 35 y 36.

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

Si bien es cierto que el hierro o el manganeso favorecen en algunos
casos el desarrollo de estas bacterias (experiencia N° 9), en la ma-
yoria de ellos la accién es nula, y en otros (experiencias N°o 1 y 4)
parece que la accién fuera perjudicial.

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

Con respecto a la oxidacién, puede observarse que en casi ninguna
de estas experiencias el hierro ha sido oxidado (vainas incoloras),
mientras 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 oxidacién (tubos
provenientes del medio con asparagina), se tomaron los que tenian
abundante desarrollo incoloro pegado a la pared, se volcaron los
contenidos, se lavaron con agua destilada estéril para eliminar los
restos del medio anterior y se les agregé una solucion de acetato de
manganeso en agua destilada. Al cabo de 20 minutos 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 descartarse Ja posibilidad de que
tal efecto fuera debido a un ulterior desarrollo.

Repitiendo esta experiencia con todos los tubos de desarrollo
incoloro, se obtuvo en todos los casos idéntico resultado. Se probd
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también con otras sales de manganeso y en concentraciones méas ele-
vadas, y los resultados siguieron siendo los mismos. En cambio,
al ensayar con sales de hierro (ferrosas) no se consiguié ninguna
coloracioén.

La accién de los 4cidos fuertes y débiles y la ruptura de las células
destruyen el factor que produce la oxidacién.

Sin embargo, es interesante el hecho de que la oxidacién se pro-
duce en muy buenas condiciones con bacteriag muertas; esto se ha
comprobado matandolas por medio del vacio o bien colocando fila-
mentos sobre un portaobjeto y dejandolo secar al aire (los con-
troles realizados permiten asegurar la destruccion de la vida bacte-
riana) y agregandoles luego la solucién de acetato de manganeso
se observa que los filamentos se colorean.

Pareceria, entonces, que la oxidacién del manganeso, o no parti-
cipa en el metabolismo de estas bacterias, o lo hace mediante una
exoenzima acumulable en lag vainas, y que por lo tanto puede actuar
sobre las sales manganosas.

Haciendo la escala de pH 4-4,5-5-5,5-6-6,2-7-7,2-8-8,5-9, se nota
que la coloracién sdlo aparece en medios cuyo pH es superior a 6,8.

Este hecho parece ilustrar en parte la razén por la cual las sales
ferrosas no colorean las vainas, por cuanto los medios de cultivo
tienen un pH superior a 6,8, al cual las sales ferrosas son tan ines-
tables que practicamente estan convertidas en férricas ya en el medio
de cultivo; y para que la coloracién aparezca es logicamente nece-
sario que el proceso de oxidacién tenga lugar dentro de las vainas.

HEsto estaria corroborado por los estudios de WINOGRADSKY, quien
obtenia cultivos coloreados con hidroxido férrico, en cultzvos tmpuros,
es decir en presencia posiblemente de gérmenes que reduciendo el
hidréxido férrico, provocaban un equilibrio que permitia la llegada
a las vainas de sales ferrosas.

Cual es la naturaleza del mecanismo de la oxidacién producida
en las vainas, y cuél es el rol que la 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 nunca se ha conseguido cultivar estas bacterias en me-
dios absolutamente minerales;

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

3) que la oxidacién de las sales de manganeso tiene lugar aun
con bacterias muertas;

Vol. IX N° 1
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4) que utilizan perfectamente 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 organicas,

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

Por otra parte, esta opinién coincide con las dudas que sobre la
autotrofia de estag bacterias tienen L. G. Baas Brcxing y G. 8.
Parxks, como consecuencia de los datos energéticos cuantitativos
que obtuvieron al estudiar el metabolismo de las bacterias llamadas
autotrofas (Physiological Reviews. 7: 1927, 85-1086).

¢) Otras caracteristicas fistolégicas. — Paralelamente a la investiga-
cién de las relaciones entre el metabolismo de las bacterias del hierro
v las sales ferrosas y manganosas, se estudi6 la influencia sobre las
mismas de la luz, la temperatura, pH del medio, oxigeno, anhidrido
carbonico, como asi también sus caracteres quimico-fisiolégicos (po-
der de esporulacién, reduccién de nitratos, formacion de hidrégeno
sulfurado, indol y acetil-metil-carbinol).

A continuacién se expresan los métodos usados, y al describir las
distintas especies, se detallaran los resultados obtenidos en cada
caso.

Influencia del anhidrido carbénico. — Las experiencias se hicieron
en forma aniloga a la ya descripta en el caso de los medios minera-
les, usando concentraciones de 2, 8, v 10 9, en volumen de anhidrido

carbdnico. Se ensayaron todas las especies, dejando en cada caso
tubos de control en contacto con la atmoésfera ambiente.

Influencia de la temperatura. — 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 ace-
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.

Influencie del oxigeno.— Se prepararon tres series de tubos de agar-
puncién al 0,5 9. La primera adicionada de extracto de carne, para
Sphaerotilus y la segunda y tercera para Leptothriz, 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 entibié a 45° C, y luego se sembrd en forma
homogénea en todo el tubo. Después se dejé solidificar y se incub6
a la temperatura 6ptima para cada especie. Los resultados se toma-
ron a partir de las 24 horas.

El método di6 buen resultado con Sphaerotilus, pero en cuanto a
Leptothriz, hubo casos en los cuales no se ilegd a ninguna conclusién
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por cuanto el desarrollo era uniforme y uniformemente coloreado
desde la superficie hasta el fondo del tubo; y como la coloracién
es consecuencia de la oxidacién, este hecho resulta incompatible
con la hipdtesis de que se habia extraido por ebullicién el oxigeno
del interior del tubo.
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Para subsanar esta imprecisién del método, se usaron luego tubos
de Harn para anaerobiosis (1).

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

Influencia del pH del medio. — Los medios de cultivo usados para
estas experiencias fueron caldo de extracto de carne para Sphaeroitlus
y peptona con acetato de manganeso para Leptothriz.

Mediante la adiciéon de cantidades previamente calculadas de
HCIl e Na(OH) N/10 y N/100, se prepararon series de tubos con
los siguientes pH: 3-3,5-4-4,5-5-5,4-6,2-6,6-4-6,8-7-7,4-7,6-8-8,5-9-9 8,

El pH de cada tubo fué controlado colorimétricamente, como asi-
mismo su esterilidad (mediante incubacion de 24 horas a 30°-32°). Lue-
go se sembré cada tubo con una suspensién de gérmenes en agua

destilada estéril.

Reduccion de nitratos. — Bl medio usado fué agua de peptona ni-
tratada. La presencia de nitritos se investigb al cabo de 1, 2, 3, 5
y 10 dias, con los reactivos de PETER Grimss y TROMSDORF.

En los casos en que la presencia de nitratos fué negativa, se ratificéd
la presencia de los mismos mediante una reduccién previa con polvo
de zinc e inmediata investigacién de nitritos con los reactivos ya

menecionados.

Investigacion del poder de formacion de SHy. — Se utilizaron los
métodos de Kriger y de WiLson, con la salvedad de que en lugar
de extracto de carne, se usd agar-agua, porque en este medio los gér-
menes desarrollan mejor.

Poder de formacion de acetil-metil-carbinol. — Se investigd con la
reaccién de Voaes ProskAUER. También en este caso se empled

agar-agua en lugar del medio original.

Poder de formacion de indol. — Se investigd por la reacciéon de
Enrrica-Kovacs, y por la modificacién del método segin GORE.

(1) El medio usado en los tubos de Harr 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 envejecer los
cultivos de 6 a 9 meses, se hicieron suspensiones en agua estéril y
se hirvieron durante un minutc. Luego se sembraron en medios ade-
cuados para constatar el desarrollo.

Influencia de la luz. — Con cada una de Ias cepas en estudio se
sembraron tres tubos de peptona con acetate de manganeso. El pri-
mero se incubé a la luz normal del laboratorio, el segundo frente
a una ventana muy iluminada, y el tercero envu.élto en papel negroy
grueso que formaba una verdadera cimara oscura.

Vol.IX N° 1
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CAPITULO IV

AGRUPACION DE LOS CULTIVOS ESTUDIADOS

s 285 cepas de Chlamydobacteriales aisladas en estado puro,
pucheron agruparse, de acuerdo a ciertas caracteristicas morfols-
gicas y fisiologicas comunes, en tres grupos que a continuacién

se deseriben:

Gruro 1

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

Morfologia en cdmara hiimeda. — En los preparados hechos con
medioc de BusaeN, se ven filamentos pegados al vidrio por medio de
un ensanchamiento que tiene la célula terminal. Suelen encontrarse
bastoncitos sueltos a los costados de los filamentos, formando ver-
daderos enjambres. Las vainas s6lo se hacen visibles en los lugares
donde las cadenas estan interrumpidas.

Desarrollo en caldo de extracto de carne (medio de BusceN). — Es
abundante v tiene forma de filamentos sedosos en la superficie;
al agitar el tubo caen 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) Coloniag muy filamentosas, de crecimiento rapido en super-
ficie, sus extremos terminan constantemente en espiral. Vistas al mi-
croscopio, sus células son grandes y casi isodiamétricas, con granu-
laciones pequefas y muy abundantes.

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

A este grupo, cuya caracteristica comin es la capacidad de colo-
rear sus vainas en presencia de sales ferrosas y manganosas, perte-
necen 149 cepas, que de acuerdo a sus formas de desarrollo en céa-
mara himeda, agar citrato de hierro y amonio, y caldo de peptona
con acetato de manganeso, se han clasificado en tres subgrupos:
a), b) y o).

a) Los cultivos en camara himeda, se presentan como bacterias
unidas en largos filamentos rodeados de una vaina continua rugosa
v coloreada. Los bastonecitos tienen casi un micrén de ancho y en su
interior presentan granulaciones redondeadas. En su terminacién
las vainas tienen forma de cilindros rectos por cuyo eje pasan los
filamentos bacterianocs.

e
o de manganeso, desarrolla
ma de copos sueltos, sedosos abundantes, que en la parte su-

perior suelen formar un anillo.

<

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

Lag colonias en agar citrato de hierro y amonio son de filamentos
escasos y coloreados, con manchas aceitosas dentro de la colonia.

En caldo de peptona y acetato de manganeso, desarrollan en forma
de copos pequefios, menos abundantes que a), y formando un anillo
superficial pegado a la pared.

¢) En camara himeda desarrollan en forma de filamento fijado
al vidrio por medio de un disco de adhesién que siempre es de color
herrumbre. Los filamentos son incoloros y rara vez recubiertos con
vaina; cuando ésta existe es muy rugosa y fuertemente coloreada.
En caldo de peptona y acetato de manganeso, los bastoncitos se
agrupan formando una lamina de aspecto metalico.
En agar citrato de hierro y amonio las colonias son poco filamen-
tosas, los filamentos incoloros, y manchas de color castafio oscuro a
su alrededor.
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Gruro III

Las cepas de este grupo presentan como caracter comun su seme-
janza morfolégica y fisiologica con Sphaerotzlus, pero son capaces
de colorear sus vainas por oxidacién de sales manganosas, y algunas
veces de sales ferrosas.

En camara 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 entrecruzan formando copos de aspecto
algodonoso.

En todos los medios solidos presentan filamentos largos, que se
extienden 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 el Apén-
dice al final del trabajo, pags. 77 a 83, separados en los grupos
anteriores correspondientes.
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CAPITULO V

1) Dragnosis

Las Chlamydobacteriales pertenecen a un grupo de bacterias que
presentan la particularidad de ser filamentosas y estar cubiertas
por una delicada vaina mucilaginosa impregnada en algunas espe-
cies con 6xidos de hierro.

Son conocidas desde la época de EHREMBERG y por su caracteris-
tica de ser filamentosas fueron consideradas primeramente como
algas, més tarde muchas especies de espiroquetas y actinomyces
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 él.

A continuacién se ha tratado de sintetizar las distintas denomina-
ciones que se agignaron, segiin BucHANAN (%), a los diferentes gé-
neros de este orden de las Squizomicetes, transcribiendo algunas
definiciones originales que se creyeron de importancia.

La diagnosis de cada género se hard por separado.

a) Género Leptothriz

Leptothriz: género propuesto por KuTzING en 1843 para un grupo
de algas con la siguiente diagnosis: « Trichomata simplicia tenuissima
monogonomica, turgida, continua, vel obsolete articulala, tn stratum
vel caespitosum vel compactum, continuwm, plerumgue late expansum,
complicata ». Incluye cuatro especies: Leptothriz ochracea (Lyngbya
ochracea LmtBL), L. aeuruginea, L. lutescens (Hygrocrocis ochracea Ag.
Calothriz lutescens MENEGHINI) v L. fontana (Hygrocrocis oliwacea
Kg. Bangia tenuis Kg.. La primera especie descripta puede ser
considerada como tipo, cuya descripcién original se transcribe a
continuacion: L. fluctuans, natans, ochraceae; trichomatibus curvatis,
sntricatis, subtilisstmus (didm. 1/1500-1/200"""), articulis globosis
vel oblongis. In Eisenquellen, besonders auf sumpfigen Wiesen und in
seichten Grdben.
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Las siguientes referencias que se tienen del génerc Leptothriz
son para designar germenes completamente distintos del descripto
por KUTzING.

RoBiv (1847), WinTeEr (1884), Dr Ton: y Trrvisan (1889)
y ScHROETER (1886) describen un organismo que se encuentra en
los dientes de caballo denominandolo Lepiothriz buccalis. (<« Algu-
filiforme de la bouche »).

RosiN (1853) describe Leptothriz bucalis y encuentra Leptothriz
snsectorum en el recto de varios animales, especialmente los de vi-
da acuatica.

Kurzine (1847) describe nueve Leptothriz, todas algas y de agua
dulce. Dos aflos méas tarde describe y cataloga un total de 17 especies
de este género. Ocho de ellas las agrupa en la primera divisién
bajo el nombre de « Specres bast adnatae ». Todas estas algas son
generalmente coloreadas, pero algunas son incoloras. Bajo el nombre
de « Species trichomatibus liberss, vel iniracatis et stratum formatibus
agrupa las otras 19 especies. La primera de ellas es Leptothrixz ochra-
cea. Todas estas especies viven en agua y su mayoria son coloreadas
de verde. Leplothriz buccalis no es reconocida por este autor.

Rasennorst (1865) incluye el género en Ia tribu de las Nema-
togenae v BiruroTH (1874) usa el término Leptothriz para designar
una forma de crecimiento de su Coccobacteria sepiica pleomorfa,
en la cual el organismo parece un delgado filamento y sin articula-
ciones visibles.

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

TrEVISAN (1879) limita el género Leptothriz como exclusivo de
las algas y crea un nuevo género Lepiotrichia con la sola especie
Leptothriz buccalrs.

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

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

WinTer (1880) incluye dos especies solamente en este género,
Leptothriz buccalis y Leptothriz parasitica. Este autor sostiene que
los hongos que se asignaron como miembros del género Leptothriz
son de muy dudoso valor especifico y la mayoria de las verdaderas
Leptothriz son tipicas bacterias que contienen phycocromo, y mani-
fiesta la necesidad de designar con otro nombre los organismos
incoloros y agruparlos con las bacterias.
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Zopr (1885) sostiene: « Faden bescheidet oder unbescheidet.
Theilungen sehr weit gehend ». Desde esa época el término Leptothrix
es frecuentemente usado como una designacién morfoldgica para
filamentos finos, largos, no ramificados.

ScHROETER (1886) describe al género Leptothriz como filamentos
muy delicados, provistos de una vaina fina. Incluye en el género
tres especies: L. ochrace, L. parasilica y L. buccalis. Con esta defi-
nicion quedan definitivamente excluidas de este género las verdaderas
algas. Este autor recalca la posible relacién entre Leptothriz ochracea
vy Gallionella ferruginea.

D Tont y Trevisan (1889) colocan a Leptothriz buccalis en un
nuevo género: Rasmussenta. El género Leptotrichia lo reservan para
algunas especies del cual excluyen a L. ochracea. Fsta especie,
junto con otras dos més la incluyen en el género Detonzella.

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

OrvLa-JENSEN, (1909) incluye a las Leptothriz como el 5° géne-
ro de las Trechobacterias, cuya caracteristica es: céiulas desunidas,
no espiral adas, no ramificadas, sin granulaciones de azufre y fila-
mentosas. Este autor cree que Gallionella y Spirophilum son formas
de crecimiento de este género.

La legitimidad de Leptothriz ochracea como nombre de especie
es discutida por MoriscH, que reduce esa designacién a un sindénimo
del género Chlamydothriz.

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

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

20) Leptothriz como género tipico de las bacterias del hierro.

3°) Leptothriz como género de bacterias alargadas, general-
mente de la boca. Especie tipo: Leptothriz buccalis.

4°) Leptothriz organismos alargados en forma de baston.

Pareceria 16gico reconocer la Leptothriz ochracea como especie tipo
por ser la primera designada con ese nombre. Esto limitaria el
género a las bacterias del hierro (hoy Chlamydobacteriales).
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b) Género Cladothriz

Cladothriz es un nombre dado por DE CANDOLLES, PRODROMUS
(1849) para un género de fanerdégamas de la familia de las Amaran-
tdceas. Es desde entonces generalmente reconocido y valido para
los botanicos.

Cosn (1875) usa este nombre para un género de bacterias con una
sola especie, Cladothriz dicholoma, 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 Leptothriz
incolora, diferencidndose porque estas dltimas no tienen ramifica-
dos los filamentos, mientras que Cladothriz si, y con repetida
regularidad. Sin embargo no son verdaderas dicotomias, sino fal-
sas ramificaciones.

TruEVISAN (1879) incluye este género en la familia de las Bac-
tertaceae, y MaaNIN (1880) sigue la descripeion de Comnn.

WinTeR (1880) describe el género como parecido a Lepiothriz,
delgados filamentos fijos, rectos, falsa dicotomia y con puntas ter-
minadas en espirales. Establece, sin embargo, que es incapaz de
distinguir el género Cladothriz del Sphaerotilus, y concluye diciendo
qgue ambos géneros son semejantes.

ScHROETER (1886) revisé la diagnosis del género Cladothriz y
Sphaerotilus y los consider6 como géneros distintos.

Micura (1895) definid el género con grandes detalles, como fila-
mentos con vainas, células cilindricas, falsas ramificaciones, pseudo-
dicotomia, multiplicacién por gonidios teniendo éstos un manojo de
flagelos colocados cerca de un polo.

FiscaER (1897), Micura (1900), CarsTeEr (1897, 1901), HeEwLETT
(1898), Smrrr (1902), Frscurer (1903), Jorpan (1908), ORLA-JENSEN
(1909), Erris (1909) y Hemr (1911), son autores todos éstos que
han seguido la definicién de Micura. Micura decidié que el gé-
nero Cladothriz es sindnimo de Sphaerotilus; sin embargo, BucHA-
NAN cree que las definiciones originales de Sphaerotilus y Cladothriz
son suficientes para garantizar la separacién de ambos géneros.

Mace (1897), no acepta el género Cladothriz pero sus conclusio-
nes no son aceptadas; sus relatos son muy confusos y tienden a per-
turbar méas ain la nomenclatura de este género.

BucaanaN (1918) no acepta este género por pertenecer a las
fanerégamas. ' '
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Pareceria que el género Cladothriz Conn debe conservarse como un
sinénimo de Sphaerotilus.

¢) Género Sphaerotilus

Sphaerotilus es un género descripto por Kurzing (1833) con una
sola especie, Sphaerotilus natans. Mas tarde el mismo autor incluye

~ Dhoarn i Gen ~lna en TQAZ2 ~n +ung ngnaciage &
Cl 5(:‘1161U e su 4 Il/yt/l.lbllyl/w go ETGLeLS I 106%o COIL TYEs E8PEedies: O.

natans, S. thermalis y S. Zacteus. La descripeién es la siguiente:
« Stratum floccosum ex globulis minutissimis aggregatis compositum ».
La descripcién de la especie S. natans es: « S. natans fuscescens;
floceis fugacissimis ».

Evidentemente es el mismo organismo que describi6 Conn (1875)
bajo el nombre de Cladothriz.

Dz Ton1 y TrREVISAN (1889) reconocen los dos géneros, y Lupwia
también los reconoce. Muchos autores incluyen el género Sphaero-
tillus en la lista de los géneros abandonados.

OrpLA-JENSEN considera en 1909 el género Sphaerotzlus como
no de Cladothrix 1 :
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a correcta designacién del géLerO
El nombre Cladothriz es mas usado que Sphaerotilus, aunque, no
obstante, el segundo de los nombrados tiene prioridad.
Bucuanan (1918) da una definicién del género y reconoce tGnica-
mente Sphaerotilus natans como tipo. BERGEY, en 1923, usa también
la misma descripcion.

d) Género Crenothriz

Este género de bacterias del hierro fué propuesto por Coun en el
afio 1872 para la especie Crenothriz polyspora COHN.

TrEVISAN, en 1879, lo incluye en la tribu de las Euvibrionieae.

Este género ha sido reconocide por varios otros autorcs como
Winter (1880) y GorvE (1884), haciendo resaltar en su definicién
la forma de clava, con ensanchamiento hacia arriba, y la reproduc-
cién por esporas formadas dentro de la vaina por subdivision de
las bacterias. Otros autores que reconocieron este género son: VAN
TiecaeN (1884), Zorr (1885), FLucae (1886), ScHROETER (1886),
Hanscire (1888), Trevisan (1889), De Tont y Trevisan (1889)
y Huzeprre (1885).

Micura (1894) da una descripeién del género Crenothriz que es la
que practicamente usa MoLiscH en 1910.
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e) Género Clonothrix
K

Iste género de bacterias del hierro fué descripto por SCHORLER
(1904), incluyendo una sola especie, Clonothriz fusca, con la siguiente
diagnosis: « Filamentos dicotémicos 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 més gruesas e impregnadas con 6xido de hierro
6 manganeso. Multiplicaciéon por medio de conidios pequefios, esfé-
ricos e inmoéviles, los cuales proceden de la célula vegetativa.

Esta especie produce masas de color gris oscuro, castafio y negro,
semejantes a las de Crenothriz, y esté frecuentemente asociada con
ella. - '

El género es reconocido por Erris en 1909 y por MoriscH en
1910, y BucaaNaN en 1918 da una definicién de este género muy
semejante a la de ScHORLER y reconoce la especie Clonothriz fusca
como especie tipo.

BrrGEY, en 1923, incluye este género en la-familia Chlamydobac-
teriaceae.

Estos géneros estan actualmente reunidos en la familia de las
Chlamydobacteriaceae, nombre propuesto por Micura en 1894, para
incluir a las bacterias que estan caracterizadas por poseer una mem-
brana o vaina, rodeando los filamentos. Los filamentos pueden ser
o no ramificados. La familia primeramente descripta contenia los

siguientes géneros:

Streptothriz CouN
Phragmidiothriz ENGLER
Crenothriz CouN
Cladothriz CouN
Thiothreix WINOGRADSKY

Este nombre de familia es usado sin alterar su definicién por los
siguientes autores: ScEMIDT y WEIs (1892), CHESTER (1901), SMITH
(1902), KenparLn (1902), MicurLa (1904), Smrra (1905), Errrs
(1909), CremeNTs (1909) y Frost (1911).

BucHanaN, en 1918, incluye esta famrilia en el orden Chlamydo-
bacteriales creado por él en 1917.

El nombre de Chlamydobacteriales es aceptado por WiNsLow et al
(Committee Society of American Bacteriologists 1917) y por BER-
GEY en 1923. La clave dada por BucHANAN en 1917 es la siguiente:
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CLASE SCHIZOMYCETES.

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

Pamilia Chlamydobacteriaceae:

1°) Filamentos generalmente no fijos.
a) Filamentos rectos o por lo menos no retorcidos.
Género Leptothrix

b) Filamentos retorcidos.
Género Didymoheliz

29) Filamentos fijos.
a) Filamentos no ramificados.
Género Crenothriz

b) Filamentos con pseudo dicotomia o falsa ramificacién.
(1) Forman células méviles (conidios). Generalmente sin depdsito de hie-
10 en las vainas.
Género Sphaerolilus

(2) Conidios estéricos no méviles. Generalmente con hierro.
Género Clonothriz

Brrary, en 1923-1934, sigue exactamente Ia clave de Bucomanan (¥).

2) IDENTIFICACION DE LOS CULTIVOS ESTUDIADOS

La identificacién de las cepas aisladas present6, como en la ma-
yoria de los casos de sisteméatica, un problema de diffcil solucién.

La determinacion del género Leplothriz no ofrecié mayores difi-
cultades, sucediendo lo contrario al procurar identificar sus especies.

La opinién heterogénea de los diversos autores y la falta de al-
gunas descripciones originales contribuyeron a aumentar el ndmero
de estas dificultades, y si se tiene todavia en cuenta que estas es-
pecies no tienen adn descripciones en cultivo puro, el problema de
su sistemAtica toma un aspecto particularmente complejo.

Las claves que se utilizaron para orientar la clasificacion de las ce-
pas aisladas fueron las de BErcEY, NAUMANN y CHOLODNY (%) (2) (W),

La clave de NauManN, muy incompleta para la época actual, sdlo
se refiere a dos de las nueve especies conocidas del género Leptothriz.
El caracter que emplea para identificar este género, a saber: « fila-

(*) Con respecto a la tdltima edicién del Berary (1939), véase pdgs. 68 a 69.
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mentos no incluidos en depésitos de mineralizacion posterior », es
impreciso, pues las especies de este género estan en todos los casos
incluidas en vainas mucilaginosas, cuya impregnacién por hidréxidos
de hierro o manganeso, puede interpretarse como una <« minerali-
zacién posterior ».

La clasificacion de Cuoropny (1926) describe 5 especies de este
género, siendo tres de ellag originales. Ademés algunas de sus des-
eripeciones son incompletas, como en el caso de Leptothriz volubilis,
cuyo tnico dato especifico es que « dicho filamento aparece enros-
cado en forma de espiral a los filamentos de algas ». Este dato carece
légicamente de valor en cultivo puro, puesto que en él no hay algas,
y ademés es tendencia muy comiin en los géneros Leptothriz y Sphae-
rotilus el presentarse en forma de rulo o enroscados unos filamentos
en otros.

En la clave de BERGEY, encontramos cuatro especies correspon-
dientes al género Leptothriz, de las cuales, salvoe Leptothriz ochracea,
las restantes no parecen identificarse con las ya descriptas por
CHOLODNY; por otra parte, BERGEY no reconoce Leptothriz crasso
vy Leptothriz trichogenes de CHOLODNY, ni Leptoihriz sideropous de
MowniscH.

En cuanto a la sisteméatica de Sphaerotilus, la opinién de los autores
se divide en dos tendencias: una, acepta el género Cladothriz como
sinénimo de Sphaerotilus, otra considera independiente amhbos gé-

neros. e
KUrzing, en 1833, describe una bacteria filamentosa con el nombre

de Sphaerotilus natans; en 1875, Coun describe otra bacteria fila-
mentosa, con falsas dicotomias, a la que da el nombre de Cladothriz
dichotoma. Este fué el punto de partida de las controversias, pues
De Toni y TrREVISAN (1) (1899); ZikEs (*) (1915); NavmanN (*%)
(1933) vy otros, los clasifican como especies correspondientes a dos
géneros distintos, a saber: género Sphaerotilus y género Cladothriz;
mientras que Migura () (1909); Morrscu (*2) (1910); BUCHANAN
(5) (1918) y otros, los identifican en un solo género, al que MoriscH
designa como Cladothriz y BucHANAN como Sphaerotilus.

En este trabajo se ha seguido la nomenclatura de BUCHANAN,
aceptada por BERGEY, que establece la identidad de ambos géneros
y la denominacién de Sphaerotilus.

Recapacitando sobre las principales caracteristicas de cada uno
de los tres grupos de gérmenes estudiados, y comparandolas con las
descripciones ya existentes en la literatura, con el objeto de esta-
blecer su posicién en la gisteméatica, llegamos a las siguientes con-
clusiones:
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Gruro I

Se identifican estas bacterias, como representantes del género
Sphaerotilus 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 el hierro y el manganeso, el gran
tamafio de sus colonias en medios g6lidos, sus exigencias respecto
a la cantidad de materia orginica (mayor de 0,05 9), son todas
caracteristicas tipicas de este grupo de microorganismos.

Gruro II

Se identifican estas cepas, como representantes del género Lepto-
thriz de KUTziNG (1843).

d loreadas, la gran afinidad con el

En efecto, la presencia de vainas co
hierro y el manganeso, sus exigencias respecto a la calidad y cantidad
An mnataria Avrochnina la nawnantaviatisa TinrfAalAoinaas Ao cria ~ZaTao
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Este grupo tiene caracteres comunes a ambos géneros: el tamano
y forma de sus colonias, sus exigencias respecto a la cantidad de
materia orginica, coinciden con lag del género Sphaerotilus; en cuanto
al tamafo y forma de sus células, su capacidad de oxidar el hierro
y el manganeso, la forma y coloracién de su vaina, son propias del
género Lej)totlm'x.

Considerando la capacidad de oxidaciéon del hierro y el manga-
neso como caracteristicas determinantes del género Leplothriz, se
decide incluir a estas cepas del tercer grupo, en una nueva cspecie

de dicho género.

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

Las cepas del grupo I pertenecen todas a la especie Sphaerotilus
dichotomus (CoBEN) MIGULA.

Las cepas del grupo II, a las especies Leptothriz ochracea (LEI-
BLEIN) KUrziNG; Leptothriz sideropous MouiscH; Leptothrixz crassa
CHOLODNY.
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Las cepas del grupo I1I, a una nueva especie: Leptothriz winograds-
k2t n. sp.

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

3) DESCRIPCTION DE GENEROS Y ESPECIES
Género Sphaerotilus KUtziNg. 1833

KUrzing 1833, Linnaea VIII, 385.
Sinonimia. — Cladothriz CouN: Bedlr. z. Biol. de Pfl., Bd. 1-1875,

pag. 185.
Caracteristicas

Esta formado por células reunidas en largas cadenas y rodeada
por una delicada vaina mucilaginosa, siempre presente y que sélo
se hace visible con ayuda de colorantes. La vaina es incolora por la
afinidad nula que tienen lag células con las sales del hierro y dej

esentan pseudo-dicotomias. Las células son més

o menos redondeadas, casi isodiamétricas, y cambian de forma con
suma facilidad atn dentro de la vaina.

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

Se reproducen por division celular dentro y fuera de la vaina, siendo
las células muy mdviles al principio y fijandose luego.

En la literatura se citan las siguientes especies:

Sphaerotilus natans KUTZING.

Sphaerotilus dichotomus (CoHN) MIGULA.

Sphaeratilus fluitans (MI1GULA) SCHIKORA.

Sphaerotilus reticularis (NAUMANN) n. comb.

Sphaerotilus dichotomus (Coun) Micura, 1900

Sinonimia. — Cladothriz dichotoma: 1875. Tntersuchungen iiber
Bakterien II. Beitr. z. Biol. d. Pfl. Bd. 1-1875, pag. 185. MicuLa,
Syst. d. Bakt., 1900-2-1033.

Caracteres de cultivo

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

Agar-citrato de hierro y amonio. — Colonias filamentosas iguales a

las del caso anterior.
Caldo de extracto de carne. — Filamentos sedosos y brillantes que

desarrollan en forma de velo debajo de la superficie del liguido.
Agitando el tubo el velo se rompe y los filamentos caen en forma de
ondas brillantes, dando un aspecto singular, y depositandose luego

en el fondo del tubo.
Morfologia

En cdmara himeda. — El cultivo se presenta en forma de fila-
mentos muy largos y terminados en espiral, con pseudo-dicotomias.
Los filamentos son fijos por un extremo, dando en algunos casos al
preparado un curioso aspecto por la cantidad y forma de fijarse.
Los bastoncitos suelen estar también sueltos, agrupandose alrededor
de los filamentos, en montones desordenados. Son moéviles 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-
deandose hasta formar verdaderos cocos gigantes. Después de re-
dondearse, aumentan de tamafo hasta adquirir un didmetro 3 6 4
veces mayor, tomando un aspecto muy semejante a levaduras re-
dondas.

Las granulaciones de las células, son muy numerosas e irregulares,
adquieren movimiento desordenado y una velocidad vertiginosa;
por su tamafio y forma, se asemejan a células cocoides muy refrin-
gentes.

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

Este aspecto, que no se produce en todos los preparados, pero que
es muy comun, merecerfa un estudio especial para establecer si es
un efecto debido al medio ambiente, o si las células deformadas
pertenecen a un ciclo de evolucién de las bacterias.

Esta dltima hipétesis tendria en su apoyo, el hecho de que las
colonias en agar, después de 2 6 3 dias, parecen perder sus vainas,
quedando los bastoncitos sueltos de formas muy diferentes a las
primitivas y mucho méas grandes.

Estos hechos fueron reproducidos en dibujos en camara clara,
que se adjuntan al final del trabajo, Jam. N° 6.
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Las células gigantes; se aislaron con el micromanipulador de
Pererrr (Zeiss) y fueron puestas en pelicula de agar en cémars
htmeda, con el fin de poder vigilar su desarrollo con el microscopio
pero, de todas las células aisladas, ninguna fué capaz de reproducirse.

El tamafno de las células normales es de 1,6 micrén de ancho.

Coloraciones. — GrAM y Acidorresitencia: Negaivas.
Fisiologta

Materia orgdnica. — Desarrollan en presencia de cantidades de
materia organica mayores que el génerc Leptothriz. Las cantidades
Optimas estan entre 0,5 y 1 9/q; después de 0,59, se produce de-
sarrollo muy escaso.

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

Ozidacion del hverro y del manganeso. — No oxidan estos metales
en ninguno de los medios ensayados.

Relacion con el oxigeno. — Aerobios absolutos.

Temperatura optema. — 37° C.

Temperatura minima de desarrollo. — 15 ° C.

Relacion con el pH del medio. — Desarrollan con igual intensidad
desde pH 5 hasta 9,8. No es posible elegir dentro de este intervalo
el pH éptimo.

Cromogénssis. — Blanco brillante en todos los medios.

Produccién de indol. — Negativa.

Reduccion de nitratos. — Reducen los nitratos hasta el estado de
nitritos.

Formacion de acetil-metil-carbinol. — Negativa.

Licuacion de gelatina. — Licda tardiamente.

Influencia de la luz. — Nula.

Formacion de hidrégeno sulfurado. — Negativa.

Las laminas correspondientes a gsta especie llevan los ntmeros
1 y6.

Género Leptothriz KUtzing. 1843

Kurzing, 1843, Phycologica Generalis, pag. 198.

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

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

(Chlamydo, ttinica). A pesar de que el nombre dado por M1GuLA
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es méas exacto, pues se adapta méas a la morfologia de estos gérmenes,
se sigui6 usando el nombre de Lepiothriz por razones de prioridad.

Caracteristicas

A este género pertenecen células reunidas en filamentos cilin-
dricos, méas bien largos, rodeados por una vaina mucilaginosa im-
pregnada en la mayoria de los casos, con sales de hierro y man-
ganeso.

La reproduccién se hacer por divisién de las células dentro y fuera
de la vaina. Las células jévenes son muy moviles y atraviesan el
campo del microscopio con mucha velocidad; luego se fijan por uno
de sus extremos y forman el nuevo filamento.

En la literatura se citan las siguientes especies:

Leptothriz ochracea (LEIBLEIN) KUTzZING.
Leptothrixz epiphitica (M1GULA) BERGEY.
Leptothriz fluitans (MicuLa) BERGEY.
Leptothriz hyalina (MicunLa) BERGEY.
Leptothriz sideropous - MOLISCH.
Leptothriz crassa CHOLODNY.

Leptothriz trichogenes CHOLODNY.
Leptothriz lopholea DORFF.

Leptothriz pseudovacuolate (PERFILIEY) DORFF.
Leptothriz echinata HERBER.

Leptothriz winogradskiz n. sp.

Leptothriz ochracea KuTzing. 1843

Ktrzing, Phycologica Generalis, 1843, pag. 198.

Sinonimia. — Lyngbya ochracea THURET, Ann. Sci. Nat. Bot., VI,
1, 1875, 279. Chlamydotriz ochracea Micura, Sistem der Bakterien,
1900, 2-1031.

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

Caracteres de cultivo

Agar-citrato de hierro y amonio. — Colonias filamentosas muy ex-
tendidas, de tamafio muy grande y con extremos terminados en espi-
rales, visibles a simple vista desde las 24 horas. Incoloras al principio,
se colorean luego de color ocre claro, nunca llegan a castafio obscuro.

En los trasplantes sucesivos pierden la facultad de formar fila-
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mentos, dando lugar a la formacién de colonias no filamentosas,
casi redondas, levemente coloreadas de ocre.

Agar-acetato de manganeso. — Colonias incoloras al principio, luego
toman tinte castafio, 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, debido tal vez a la vaina incolora de los bastoncitos.
Precipita poco hierro, razbén por la cual sus vainas son incoloras
en algunos casos.

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

Caldo de peptona y acetato de manganeso. — Desarrollo abundante,
en forma de copos castafio-rojizos, muy sedosos y brillantes que
se depositan en el fondo del tubo. En la parte superficial del liquido
se forma un anillo pegado a la pared del tubo, que por la abundancia
de desarrolle coloreado, le da un aspecto metalico.

Morfologia

En cdmara himeda. — Degarrollan en forma de filamentos, con
vainas presentes en todos los casos, lisas e incoloras al principio,
y después toman color ocre. Los bastoncitos forman cadenas sol-
dadas, siendo dificil distinguir la separacién de las células, dando
un aspecto de filamento continuo sin tabique.

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

Los filamentos son fijos. Nunca se han observado verdaderos co-
nidios. La reproduccién se efectda por divisién transversal. Los
bastoncitos se desprenden de la vaina, luego se fijan y forman un
nuevo filamento.

Son moéviles; el movimiento comienza algo depués de haberse
desprendido del filamento, y es muy rapido al principio, luego méas
lento y de trayectoria ondulada. Termina por fijarse al vidrio por
uno de sus extremos que toma el aspecto de una verdadera ventosa.
Al microscopio se ve la parte fijada como un circulo 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
sueltos.

Las células miden de 0,8 a 1 micrén de ancho, y la vaina, 2 micrones.

Coloraciones. — GrRAM y 4cidorresistencia: Negativas.
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Fisiologia

Materia orgdnica. — Desarrollan hasta con vestigios de peptona
{0,0015 9/p). Desarrollan bien con glucosa, asparagina, citratos y
oxalato. No desarrollan casi con fuentes de nitrégeno amoniacales,
tampoco con cistina ni suero normal de caballo dializado. Desarrolla
con hemoglobina, coloredndose con el hierro de ésta.

Oxidacion del hierro y del manganeso. — En cultivo puro son oxi-
dantes del manganeso en todas las sales ensayadas. Oxidan poco el
citrato de hierro y amonio. No se colorean con sulfato ferroso ni
con hierro reducido, ni con hierro metalico (al estado de cultivo puro).

Relacion con el anhidrido carbénico.— Favorecen algo el desarrollo.

Relacién con el oxigeno. — No desarrollan en anaerobiosis en los
tubos de Harr. En los tubos de agar puncién desarrollan en toda la
columna de agar hasta el fondo del tubo. El desarrollo puede ser
también superficial, o sélo hasta un centimetro por debajo de Ia
superficie del agar.

Temperaiura opiima. — 28° C.

Temperatura minema compaiible con el desarrollo. — 15° C.

Relacion con el pH del medio. — Desarrollan desde pH 6,6 hasta
pH 10, siendo el punto 6ptimo alrededor de 8.

Cromo génesis. — Amarillo muy claro en citrato de hierro y amonio,
castafio rojizo en agar-acetato de manganeso.

Produccién de indol. — Negativa.

Reduccidn de nitratos. — Reducen nitratos hasta el estado de ni-
tritos.

Produccion de acetil-metil-carbinol. — Negativa,

Licuacion de gelatina. — Negativa.

Influencia de la luz. — Nula.

Formacion de hidrégeno sulfurado. — Negativa.

Tlustran esta especie las laminas 2 y 7.

Leptothriz crassa CHOLODNY. 1926

CuoropNY, 1926. Die Hisenbakterien G. FiscHER. Jena, pag. 14.

Sinonimia:

Megalothriz discophora ScEw. ScHwERs, H. 1912. Mégalothriz
discophora, eine neue eisenbakterie Zentralblatt f. Bakt. IT. Abt.
Bd. 33, pag. 273.

Leptothriz Meyer: Err. 1913. On the identity of Leptothriz Meyer:
(Eruis) and of Megalothriz discophora (ScEwERs) with Crenothriz
polisphora (Corn). Zbl. f. Bakt. IT Abt. Bd. 38.
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Caracteres de cultivo

Agar-citrato de hierro y amonzo. — Colonias més o menos redondea-
das, de borde filamentoso, con manchas aceitosas dentro de las
colonias, de aspecto brillante. Con lentes de inmersién, las manchas
aceltosas, parecen estar formadas por bastoncitos sueltos y no colo-

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

Agar estria-citrato de hierro y amonio. — El desarrollo se efectia
en forma abundante en el agua de condensacién del tubo; suelen
desarrollar también en la estria, en cuyo caso el desarrollo es muy

xtendido; rara vez forman colonias.

Agar estria-acetato de manganeso. — El desarrollo se efectia en la
estria y entre el agar y el vidrio, en forma de manchas circulares de
color castafio rojizo.

Caldo de peptona y acetato de manganeso.— Desarrollan en forma de

nisimos copos sue 1t g e
gado a la paled del tubo Pueden desarrollar tamblén pegados a la
pared, formando manchas alargadas.

Morfologia

En cdmara himeda. — Filamentos cortes, incoloros cuando jo-
venes, que se colorean después de las 24 horas, tomando en este caso
un grosor que llega hasta 16 micrones de ancho. Los filamentos ter-
minan en punta y presentan pseudo-dicotomias en algunos casos.

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

Coloractones. — Gram y desdorresistencia: Negativas.

Fisiologia

Materta orgdnica. — El desarrollo se efectiia hasta una cantidad
de materia orginica superior a 0,05 %, siendo indiferente que se le
agregue o no acetato de manganeso.

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

Relacién con el anhidrido carbénico. — No favorece el desarrollo.
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Oxidacion del hierro y el manganeso. — Oxidan las sales de hierro
y manganeso, pero con menor intensidad que Leptothriz ochracea.

Temperatura optima. — Entre 25° y 28° C.

Temperatura minima. — 15° C,

Relacion con el pll del medio. — Desarrollan entre pII 7 y 10,
siendo el 6ptimo pH 8,5.

Han hasta un centimetro por debajo de la superficie
Cromogénesis. — De color ocre amarillento en citrato de hierro
y amonio. Castafio oscuro en acetato de manganeso.
Produccion de indol. — Negativa.
Produccion de mitratos. — Reducen nitratos hasta nitritos.
Formacion de acetil-metil-carbinol. — Negativa.
Licuacion de gelatina. — Negativa.
Accion de la luz. — Nula.
Formacion de hidrégeno sulfurado. — Negativa.
Las laminas que ilustran esta especie llevan los ntimeros 3 y 7.

Sinonimaa. — Chlamydothriz sideropous Morisca. 1910. Die Ei-
senbakterien. Jena.

Caracteres de cultivo

Agar-citrato de hierro y amonzo. — Colonias filamentosas, con fila-
mentos incoloros y manchas de color ocre fuera de los filamentos y
de las colonias, que dan el aspecto de filamentos incoloros salpicados
con estrellas de color herrumbre.

Con objetivos de inmersion las manchas estrelladas aparecen for-
madas por grupos de bastoncitos con vainas muy engrosadas por la
precipitaciéon del hierro.

Las colonias no son visibles a simple vista hasta transcurridos
por lo menos 6 dias de la siembra.

Agar-acetato de manganeso. — Colonias de gran tamafio, muy fila-
mentosas y fuertemente coloreadas.

Hstria-citrato de hierro y amonto. — Desarrollan en toda la super-
ficie de la estria en forma de colonias aisladas, pero cuando el de-
sarrollo es muy abundante, las colonias llegan a tocarse, cubriendo
toda la superficie pero conservando su individualidad.

Estria-acetato de manganeso. — El desarrollo se produce en la es-
tria, en la pared del tubo y entre el agar y el vidrio, en forma de una
pelicula continua de aspecto metalico y color castafio rojizo.
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Caldo de peptona y acetato de manganeso. — Desarrolla en forma
de velo superficial muy delgado y resistente, de aspecto metalico
y color castafio rojizo.

En camara himeda. — Visto con lentes de poco aumento, el campo
aparece 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 circular. Entre mezcladas con las manchas, aparecen
los bastoncitos en gran ntdmero y formando una verdadera trama.

Después de varios dias, las vainas comienzan a impregnarse con
manganeso. Toman entonces un aspecto rugoso, debido a que la
precipitacién del manganeso no es continua.

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

También se ven bastoncitos sueltos que forman grupos no muy
numerosos. Las granulaciones de los bastoncitos son muy visibles
aunque pequeflas, Los bastoncitos cuando jévenes son méviles y se
desprenden del resto de la cadena con un movimiento brusco.

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

Coloraciones. — GrAM y 4cidorreacciones: negativas.

Fisiologia

Materra orgdnica. — Desarrollan con un minimo de 0,015 9%, de
peptona, es decir, necesitan mayores cantidades que Leptothrix
ochracea. Desarrollan con glucosa, citrato, oxalato y asparagina.
No asimilan bien nitrégeno amoniacal ni desarrollan con cistina ni
suero normal de caballo.

Relacion con el anhidrido carbénico. — No favorece el desarrollo.

Relacion con el oxigeno. — En tubos de HALL no desarrollan. En
tubos de agar puncién desarrollan s6lo hasta un centimetro por
debajo de la superficie.

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

Temperatura minima. — 15° C.

Relacion con el pH del medio. — Desarrollan desde pH 6 hasta
pH 10, siendo el pH 6ptimo alrededor de pH 8.

Cromogénests. — Son de color castafio rojizo en agar acetato de
manganeso y en citrato de hierro y amonio.
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Produccion de indol. — Negativa.

Reduccion de nitratos. — Reducen nitratos a nitritos.
Formacién de acetil-metil-carbinol. — Negativa.
Licuacion de gelatina. — Negativa.

Tonflionecsa de la lus — Nulg
27wl Lo ol vwe. AN Uiv.

,

Formacion de hidrégeno sulfurado. — Negativa.
Lag Iaminas que ilustran esta especie llevan los ntimeros 4 y 8.

Leptothriz winogradskit n. sp.

Caracteres de cultivo

Agar citrato de hierro y amonio. — Colonias muy extendidas, los
filamentos se asocian unos con otros, formando gruesas cintas,
‘nunca terminan en espiral.

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

Las colonias son visibles a simple vista desde las 24 horas de la

mbra.

Agar-acetato de manganeso. — Colonias filamentosas, de filamentos
muy extendidos y coloreados en ocre claro.

Estria citrato de hierro y amonio. — Desarrollo abundante en la
superficie en forma de grandes colonias de color blanco mate.

Estria acetato de manganeso. — Desarrollan en el liquido en forma
de filamentos, abundantes, algodonosos y opacos, de color castafio
terroso muy caracteristico.

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

Morfologia

En cdmara himeda. — El preparado presenta un aspecto limpido,

sin manchas oscuras ni bastoncitos sueltos.

La vaina es rigida, sin rugosidades, muy fina y débilmente im-
pregnada de manganeso.

Los bastoncitos forman cadenas muy estables, las granulaciones
internas de las células son redondeadas y muy refringentes, dando a
los filamentos aspecto de estreptococo.

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

Coloraciones. — Gram y Acidorresistencia: negativas.
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Fisiologia

Materia orgdnica. — Sus exigencias respecto a la materia organica
son similares a las de Sphaerotilus, es decir, necesitan un minimo de
0,5 9/, de peptona o extracto de carnc para desarrollar.

Cabe destacar, que, de todas las especies estudiadas, tanto del
género Leptothriz como Sphaerolilus, ésta es la Gnica capaz de asi-
milar nitréogeno de fuentes inorgénicas, v. g., sulfato de amonio.

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

Para comprobar la asimilacién de nitrégeno inorgénico, se pre-
pararon medios en los que la materia organica era glucosa, citrato de
sodio u oxalatos alealinos y sulfato de amonio como Unica fuente de
nitrégeno. En estos medios se obtuvo abundantes desarrollos de :
Leptothriz winogradskii. ]

Ozidacién del hierro y del manganeso. — Oxidan el manganeso en
cualquiera de las sales ensayadas, tomando un color castafio opaco,
que se distingue facilmente del adquirido por las deméas especies.

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

Relacion con el anidrido carbénico. — Es la Unica especie de Lep-
tothriz cuyo desarrollo es favorecido por el anhidrido carboénico.

Relacion con el oxigeno. — Son aerobias absolutas.

Temperatura éptima. — 37° C.

Temperatura minima. — 15° C.

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

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

Produccién de indol. — Negativa.

Reduccion de nitratos. — Reducen nitratos a nitritos.

Formacién de acetil-metil-carbinol. — Negativa.

Licuacion de gelatina. — Negativa.

Formacién de hidrégeno sulfurado. — Negativa.

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

4) RESUMEN DE LOS CARACTERES DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS

En los cuadros Nos. 4, 5 y 6, que siguen a continuacién, estan
reunidas en 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 comparacidn.



Cuapro Ne 4. — Caracleres de ecultivo

Coloni

a en agar ] Estria en agar de

Caldo de peptona y

Citrato de Fe y NHs

Acetato de Mn l Citrato de Fe y NHa Acetato de Mn

acetato de Mn

Leptothriz ochracea

Colonia muy filamento-

Colonia no muy grande,|Desarrollo muy abun-

Abundante desarrollo en

Leptothriz crassa

filamentosos.

rendondas, con man-
chas aceitosas dentro
de la colonia. Bordes

mentos muy engrosa-
dos y con pseudicoto-
mia.

agua de condensacién
del tubo, rara vez en
la estria.

sa extendida y bordes| filamentosa. dante, tapiza toda la forma de copos suel-
terminados en espira- estria. Iridiscente. tos.
les.

Colonias mds o menos|Filamentosa. De fiia-{Desarrollo sélo en el Abundante desarrollo en

forma de copos suel-
tos.

Leptothriz sideropous

filamentos y colonias.

Colonia muy filamento-
sa. Filamentos incolo-
ros y manchas colo-
readas rodeando los

Colonia muy grande y|Desarrollan sobre la es-
muy filamentosa. Fi-| tria en forma de colo-
lamentos fuertemente| nias aisladas, muy co-
coloreados. loreadas.

condensacién del tubo

Desarrollo muy abun-
dante, pegado a la es-
tria, pero sélo basia
donde llega el agua de

Velo snperficial muy re-
sistente, de aspecto y
brillo metédlico.

Leptothriz winogradskii

Colonias muy filamento-
sas; terminaciones sin
espirales. De color
blando mate (no pre-
cipitan Fe)

|
Colonia muy filamento-|Colonias muy grandes y
sa, coloreada de casta-
fio claro.

Filamentos muy largos
separadas, de color
blanco mate.

Tro.

| Filamentos muy largos,
algodonosos y colo-
reados de castafio cla-

algodonosos.

Extracto de agar

Citracto de Fe y NHa

Caldo extracto de carne

Sphaerotilus dichotomus

Filamentosa muy exten-
dida; tapiza rdpida-
mente la superficie del
agar. Color blanco bri
llante.

Colonia igual que en ex-
tracto de carne aun
que es menos abun-
dante el desarrollo.

Filamentos muy abun-
dantes, que desarro-
llan en la superficie
del liquido. Al agitar-
lo cae en forma de on-
das. Blanco sedoso.
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Cuaopro N 5

Morfologia
Tamafio Movilidad Filamentos
Agrupacién . . de la . Disco

Bacteria Vaina, bacteria Fijos de sdhesion Extremos

Leptothriz ochracea Filamentos muy largos . . . . 0.8-1 2w - Rara vez Ausentes Cortados
Leplothriz crassa . Filamentos cortos . .. 0.5-0.8 2-16 @ -+ Rara vez Ausentes Afinados
Leptothriz sideropous Filamentos muy cortos, incoloros | 0.5-0.8 . 2w + Siempre Presentes Afinados
Leptothriz winogradskii Filamentos muy largos . . . . 0,9 w 1,5 w + Nunca Ausentes Cortados
Sphaerotilus dichotomus Filamentos muy largos . . . . 1,3 — + Siempre Ausentes Cortados

Cuapro N° 6
Fisiologia
=) q 2 = =l q 8
- : ;] 82 |8 Q4 =)
Mm,l mo de materia orgd- Relacién con el Relacién eon el Temperatu-| & 3 '3 = |88 % R ER
nica tolerada por el pH o 5 g2 | B ERZ S
desarrollo COs 0 ra 6ptima | 8 4 A |85 8| 2 )
' & g P A RT [ As
E

Leptothriz ochracea . . 0.0015 %gp Favorece el desarrollo|Aer. absolutas 8 28°C — -+ | — — —
Leptothriz crassa . . 0.015 %o No fav. el desarrollo|Aer. absolutas| 8.5 | 25°-28°C| — 4+ — — —
Leptothriz sideropous . . 0.015 %o No fav. el desarrollo|Aer. absolutas| 8 25-28°C | — + -— — —
Leptothriz winogradskit . . | 1.5 hasta 0.5 %g Favorece el desarrollo|Aer. absoutas| 5-9.8 37°C — + — —_ —
Sphaerotilus dichotomus . 1.5 hasta 0.5% g -— Aer. absolutas| 5-9.8 37°C — + — — +

6861 "249198
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5) ADDENDA.

Estando este trabajo en premsa, aparecié la 52 edicién del Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology (1939), en la cual se ha modificado la clave de
i la forma que se trans-

na 59 ~ sigmnientes v aorecad lonnas ginonimiag
52 y siguientes y agregado algunas sinonimiag,

pag. iguiente

cribe mas abajo.

I.— Diagnosis del Orden y Clave para la determinacion de los géneros de las
CHLAMYDOBACTERIALES :

ORDEN III CHLAMYDOBACTERIALES BUCHANAN

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

Bacterias filamentosas, parecidas a las algas, tipicas formas acuéticas, con
vainas. Pueden mno ser ramificadas, o presentar verdaderas o falsas ramifica-
ciones. Es posible que las especies que presentan verdaderas ramificaciones se
demuestren eventualmente como especies acuiticas de Actinomycetales. Las falsas
ramificaciones provienen del desplazamiento lateral de las células del filamento
en la vaina, que da lugar a un nuevo filamento de manera que la vaina esta ra-
mificada mientras que los filamentos estin separados. La vaina puede compo-
nerse enteramente de hidréxido de hierro o de una matriz orginica impregnada
con hierro o puede ser enteramente orgamica. Pueden formar conidios mdviies
pero nunca endosporos. No contienen granulaciones de azufre ni bacteriopur-
purina, Las células maduras o los filamentos no se parecen a protozoarios.

Este orden comprende una sola familia:

Familia I CHLAMYDOBACTERIACEAE MIGULA

(Art. a. d. Bact. Inst. d. techn. Hochschule zu Karlsruhe 1, 184, 273).
Los caracteres de la familia son los mismos que los del orden.

Clave para la determinacidn de los géneros de la familia
CHLAMYDOBACTERIACEAE

I) Tipicas falsas ramificaciones.
A.— Vainas enteramente organicas, no impregmadas con hierro.

Género I . . . . . . . Sphaerotilus

B.— Vainas impregnadas con hierro.
Género IT . . . . . . . Clonothriz
II) Sin ramificaciones, o con ramificaciones verdaderas.
A.— Las células de los filamentos se dividen sélo en forma transversal.

Género IIT . . . . . Leptothrix

B.— Las células de los filamentos se dividen en tres planos.
Género IV . ., . . . . Crenothrixz

Vol.IX N°1
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IT. — Sinonimias: Ademés de las que figuran en este trabajo, se han agregado

las siguientes:

1) Sphderotilus dichotomus (Cohn) Migula.
Sinonimia: Shpaerotilus natans var. ¢l

mia.; pace

Soc., 17 1932, 112

2) Género ITT LeprorHRIX Kiitzing.
Sinonimia Leptothrichia Trevisan (Reale Ist. Lombardo di Seci. e Lettere,
Ser. 2.12, 1879, 138; Detoniells De Toni Trevisan en Saccardo Sylloge
Fungorum, 8, 1889, 929; Comidiothriz Benecke, Bau, u, Leben da.Bakt.,
1912, 489, Megalothriz Schwers. Cent. f. Bakt. II Abt. 33, 1912, 273:
Syncrotis Enderlein, Sitzsber. Gessell. Naturf, Freunde Berlin 1917, 312.

3) Leptothriz discophoral (Schwers) Dorff.
Sinonimia: Leptothriz crassa Cholodny, Cent, f. Bakt, IT Abt. 61. 1924,
292; Chlamydothriz discophora Naumann Ber. d. Deutsech, Bot. Ges. 46,
1928, 141; Dorff, Die FEisenorganismen Pflanzenforschung Heft 16,

1934, 31.

4)  Leptothrixz sideropous (Molisch) Cholodny.
Sinomimia: Gallitonella sideropous Naumann, Kungl. Svensk. Vetenskap-
sakad., 62, 1931, 33: Cholodny, Die Eisenbakterien, Pfilanzenforschung

Heft 4, 1926, 25.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES

T aa avnarianniaa raolinoadoa o 1a wvoan
duan CAPLIICIiGias I'CaliZalias Cil 1a pProstii

mitido deducir las siguientes conclusiones:

1. — El medio de WiNoGraDsKY compuesto de heno hervido e
hidroxido férrico dié buen resultado para la obtencién de cultivos de
enriquecimiento de Leptothriz ochracea. Ademés se encontrd util la
sustitucién del hidréxido férrico por el carbonato de manganeso
aconsejado por MorLIscH.

2. — Se ha conseguido aislar las especies de Leptothriz, en cultivo
puro, por el empleo de diversos medios de cultivo sélidos que se des-
criben en el trabajo. Uno de ellos formado por agar, agua y citrato

. . .z
orro v amonio. did log melores rn011]+ar4nu
cLiv QIlOILIU, Gi0 108 LUT jULI0S I00uivalUs.

3. — También fué aislada Sphaerotilus dichotomus en el medio de
BuseeN con 0,5 9/ de extracto de carne.

4. — Los métodos en camara huimeda, cultivos de adhesién y
pelicula de agar, han dado resultados satisfactorios para el estudio
morfologico de este grupo de bacterias.

5. — El estudio fisiol6gico ha permitido comprobar que las cepas
estudiadas son incapaces de desarrollar en medios absolutamente
minerales, que la presencia o ausencia de hierro o manganeso parece
no influir sobre la cantidad y calidad de desarrollo, que la oxidacién
de las sales de manganeso tiene lugar atin con células muertas y que
utilizan para su metabolismo sustancias complejas, entre lag cuales
preferentemente la peptona.

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

7. — El estudio morfologico y fisiolégico de las 255 cepas aisladas
ha permitido agruparlas en cinco especies que se describen en el
trabajo.
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CAPITULO VII

RESUMEN

HEn este trabajo se relata el resultado del estudio fisiclogico de
algunas Chlamydobacteriales orden de las SCHIZOMYCETES, cuya ca-
racteristica principal es la de poseer una vaina que rodea a los ele-
mentos celulares.

Representantes de este grupo fueron desycriptos por KUTZING en
1833 y en 1843; Coun en 1870; Zorr en 1882 y otros.

WINOGRADSKY, en 1888 estudié algunos representantes de este
orden y les dié el nombre de bacterias del hierro o ferrobacterias
debido a la afinidad con este metal.

En su estudio experimental, dedujo que, a semejanza de las plantas
verdes, podian vivir y desarrollarse en ausencia de materia organica,
efectuando la sintesis de la materia carbonada a partir del anhidrid
carbénico del aire. Congiguid cultivarias con hen

hervido e hidrs-

o}

xido férrico.

BuseeN, en 1894, cultiva y aisla Sphaerotilus dichotomus; Moviscs,
en 1910, y LreskE, en 1911, obtienen los primeros cultivos puros con
material de fuentes ferruginosas naturales en medios puramente
organicos. Comprobé ademés Moiiscr que la presencia o ausencia
de manganeso no era indispensable para el desarrollo de estas bac-
terias, siendo estas dos razones las que condujeron a este autor a
oponerse a la teoria de WINOGRADSKY.

El material usado en estas investigaciones ha consistido en mues-
tras provenientes de diversos origenes para poder establecer la pot
sible relacién entre la vida de estas bacterias y su « habitat ».

Todas Ias muestras (100 en total) llegadas al laboratorio en frascos
estériles, fueron primeramente sometidas a un examen microscépico
y luego se sembraron en diversos medios de cultivo.

De los cultivos de enriquecimiento ensayados, el que ha dado
mejores resultados ha sido el del heno hervido en una concentracion
de 10 a 209/, mas carbonato de manganeso; habiendo determinado
previamente que el heno debe tener un grado de maceracién avan-
zado y hervirse en una gran cantidad de agua (més o menos 0,5%,).

Kl aislamiento de los representantes de este grupo de bacterias
especialmente los del género Leptothriz resultd una tarea muy com-
plicada al principio por no conocerse un medio seguro para aislarlas
en cultivo puro.

)
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Después de numerosos ensayos con numerosos medios de cultivo
se consiguié modificar el medio de BUsGEN para el aislamiento de
Sphaerotilus dichotoma mediante el agregado de carbonato de man-

ganeso.

113

El medio de LieskEe s6lo pudo usarse para obtener desarrollo mo-
dificando la férmula original.
Mas tarde, con un medio de citrato de hierro y amonic y agar se

consiguié aislar las distintas especies del género Lepiothriz de una
manera rapida y segura. La férmula empleada es la siguiente:

Citrato de bierro y amonio . . . . . . 0,75 gr.
Agar. . . . . .. . ... ... ... 10 »
Agua corriente . . . . . . . . . . . . 1litro

Sphaerotilus dichotoma pudo aislarse también con facilidad en el
medio anteriormente citado y en el agar de BUSGEN siguiente:

Extracto de carne . . . . . . . . .. 05 gr.
Agar. . . . . . . . . ... .. ... 10 >
Agua . . . . .. . . . .. . . . .. 1ltro

El material ensayado ha permitido aislar un total de 255 cepas
identificadas mas tarde como:

Sphaerotilus dichtomus (ConN) Mieuna 1900.
Leptothriz ochracea Kurzing 1843.

Leptothriz sideropous Morisca 1910.
Leptothriz crassa CHOLODNY 1926.

Leptothriz winogradskiz n. sp.

Bl estudio de las cepas aisladas estd basado en observaciones
morfolégicas, en preparados directos, en cultivos en cAmara himeda,
en preparados coloreados; los caracteres de cultivo fueron observados
en siembras hechas en agar en caja de PETRI, en agar estria, en agua
de peptona mas acetato de manganeso y en el medio de BusGEN.

El estudio fisiolégico de las mismas planteé como problema previo
el hallazgo de un medio que permitiera cultivarlas en estado puro
vy en suficiente cantidad como para llevar a cabo las experiencias
sisteméaticas y en serie indispensables para poder comprobar la in-
fluencia de diversos agentes sobre los gérmenes en estudio. Conjunta-
mente se investigd también la capacidad de desarrollo en medios
minerales y, segin la teoria de VVINOGRADSKY,v‘Ia influencia de las
sales de hierro y manganeso en el metabeolismo de las mismas.

Con respecto al primer problema los resultados obtenidos han sido

los siguientes:
Leptothriz desarrolla preferentemente en peptona como materia

Vol.IX N° 1
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organica y acetato de manganeso, como sal de manganeso en lasg
proporciones siguientes:

Peptona . . . . . . .. .. ... ... 05 gr
Acetato de mangapneso. . . . . . . . . . 01 »
Agua corriente . . . . . . . . . . . . . [1liro

Sphaerotilus dichotoma desarrolla muy bien en extracto de carne
al 0,5 9/, (medio de BUscen).

Los ensayos hechos con medios minerales dieron todos resultados
negativos a pesar de haber ensayado el medio mineral de LIESKE
para Leptothriz ochracea y atun previendo todas las posibles causas
de error.

De las sales de hierro y manganeso puede decirse que en algunos
casos favorecen el desarrollo de estas bacterias, en otros la accion
es completamente nula y en algunos pareceria perjudicial (ver de-
talle en el cuadre n° 3).

Se ha podido observar ademés que en ninguna de las experiencias
efectuadas en cultives puros, el hierro ha sido oxidado por estas
bacterias mientras que el manganeso lo ha sido en la mayoria de los
casos; pudiéndose comprobar gue en los casos 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 oxidacién a un pH mayor que 6,8. En ese punto las sales ferrosas
son tan inestables que practicamente son convertidas a férricas.
Ademés la oxidacion puede producirse con células muertas.

Estos resultados conducirian a sospechar la posibilidad de que
estas bacterias no fueran autétrofas facultativas. Hecho éste que
estaria corroborado con las dudas gue sobre la autotrofia de estas
bacterias han expresado ya BaAs-BARING y PARK.

Las otras investigaciones fisiolégicas consistieron en determinar
la influencia del anhidrido carbénico, temperatura, relacién con el
oxigeno, reaccién del medio, poder de reduccién de nitratos, forma-
ci6én de hidrégeno sulfurado, de acetil-metil-carbinol, de indol, licua-
ci6n de gelatina, poder de esporulacién e influencia de la luz.

En capitulo aparte se agrupan los resultados de estas investiga-
ciones, que permitieron identificar lag cepas antes mencionadas.

La parte sisteméatica esta precedida por la diagnosis de los distintos
géneros de las Chlamydobactertiales y un breve comentario acerca del
género Leptothriz y Sphaerotilus que son los estudiados en esta in-
vestigacion.

Ademéas han sido descriptos los géneros y especies por separado,
ilustrandolos con fotografias y con dibujos obtenidos con camara

clara.



APENDICE

1) LISTAS DE LAS MUESTRAS DEL MATERIAL Y DE LOS CULTIVOS ESTUDIADOS

Cuapro No 7. — Lista de las muestras

IIHS;TS Origen Caracteristicas Géneros encontrados Fecha

1 Tacho herrumbrado . . Filamentos pegados a la pared del tacho Sphaerotilus 1936

2 » > e Agua estancada. » 1936

3 Cafio agua corriente obturado . > roja . Leptothrixz 1936

4 Tacho herrumbrado . . »  estancada. Sphaerotilus 1936

5 Tanque de O. S. N. »  coagulante . Leptothriz y Sphaerotilus 1936

6 Cafio de agua . . . . . . . »  ferruginosa . » » » 1936

7 a 20 » » distribucién de agua . Numerosas concreciones . Negativo 1936

21 » 26 Agua del rio de la Plata No ferruginosa . Leptothriz 1936

27 » 32 Tanques O. S. N, Agua con coagulante . . > 1936

33 » 38 » > > > »  después del coagulante. Negativo 1936

39 » 44 Filtros » » » » con arena de los filtros Leptothriz 1936

45 » 50 Tanques O. S. N. »  después de los filtros . Negativo 1936
51 » 56 » > > » » » del tratamiento con cloro

antes de entrar a las caferfas . > 1936

57 Canilla del laboratorio Agua turbia Leptothrix 1936

58 » de agua de tanque . Turbia rojiza . . Sphaerotilus 1936

59 Bujia después de filtrar agua corriente . Sedimento rojo . . Leptothrix 1937

60 Agua corriente . Limpida . Sphaerctilus 1937

61 »  canilla Neo 1 » Negativo 1937

62 » » > 2 » » 1937

63 » » » 3 » » 1937

64 » de tanque canilla Ne 4 > » 1937
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Cuapro Neo 7, — Lista de las mussiras (continuacién)

i:u;i;r? Origen Caracteristicas Géneros encontrados Fecha
65 Agua de tanque canilla N° 5. . Limpida . Negativo 1937
66 > > > > > 6. . . .. > . » 1937
67 » de arroyito N° 1 (Pcia. Bs. As.) . . | Color roja . Leptothrixz y Sphaerotilus 1937
68 » » » > 2 > > > » > L0 Leptothriz 1937
69 » » arroyo Ne 3 (Pcia. Bs. As) Corriente. Color roja . > 1937
70 » > > > 4 > » » . . | Sucia . Negativo 1937
71 > » laguna Magdalena (Pcia.Bs.As.) | Agua estancada y sucia . Leptothriz 1937
72 >  » zanja . . . Estancada . > 1937
73 Tierra del Delta (Pma, Bs As) » 1937
74 Tierra de jardin (Cap. Federal) . e Leptothriz 1937
75 Agua de «<El Chocoy» (Pcia. de La Rlo]a) (‘) Ferruginosa > 1937
76 » del rio 1° (Prov. Cérdoba) . > 1937
77 » » » 20 » » » 1937
78 » de La Toma (Cosquin, Cordoba) e Leptothriz y Sphaerotilus 1937
79 »> del arroyo Hudson (Pcia. Bs. As.). | Copos de Chlamydobacteriales. . > » » 1937
80 Tierra y raices . Con manchas de hierro . Leptothriz 1937
81 Agua del rio de la Plaua (Hudson, Bs As ) Negativo 1937
82 y 83 Tierras del Delta . . . e > 1937
84 Tierra de Concordia (Pcia. E RIOS) Ferruginosa colorada Leptothriz 1937
85 Agua del canal Arias (R. de Plata) . . » 1937
86 » de charco a orillas del Parand Min{ | . . . . . . . . . . . . .. Leptothriz vy Sphaerotilus 1937
87 Parand Las Palmas y Canal Arias . Filtrada del suelo ferruginoso Leptothrix 1937

(1) La autora se complace en agradecer aqui al Sr. A. Mendez administrador del I. B. del D. N. de H. por cuya gentileza le fué po-

sible conseguir las dos tnicas muestras de aguas ferruginosas de fuentes naturales estudiadas en este trabajo.
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Cuapro Ne 7. — Lista de las muestras (conclusién)

No de la

muestra Origen Caracteristicas Géneros encontrados Fecha
88 Tierra de la orilla del Canal La Serna . Ferruginosa . . Negativo 1937
89 Orillas del rfo Mini . . e oo oo oo o o oo . .. .| Leptothrixz y Sphaerotilus 1937
90 Agua de charco a orillas del Parand Mini . | Estancada con filamentos de Chlamydo-
bacteriales > » 1938
91 Charco Ne 1 San Isidro. Leptothriz 1938
92 » > 2 > > Leptothrix y Sphaerotilus 1938
93 » > 3 » » Leptothriz 1938
94 » > 4 > > > 1938
95 » > 5 » > oo e > 1938
96 Fuente «El Chocoy» (Pecia. La Rioja). Ferruginosa . . . . . . . . . . .. » 1938
97 Agua del rio Carapachay . Con filamentos de Chlamydobacteriales . » 1938
98 Barro a orillas del rio Carapachay . e » 1938
99 Agua estancada en zanja Los filamentos de Chlamydobacteriales for-
man un espeso velo. . » 1938
100 » de zanja . 1938
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Cuapro Ne 8. — Lista de los cultives estudiados

77

Grupo I
No - ) a
de orden Denominacién Origen de af;;l;ienbo

i 25- 1-1 Agua de tacho herrumbrado . . . . . 29-V1-936

2 28- 2-1 » » » o L. . . »

3 2S- 2-2 » » » > e .. »

4 2S- 4-1 » » » » »

5 2S- 4-2 » » » > »

6 2S- 4-3 » » » » »

7 2S- 5-1 » » » > L. »

8 2S- 6-1 » » » » »

9 2S- 6-2 » » » > L. >
10 2S- 7-1 » » » > L. »
11 2S- 8-1 » > » » >
12 2S8- 8-2 » » » > L. »
13 2S- 9-1 » > » > >
14 2S- 9-6 » » » » N »
15 60-12-1 Charco orillas rio (San Isidro) . . 5-11-938
16 60-12-2 » » » » » »
17 60-12-3 » » » » » »
18 60-12-4 » » > » » »
19 60-12-5 » » » > » »
20 60-12-6 » » » » » >
21 60-16-1 » > > » » »
22 60-16-2 > s s > >
23 60-16-3 » » » » » »
24 60-16-4 » » » » » »
25 60-16-5 > » » » » >
26 60—1 8— 1 » » » » » »
27 60-18-2 » » » » » »
28 60-18-3 » » » » » »
29 60-18—4 » > » » » >
30 60-20-1 » » » » » »
3 ]. 60-20-2 > > > » » »
32 60-20-3 » » » » » »
33 60-20-4 » » » > » »
34 60-20-5 » > » » » >
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Cuapro N° 8. — Lisia de los cultivos estudiados (Continuacion)

Grupo 11
. N‘), Denominacién Origen - F?ch%
de oraen de aislamiento
35 10-2- 3-2 Agua estancada . IX-936
36 10-2- 3-4 » > PR »
37 30-5- 5-1 Tierra . >
38 30-5- 8-2 > R »
39 30-5-10-2 » e e e e e e e e e e e e »
40 33- 6-4 Agua rio (Hudson) . . . . . . . .. V-937
41 34- 1-2 » charco (Hudson). . . . . . . . »
42 34- 1-3 » » > oo e e e »
43 34- 14 > » Y e e e e e e »
44 34- 1-5 > > e e e e e e >
45 34- 1-6 > » P e e e e e >
46 34- 1-8 > > > e »
47 35- 5-3 Tierras ferruginosas (Corrientes) Vi-937
48 37- 1-1 » > » »
49 37- 12 » > » N
50 37- 1-3 > » » »
51 37- 14 » > >
52 37- 1-5 > > » »
53 7- 2-1 » »
54 37- 2-2 » > » »
55 37- 24 > > > >
56 37- 74 > » > >
57 38- 3-1 Agua estancada . . . . . . . . . . VII-937
58 38- 3-2 » » »
59 38- 3-3 » P e e e e e e »
60 38- 3-4 > » L e e e e e »
61 38- 4-1 » > »
62 38- 4-2 » > >
63 38- 4-4 » » »
64 38- 4-5 > > »
65 38- 5-1 » > e e e e e e e »
66 38- 5-2 > S e e e e e »
67 38- 5-3 > > >
68 38- 5-4 » > e e e »
69 38- 5-5 > > >
70 39- 4-2 > S e e e e e e >
71 39- 4-3 » > »
72 39- 4-4 > 3 L e e e e e e >
73 39- 4-5 » P e e e e e e e e »
74 39- 4-6 » > e e e e »
75 39- 5-1 > » >
76 39- 5-2 > » »
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Cuapro Ne 8. — Lista de los cultivos estudiados. (Continuacion)

Grupo II (Continuacion)

N NOJM Denominacién Origen Z.Fecha?
de orden de aislamiento
77 39- 5-3 Agua estancada VII-937
78 35- 5-4 > > »
79 39- 5-5 » > »
80 39- 5-6 » » »
81 39- 5-7 » » »
82 39- 7-1 > » »
83 39- 7-2 > > »
84 39- 7-3 » > e e »
85 39- 7-5 » N
86 39- 7-3 » > »
87 40- 1-2 Tierra ferruginosa . VII-937
88 40- 1-4 > » >
89 40- 1-5 » » »
90 40- 2-2 > » »
91 40- 2-3 » » N
92 40- 24 » » »
93 40- 2-5 » > »
94 40- 5-1 » » »
95 40~ 5-2 » N
96 40- 5-3 > » »
97 40- 5-4 » » »
98 40- 5-5 » » »
99 40- 8-1 » » »
100 40- 8-2 » » »
101 40- 8-3 » » »
102 40- 8-4 » » »
103 40- 8-5 » » »
104 48- 8-6 Agua ferruginosa VII-937
105 40- 8-7 » » »
106 40- 9-1 » » »
107 40- 9-2 » » »
108 40- 9-3 » > »
109 40- 9-4 » » »
110 40- 9-5 » » »
111 42- 5-3 » » »
112 42- 5-5 » » »
113 42- 5-6 » P e e e e e e »
114 42- 5-7 » P e e e e e e e »
115 42 6-2 > > »
116 42- 6-4 » » »
117 42- 6-6 » P s e e e e e e e »
118 42- 8-4 » P e e e e e e e e e »
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Cuapro Ne° 8. — Lista de los cultivos esiudiados (Continuacién)

Grupo II (continuacién)

de 1ci'den Denominacién Origen de aﬂ?::iento

119 43- 3-1 Agua ferruginosa VII-937
120 43- 5-1 » » »
121 43- 5-3 > > »
122 44- 2-3 » » »
123 44:— 3-2 > > »
124 44- 3-3 » » »
125 44- 3-4 » > >
126 44- 4-1 » » »
127 44- 4-3 » » >
128 44. 4-4 > » »
129 44- 4-5 » > >
130 44- 5-1 » » »
131 44- 5-2 > » »
132 44- 5-3 » » »
133 44- 6-3 » » »
134 45- 2-3 » » »
135 45- 3-1 » » S
136 4:5- 3-2 » » »
137 45- 3-4 » » »
138 47- 1-1 » » »
139 47- 1-2 > » »
140 47- 1-4 » > e >
141 47- 8-1 Agua fuente ferruginosa . 8-VIII-937
142 47- 8-3 » » » >
143 47- 8-5 » » > oo >
144 51- 6-1 Agua estancada orilla rio (Delta) . . . 5-X-937
145 51- 6—3 > » » » » »
146 52- 3-1 »  filt. del suelo. Orilla rio »
147 52- 5-11 » > » » » » »
148 52- 6-1 » » » » » » N
149 52- 6-4 » > > » » » »
150 52‘ 7—1 » » > » » » »
151 52- 7-2 » > 0> > » » »
152 52' 9‘1 » » » » » » »
153 52- 0-4 » > » > » » »
154 53- 1-5 »  estancada orilla rio »
155 55- ]"2 » » » p! »
156 55- 2-1 > » » > oo »
157 55- 2-2 » » » » »
158 55- 2-3 » » » > L. »
159 57- 6-1 » de arroyo (Delta) . . . »
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Cuspro No 8. — Lista de los cultivos estudiados (Continuacion)

Grupo II (continuacion)

Ne Denominacién Origen Fecha
de orden de aislamiento
160 80- 2-2 Charco orilla rio (San Isidro) 5-11-938
161 60- 2-3 > > » » » »
162 60- 2-4 » » > > » N
163 60- 5-2 « « « » » »
164 60- 5-4 » » > » » »
165 60-13-2 » » » » » »
166 60-15-1 » > » » » »
167 60-15-2 » » » » N »
168 60-15-3 > » » » » N
169 60-15-4 » » » > » »
170 60-21-1 > » » » » N
171 60-21-2 » » » » » »
172 60-21-3 » » » » » »
173 60-21-4 » > » > » »
174 60-21-5 2 » » » » >
175 60-21-6 > > >
176 60-21-7 » » > » » »
177 60-21-8 » > » » N
178 60-21-9 » » » » 5 N
179 60-21-10 > » » » » N
180 61-11-1 Agua charco Ne 2. . . . . .. >
181 61-1 1-2 » » » » »
182 61-12-2 » » » 2 »
183 61123 | > s s ,
184 61-12-4 » > » 5
185 61-12-5 > > s 2. L. »
186 61-14-1 » » P s
187 61-14-2 » » > 20 e e »
188 62- 4-1 Barro ferruginoso . . . . . . »
189 62- 4-3 » > »
190 62- 9-1 > » N
191 62- 9-3 » » N
192 62- 9-4 » > . »
193 62- 9-5 > S s
194 62- 9-6 » s ,
195 62- 9-7 > > L L e e e »
196 62- 9-9 » L e e e e e e e »
197 62-10-2 » > »
198 62-10-3 » » »
199 62-10-4 > > »
200 62-10-6 » S >
201 62-13-1 » S e N
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Cuabpro N° 8. — Lisia de los cultivos estudiados (Continuacion)

Grupo II (continuacion)

R No, Denominacién Origen . _Tt??cha.
de orden de aislamiento
202 63-10-1 Agua ferruginosa . . . . . . . . . 9-11-938
203 63-10-2 > > »
204 63-10»3 > > »
205 63-10-4 » » »
206 63-10-5 » » »
207 63-10-8 » » »
208 63-10-9 » > »
209 63 10-10 » > »
210 63-10-12 » » »
211 63-11-12 » » »
212 63-11-3 » » »
213 63-11-4 > » >
214 63-12-1 » » »
215 63-12-2 » » N
216 62-12-3 » » »
217 63-12-4 » » »
218 63-12-5 » » »
219 63-13-2 » » »
220 63-13-1 » »
221 63-16-1 > » »
222 63-16-4 » » »
223 63-16-5 » » »
224 63-17-2 » » >
225 63-17-3 » » »
226 63-17-4 » N »
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Cuapro Neo 8. — Lista de los cultives estudiados (Conclusién)

Grupo 11T
No n . . l Fecha
de orden +eROmInATIon f Crigen de aislamiento

227 36-1-1 Tierra de jardin. . . . . . . Vi-gar
228 36-1-2 » » > »
229 36-1-4 » > » N
230 36-1-5 > > » N
231 36-1-6 » » » »
232 36-3-5 » » » »
233 36-3-2 » » > >
234 36-3-4 » > > >
235 36-3-5 » » > oL »
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 26-5-1 Tierra ferruginosa (Corrientes) . VIi-938
243 36-5-2 » > » »
244 36-5-3 » > »
245 36-5-4 > > > »
246 36-5-5 » » » >
247 36-6-1 » » » >
248 36—6—2 > > > »
249 36-6-3 » » » >
250 36-6-4 » » » »
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 THCNICAS EMPLEADAS
MEDIOS DE CULTIVO

wierinnal .
riginal de

<
=
C
s
<
=9
)
o

. - o ifipan
Mosto de malta: Se ha preparadc modifican

HENNEBERG (14):

Harina de malta (secada y libre de raices,
mmmmmmm

aEN
. . . LIV
Agua corriente . . . . . . . . . . . . . 1.000 cc.

Se calienta el agua a 59°C, se le agrega la malta y se mantiene a bafio marfa
45° C durante media hora con el fin de poner las diastasas en libertad; se aumenta
luego la temperatura hasta 58°C o 60° C, tardando para esto media hora. Se
mantiene esta temperatura durante dos o tres horas para que se efectde la saca-
rificacién del almidén. Al cabo de este tiempo se prueba la reaccién con iodo; si
todo el almidén s ha transformado, no dard coloracién azul; de lo contrario, se
prolonga por un rato mds a esa temperatura hasta que todo el almidén se haya
sacarificado. Al final se pasa todo por un lienzo para separar la parte sélida del
liquido, se le agrega lusgo una clara de huevo batida con un volumen igual de
agua y se lo lleva al autoclave durante una hora a 100° C para precipitar. Se filtra
por papal y se toma la densidad con un escarimetro, diluyéndose luego a 10° Brix.
Sele agrega 2 % dz= azar lievandoselo nuevamente al autoclave a 100° C para fundir
el azar. Se filtra por papel, se distribuye en tubos y se tindaliza durante tres dias

a 100° C.

Medio de BusGEN:

Extracto de carne . . . . . . . . . . 0,5 gr.
Agua . . . . . . . .. .. ... .. 1000 cec

Disolver en caliente el extracto de carne, filtrar por papel y repartir en tubos de
ensayo. Hsterilizar a 120° C durante 15 minutos.

Al caldo preparado de acusrdo al método anterior se le agrega 10 gr. de agar
cortado en pedazos pequefios. Fundir en el autoclave a 120° C durante 15 minu-
tos. Filtrar por algodén, repartir en tubos como para puncién y esterilizar a
120° C por 15 minutos.

Medio de BUSGEN con carbonato de manganeso: Al medio anterior se le agrega
0,5 gr. de carbonato de manganeso por litro de medio. Entubar agitando cada vez
para evitar que precipite el manganeso. Esterilizar a 120° C durante 15 minutos.

Medio de acetato de manganeso: Se ha preparado modificando la férmula original
de LIESKE:

Acetato de manganeso . . . . . . . . 0,1 gr.
N 10 »
Agua corriente . . . . . . . . . . . . 1000 »

Fundir el agar en autoclave a 120° C y luego se agrega el acetato de manganeso.
Filtrar por algodén y distribuir en tubos por estria. Esterilizar a 120° C. Solidi-
ficarlo en forma de pico de flaura. Una vez solidificado es aconsejable agregar a
cada tubo 1 6 2 cc. de agua estéril para favorecer el desarrollo de los gérmenes.
Colocar en estufa durante dos, tres o cuatro dias para control de esterilidad. Los
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tubos destinados a caja deben ser preparados con una cantidad menor de agar
0,75 %).

Medio de citrato de hierro y amonio:

Citrato de hierro y amonio . . . . . . 0,75 gr.
Agar . . . e e e e e e 10 »
Agua coruente e . . .. .. .. ... 1000 »

Se funde el agar en autoclave a 120° C por espacic de 15 minutos. Se filtra por

= Y- il
algod6n y se reparte a razén de 10 ce. por tubo. Se esteriliza a 120° C durante
15 minutos.

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

En el momento de usar los tubos se le agrega 1 cc. de la solucién de citrato
de hierro y amonio y la cantidad de hidréxido sédico N/10, esteril, previamente
calculada para que el pH sea alrededor de 8.

Puede agregarse el citrato de hierro y amonio después de fundir el agar, lo mismo
que el édlcali necesario, pero como el citrato de hierro y amonio es una sal férrica
que contiene no mucha cantidad de hierro ferroso, al alcalinizar éste se oxida répi-
damente a férrico. Sin embargo por razones de comodidad puede-hacerse, pero en
tal caso conviene tindalizar a 100° C durante tres dias. Los tubos destinados a
estrias, una vez solidificados, debe agregérseles una cierta cantidad de agua como en
el medio del acetato de manganeso.

Caldo comiin de extracto de carne (28):

Extracto de carne . . . . . . . . . .. 3 gr.
Peptona . . . . . . . . .. ... .. 5 »
Agua destilada . . . . . . . . . . . . . 1.000 cec.

Disolver el extracto de carne y la peptona a temperatura de ebullicién. Arreglar
la reaccién del medio a pH 6,8. Precipitar en autoclave a 120° C durante 15 minutos.
Filtrar por papel y distribuir en tubos de ensayo. Esterilizar a 120° C durante 15
minutos.

Agar de extracto de carne (28): Al caldo de extracto de carne y peptona se le agre-
ga 1,2 9% de agar en polvo 6 1,5 9, de agar comercial (en rama). Fundir en autoclave
a 120° C y repartir en tubos destinados a puncién y estria. Esterilizar a 120° C du-
rante 15 minutos.

Medio de peptona y acetato de manganeso:

Peptona (Parke Davis) . . . . . . . . 0,5 gr.
Acetato de manganeso . . . . . . . . 0,1 »
Agua corriente . . . . . . . . . . . . 1.000 cc.

Disolver en caliente la peptona, agregar el acetato de manganeso, verificar la
reaccién, que generalmente no hay necesidad de arreglar porque el acetato de man-
ganeso alcaliniza lo suficiente el medio para que el desarrollo se produzea en buenas
condiciones. Distribuir en tubos y esterilizar a 120° C por 15 minutos.

Exiracto de agar:

Agar (en rama) . . . . . . . . . . .. 20 gr.
Agua corriente . . . . . . . . . . . . . 1000 cc.
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Cortar el agar-en pedazos pequeiios; fundir en autoclave. Colocar en un reci-
piente para que se solidifique. Una vez solidificado, cortarlo en pedazos del menor
tamaifio posible Agregarle 1.000 cc. de agua corriente y colocarlo en la heladera du-
rante varios dias para que no desarrollen gérmenes y pasen todas las substancias
solubles del agar al agua. Se filtra por papel, se reparte en tubos y se esteriliza a.

120° C durante 15 minutos.

Medio maneral de Ligsgs (18):

mang
sédico .
Sulfato aménico
Fosfato bipotdsico
Sulfato magnésico
Agua destilada . .

AAAAA JESPN}
aiie30 \SUL.

106 cc.
0,1 gr.
0,1 »

vestigios
»

900 ce.

El bicarbonato de manganeso se obtiene haciendo burbujear anhidrido carbé-
nico en una suspensién de carbonato de manganeso. Luego se filtra y se agrega

al medio. Se esteriliza a 120°C.

Medio mineral de WINOGRADSKY
Sulfato amdénico
Fosfato bipotdsico
Cloruro sédico .
Sulfato magnésico
> ferroso .

Carbonato magnésico .

Agua destilada . .

®):

D)

0,5 »
vestigios
exceso

1 litro

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

El medio liquido se esteriliza a

REDUC

Medio de peptona nitratada:
Peptona . . .
Nitrato potdsico .
Agua destilada.

120° C.
CION DE NITRATOS
0,5 gr.

1 »
1 litro

Disolver la peptona en caliente, agregar el nitrato potdsico, arreglar Ia reaccién
a pH 8 y esterilizar. Después de i-2-3-4-7 y 10 dias de incubacién se observa la

formacién de burbuja y se invest

iga nitratos.

Reactivo de PETER-GRIESS modificado por ILosvaYy von Irosva (28):

Acido sulfanilico .
»  aeético
Agua destilada.

Alfa-naftil-amina . .
Acido acético
Agua destilada.

Solucién A
8 gr.
300 ce.
1 litro
Solucién B
5 gr.
300 cc.
1 litro
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Para efectuar la reaccién se agrega igual ndmero de gotas de la solucién A y B.
Un color rojo intenso indica la presencia de nitritos.

Reactivo de TROMSDORFF:

Solucién de cloruro de zine al 20 9 100 cc
Almidén 4 or
Toduro de zine 2 »

Agua destilada hasta 1 litro.

Agregar Ia solucién de cloruro de zine hirviente sobre el almidén agitando cons-
tantemente; después que todo el almidén se haya disuelto, se diluye con un poco
de agua destilada. Aniadir el ioduro de zinc y continuar diluyendo con agua hasta
llegar a un litro.

La reaccién se efectda agregando una gota de dcido sulftrico diluido al tercio,
sobre una placa de prueba, tres gotas de reactivo y una gota de cultivo. La colo-
racién azul indica la presencia de nitritos y es debida al iodo puesto en libertad
por los nitritos.

ForMACION DE HIDROGENO SULFURADO

Método de KrigLER (modificado):

Medio de cultivo: Preparar agar-agua y repartir en tuhos a razén de 5 cc. cada
uno. Esterilizar a 120° C. En el momento de usarlo, se licda y entibia el agar y
se le agrega 2,5 cc. de una solucién de glucosa al 0,4 9, tindalizada previamente
e igual cantidad de una solucién de acetato de plomo (bdsico) al 0,2 %, también
tindalizada. Se hacen solidificar de nuevo los tubos después de mezclar bien el
contenido. Se siembra con un hilo de platino, cargado con el material a sembrar
en tres zonas distintas del tubo entre el agar y el vidrio. Después de incubar 1-2-3
o mis dias se observa una coloracién negruzca en caso de que las bacterias hayan
producido hidrégeno sulfurado.

Método de WiLsoN (modificado):

Técnica: A 100 cc. de agar-agua-glucosa al 1 9, agregar 1 cc. de una solucién
al 8,1 9, de cloruro férrico; 0,5 cc. de hidréxido sédico al 12 9% y 5 cc. de sulfito
sédico anhidro al 20 %,. Repartir en tubos hasta mds o menos la mitad. Esterilizar
a 120° C durante 15 minutos. La siembra y los resultados se ejecutan como en el
caso anterior.

FORMACION DE ACETIL-METIL-CARBINOL

Medio de cultwvo. Férmula original: En esta experiencia se usé el medio de cultivo
de VogEs PROSKAUER en su férmula original y 10 veces mds diluida, porque muchas
cepas se resistian a desarrollar en un medio con tanta materia orgdnica.

Peptona . . . . . . .. ... L. 5 gr.
Glucosa . . . . . . . . . ..o ... 5 »
Fosfato bipotdsico . . . . . . . . . .. 5 »
Agua destilada. . . . . . . . . . . . . 1000 cc.

Se calienta a la llama directa durante 20 minutos y agitando de tiempo en
tiempo las sustancias mencionadas disueltas en 800 cc. de agua. Se filtra por papel,
se enfrfa a 20° C y se diluye a un litro. Se reparte en tubos a razén de 10 cc. cada



88  HSTUDIO PISIOLOGICO Y SIST. DE ALGUNAS Chlamydobacteriales

uno y se esteriliza por tindalizacién 20 minutos a 100° C durante tres dias con-
secutivos.
Otra férmula que se usé fué la siguiente:

Extracto de agar. . . . . . . . . . . . 1.000 cc.
Glucosa . . . . . . . . . ... 1 gr.

Se siembra y se incuba por 3 6 5 dias a 28° C. Después de este plazo se le agrega
a 5 cc. de cultivo un volumen igual de hidréxido potdsico al 10 %,. Dejando los
tubos en reposo durante una noche, a estufa de 37° C, la aparicién de una colo-
racién rojiza indica la presencia de acetil-metil-carbinol, formado como producto

de transformacién de la glucosa.

REACCION DEL INDOL

Reactivo de Kovacs:

Para-dimetil-amino-benzo-aldehido . . . . . 5 gr.
Alcohol amilico. . . . . ... . . .. 75 cc.
Acido clorhidrico concentlado s .. ... 260

Se disuelve en bafio maria a 50-60° C el aldebido en el alcohol amflico, se enfria
Ia solucién y se le agrega el 4cido clorhidrico tratando de enfriar a medida que es

caliente la solucién.

A un cultivo de 3 6 4 dias en el medio indicado, se le asrega unas 25-30 gotas
del reactivo, se agita suavemente v se deja reposar para que se separe la capa de al-
cohol amilico que en presencia de indol aparece de color rojo intenso.

Pero més especifica para indol es la modificacién de GORE con la técnica de
ErvicH. Se moja la parte inferior del tapén de algodén, que esté bien seco v blando,
del tubo de cultivo que se va a investigar indol, con 4-6 gotas de la solucién. A

dada a continuacién y 4-6 gotas de la solucién B.

Solucién A

Para-dimetil-amino-benzo-aldehido . . . . . 1 gr.
Alcohol etilico . . . . .58 . . . 95 cc.
Acido clorhidrico concentrado e e ... 20 >

Solucién B

Persulfato de potasio (solucién acuosa saturada). '

En la parte inferior del tapén del tubo se colocan 4 6 5 gotag de la soinedn

Ay 4 6 5 de la solucién B.
El tapén se introduce en el tubo hasta 2 cm mds o menos de la superficie del

cultivo. Manteniendo el tubo en posicién vertical, se coloca en un bafio maria
en ebullicién, tratando siempre de no mojar el tapén. Después de 15 minutos, si se
ohserva una coloracién roja intensa en el tapén, indica la presencia del indol, que
es voldtil. Otras substancias afines pero no voldtiles como el alfa-metil-indol, por

ejemplo, no dan reaccidn.
T#CNICAS DE COLORACIONES

Estas técnicas fueron copiadas del Manual of Methods for Pure Culture Study of
Bacterias de la Society of American Bacteriologists. Committee on Bacteriological
Technic. Geneva, New York, 1937.

Vol.IX N° i



Setbre. 1939 Maria S. CATALDI 89

Fucsina de ZIBHL: para coloracién simple. La férmula y la técnica de prepara-
cién se dard mds adelante, en el método ZierL-NEBLSEN para 4cido-resistencia.

Azul de metileno (solucién acuosa):

Azul de metileno . . . . . . . . . . . .. 1agr
Aleohol (95 %). . . . . . . . . . . . . . 10 cc.
Agua destilada . . . . . . . . . .. . .. 90 »

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

Técnica: Después de fijar el preparado por el calor se colorea durante un minuto
con el colorante, se lava con agua, se seca y se observa con inmersién.

Solucién acuosa de nigrosina (para preparados negativos):
Nigrosina . . . . . . . . . . . .. .. 0,1 gr.
Agua destilada. . . . . . . . . . ... 100 >

Se mezcla y se filtra por papel.

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

Coloracién de Gram (modificacién de HUCKER):

Solucién A

Cristal violeta (con 85 %). . . . . . . . 3 gr.
Alcohol etilico (95 %) . . . . . . . . . . 25 cec.

Solucién B

Oxalato de amonio . . . . . . . . . .. 08 gr
Agua destilada . . . . . . . . . . . .. 8 cc.
Mezclar las soluciones A y B.
Lugol
Jodo . R 1 gr.
Toduro de potasio . e 2 »
Agua destilada . . . . . . . . . . . .. 300 cc.
Colorante de contraste

Safranina (2,5 9, sol. en 95 9, de alcohol eti-

lico) . . . . .. .. .. ... ... . 10 ce.
Agua destilada . . . . . . . . .. ... 100 »

Técnica: Después de fijado el preparado se colorea con cristal violeta durante
un minuto, se lava con agua y se trata el preparado con solucién de lugol por un
minuto. Decolorar con alcobol etilico de 95 9, durante 30 segundos y colorear con
el colorante de contraste por 10 segundos. Se lava, seca y observa con lente de in-

mers.én.
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Método de Gram (mod.ficado por KOPELOFF y BEERMAN).

Soluciéon A

Violetade genciana o cristal violeta . 1 gr.
Agua destilada . . . . . . . . . . . . . 100 ce.
Solucién B
Bicarbonato sédico. . . . . . . . . . .. 1 gr.
Agua destilada . . . . . . . . . . . . . 20 ce
Lugol
Todo . . . . . . ... 2 gr.
Solucién de hidréxido sédico N/1 . . . . . 10 cc.

Agua destilada hasta 100 cc.

Colorante de contraste
Fuesina bésica . . . . . . . . . . . .. 0,1 gr.
Agua destilada . . . . . . . . . . . .. 100 cc.

Técnica: Fijar el preparado y colorear 5 minutos con una mezcla de las soluciones
A y B, en la proporcién de 1,5 ce. de la solucién A y 0,4 ce. de la solucién B. Lavar
con lugol, renovando y haciendo actuar 2 minutos. Eliminar el liquido y sin lavar
secar. Decolorar con acetona 100 9, dejando caer el liquido gota a gota sobre el
preparado hasta que no se decolore (por lo general esto se cumple en un tiempe
menos que 10°segundos. Secar al aire y colorear con el colorante de contraste
durante 10 a 30 segundos. Lavar con agua, secar y observar con lente de inmersién.

Método de 71EBL-NEELSEN para deidorresistencia:

Solucién A

Fucsina bésica (90 9, de contenido) . . . 0,3 gr.
Alcohol etilico (95 %). . . . . . . . . . 10 ce.
Solucién B
Acido fénico . . . . . . . . .. .. .. 5 ar
Agua destilada . . . . . . . . . . ... 95 cc

Mezclar las soluciones A y B.

Técnica: Fijar el preparado y colorear con una mezcla de las soluciones A y B
filtrada durante 2 6 3 minutos en caliente o durante 15 minutos en frio. Lavar
con agua, decolorar con una mezcla de alcohol etilico de 95 9% v 3 % de 4cido.
clorhidrico. Lavar con agua y colorear con una solucién acuosa de azul de metileno
Lavar y secar. Observar con objetivo de inmersién. Las bacterias dcidorresistentes
aparecerdn de color rojo. Las no dcidorresistentes de color azul.

PREPARADOS EN CAMARA HUMEDA

Método de FORTNER modificado por SORIANO: Este método fué usado por el autor
para el estudio morfolégico de levaduras, y resulté perfectamente adaptable para
este grupo de bacterias filamentosas.

Un portaobjeto de una sola excavacién (modelo Koca de 16 mm. de didmetro),
bien desengrasado, se esteriliza a la llama y se deja enfriar con la excavacién hacia
abajo. Es cémodo apoyar un borde en una pipeta PASTEUR esterilizada.

Vol.IX N° 1
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Con un pincelito pequefio embadurnado con vaselina fundida (puede hacerse
esto a la llama veladora de un mechero) se dibuja un aro alrededor de la excavacién
del porta.

Se toma un cubreobjeto cuadrado (18 X 18 mm.), se lo desengrasa, y sostenién-
dolo por uno de sus vértices con una pinza CORNET, se lo esteriliza a la llama. Se
deja enfriar con la superficie estéril vuelta hacia abajo.

Sobre la parte estéril del cubre, se vierte una gota de agar nutritivo fundido y
entibiade a 60°. Esto puede hacerse con ayuda de una pipeta o directamente
con el tubo de agar.

El cubre, sostenido verticalmente, permite eliminar el exceso de agar que se
acumula en uno de los vértices, apoyando éste sobre una caja de PETRI estéril.

Una vez solidificado 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 excavacién del porta sin tocar la vaselina. Luego se
coloca sobre el porta apretando un poco para hacer un cierre hermético que evite la
entrada del aire y con ello la desecacion del preparado.

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

Hecho esto, el preparado estd listo para incubar.

Todos estos movimientos deben hacerse con la mayor rapidez posible, para
evitar que se infecte el preparade.

Cultzvos de adhesion. Método de LiNDNER: Se preparan los portas y 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 cultivo estéril, tratando de que no sea muy convexa para evitar
que toque la excavacién del portaobjeto.

Se siembra con una pipeta PAsTEUR 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 portacbjeto y 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 ban sido lo suficientemente satisfactorios como se
esperaba. Posiblemente la causa de ello ha sido casi exclusivamente la naturaleza
del material, que siendo filamentoso y con vaina, resulta muy dificil romper los
filamentos y dejar células sueltas. :
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CONCLUSIONS

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

1. — WiNnoaraDsEY’s medium composed of boiled hay and ferric
hydroxide is a good medium to obtain enrichment cultures of Lepto-
thriz ochracea. The substitution of ferric hydroxide by manganese
carbonate advised by MoLiscs is convenient.

2. — Isolation of the Leptothriz species including Leptothria ochra-
cea in pure culture was obtained with different solid culture mediums,
described in the study; the best results were obtained by one com-
posed of agar, water and ferric-ammonium citrate.

3. — Sphaerotilus dichotoma was also isolated in Busaen’s medium
with 0,59/ meat extract.

4. — Methods of direct observation in moist-chamber, adhesion
cultures and agar films have given satisfactory results for the morpho-
logical study of this group of bacteria.

5.— The physiological study has confirmed that: the studied
strains cannot develop in completly mineral media, presence or
absence of iron or manganese does not seem to influence the quantity
or quality of development, oxidation of manganese salts takes place
even with dead cells and complex substances are employed for their
metabolism, among which preferably peptone.

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

7.— The morphological and physiological study of 255 strains
isolated allowed us to group them in 5 species described in the study.

SUMMARY

In this study a relation is made of the results of the physiological
and systematic study of some Chlamydobacteriales, a group of the
Schizomycetes which main characteristic is the presence of a sheath.

Representatives of this group were described by Kutzing in 1833
and 1843, Coun in 1870, Zorr in 1882 and others.

WiNoGraDSRY in 1888 studied some of their forms and named
them Iron bacteria because of their affinity with this metal. In his
experimental study, he deducted that in similarity with green plants
they could live and develop in absence of organic substance, the
synthesis of carbonated substances starting from the carbon dioxide
of the air. He succeded in cultivating them in crude cultures with
boiled hay and ferric hydroxide.

Vol.IXN° 1



Setbre. 1939 Marfa S. CaTarnpr 93

BusceN in 1894, cultivated and isolated Sphaerotilus dichotoma
in pure culture; Moriscu in 1910 and Lizsxz in 1911 obtained the
first pure cultures of Leptothriz ochracea from natural iron sources
in organic media. MoriscH 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 WINOGRADSKY’s theory.

Specimens of different sources were employed in this investiga-
tion to establish the possible relation between the forms of life of
these bacteria and their habitat. '

All the specimens (100) were taken in sterilized flasks submitted
to a microscopical examination and sown in several culture media.

Of the enrichment cultures tested the best result was obtained
with boiled hay at 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,
specially in the Leptothriz species was a complicated task at the
beginning as safe isolation mediums in pure culture were ignored.

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

Lieskr’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
19/y and 0,75 %/4 of ferric-ammonium citrate.

Isolation of Sphaerotilus dichotoma was also obtained in the
previous medium and in Buseen’s agar (0,5 9/ meat extract and

1 9, agar).
A total of 255 strains were isolated and later identified as:

Sphaerotilus dichotoma (Coun) Micuna (1900.
Leptothriz ochracea Kurzing 1843.

Leptothriz sideropous (Movriscr) 1910.
Leptothriz crassa CEHOLODNY 1926.

One of the forms was recognized as a new species for which the
name of Leptothriz 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 observéed on PrrTrr dishes
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and agar strokes using peptonised water plus manganese acetate
and BusaeN’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 evi-
dence the influence of different agents on the studied germs.

At the same time an investigation was made on their develop-
ing capaci ity 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 acetate as the manganese salt, in the following propor-
tions: peptone 0,5 %/, manganese acetate 0,1 9/q.

Sphaerotilus dichotoma develops very well in meat extract 0,5 /4
(BusGEN’s medium).

The tests with mineral media gave negative results although
Lieske’s mineral medium for Leptothriz ochracea was tried and all
possible causes of mistake foreseen.

In certain cases, the Fer‘f}" salt and manganese are favourable
to the development of these bacteria, in others their action is nega-
tive and in others they seem harmful.

Tn these experiments in pure cultures, iron has never been oxidised
by these bacteria, while manganese 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
ig effected at a pH greater than 6,8 and at that point ferrous salts
are so unstable that they are 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
MouviscH, Baas-BakiNg and PARK.

The other physiological investigations were: the determination of
the carbon-dioxide influence, temperature, relation with oxygen, me-
dium reaction, power of reduction of nitrates, formation of hydrogen
sulphide, acetyl-metyl-carbinol and indol, gelatine liquefaction, spo-
rulation ability and influence of light. The results of these investiga-
tions which allowed the identification of the previously mentioned
strain are grouped in a special chapter.

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

LAmina No 1. — Sphaerotilus 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 puro, vistos con gran aumento 1200 X



Limina No 2. — Leptothriz ochracea
1 - Colonia en agar citrato de hierro y amonio 150 X. — 2 - Borde de colonia 100 X. — 3 - Borde de colonia 1000 X. — 4 - Aspectos de los filamentos con
vainas impregnadas con manganeso 560 X.
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LAMINA III
Arme M. S. CaTanpI

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

LAyina Ne 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



REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO
Tomo IX, N° 1, SETTEMBRE 1939

Limina No 4. — Leptothriz sideropous

1. — Colonia en superficie 250 X
2. — Borde de colonia.
3. — Aspecto de los filamentos con su disco de adhesién,

LAMINA IV
ArTo M, S, CATALDT



REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICG
Toxo IX, N¢ 1, SETIEMBRE 1939

LAmINA Ne 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

LAMINA V
ArTo M. 8. CATALDI




REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO ) LAMINA VI
Toxo IX, No 1, SETTEMBRE 1939 ) ARmo M, 8. CATALDI

Limina No 6.

1. — Sphaerotilus dichotomus 1300 X
2. — Aspecto que toman algunos preparados, en cédmara htmeda, de Sphaerotilus dichotomus
después de 24 horas.



REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO B LAMINA VII
Tomo IX, N 1, SETIEMBRE 1939 ARrT® M. S. CATALDI
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1. — Leptothriz ochracea, 1300 X
2. — Leptothriz crassa, 1300 X



REV. INSTITUTO BACTERIOLOGICO ' LAMINA VIII
Toxo IX, N¢ 1, SETIEMBRE 1939 : ) ART? M, S, CATALDIL

LAmINA No 8,

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



LAMINA IX
ArT? M. S. CATALDI

REV. INS TITUTO BACTERIOLOGICO
Toyo I3, N¢ 1, SETIEMBRE 1939

.—e.'

LAimina No 9, — Filamentos con sus respectivas vainas.

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

¢. — Leptothrix crassa.

d. — Leptothriz sideropous.

e. — Leptothriz winogradskis.
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