ARS PHARMACEUTICA

REVISTA DII LA FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD DE GRANADA

TOMO | Nim. 6 Neviembre-Diciembre, 1960

.2 d . s .
Redaccién y Administracién: proc. 4. caso TorRES
PROF. J. M. SURZ, OR. J. THOMAS, SR. DEt REAL.
FACULTADO OE F AABMACIA,. —GRANAOA (ESPARNA)

UNIVERSIDAD DE GRANADA

BRECTOR DE 1A UNIVERSIDAD
Pror. Dr. EmiLio Mufoz FernAnDEZ

V1CR-RECTOR
Pror, Dr. J. M.* CrLAavERA ARMENTEROS

FACULTAD DE FARMACIA
TITULAKES ~ |

Pror. Dr. A. Hovos ok CasTro. Decano. Mineralogia y Geologia.
> » J. Dorronsoro Veriia. Vicedeceno. Quimica inorganica, anali-
tica y aplicada.

» J. Caso Torees. Farmacognosia 1 y 1I.
» V. CarLrao Fameecar. Microbiologia 1 y 11.
n » J. M.®» Ciaveea ARME~NTEROS. Técnica Fisica y Fisicoguimicu
(Encargado de Bromatologia e Historia).
» » D. Guevara Pozo. Parasitologia.
» » J. M. Mukoz Meoina, Botdnica I y 1I.
» » L. Recawpe MarTinez. Fisiologia Vegetal.
» » J. Saenz pE Buruaca ¥ Sancaez. Quimica orgamica I y II.
» » J. M. SuNE Arsussi. Farmacia Galénica y Técniea Profesional

v legislacién,
» » G. \apexa Mosquera. Fiaiologia Animal.
ENCABGADOS
De. M. Mo teoriva Heenanoez, Bioquimica 1 y II.
» R. Garcia Virsanova. Anilisis Quimico,
PROFESORES ADIU T0S

De. M. Axumapa. Dr. L. J. Anias, Dr. E. Esiesan, Dr. R. Garcia ViLLaNovAa
Dzr. J. L. GGuaroiora, Dr. F. Mascané, Dr. M. MonteoLiva, Dr. F. Peris
Dz. A. Serrano, Dr. J. Tromas, Dr. J. Vicarav.



La responsabilidad de los conceptos
expuesios en los trabajos no incumbe a
la Redaccion de la Revista sino a sus
respectivos Autores.

Depasito legal Gr. 17-1960

ARTES GRavicAS RAFRA . P. de Tecjeiro, 1 - Teléf. 23947 . Granada



Trahajos 01'iginalcs de la Facultad

CATEDRA DE MICROBIOI.OGIA
Prof. Dr. V. CaLLAO

Ars. Pharm., 1, [2.° 6), 1960

Estudio de la diferenciacion antigena del género
AZOTOBACTER

por
MANUEL ORTiZ OLIVER

De eutre los diferentes tipos de microorganismos, fijadores de N
atmosférico, las especies del género Azotobacter son los mas activos, no
tanto por su capacidad fijadora, sino por su presencia constante en todos
los suelos, aguas y su amplia distribucién.

El conocimiento que se tiene de los caracteres bioquimicos y bacte-
riol6gicos de este germen es imperfecto y confuso, razén por la que no se ha
podido lograr hasta el momento una clasificacién universalmente aceptable,
va que aquellos caracteres son tan semejantes para todos los Azotobacter co-
gocidos, que no permiten establecer una clasificacion en especies satisfac-
torias.

El presente trabajo se orienta precisamente a tratar de descifrar la
constitucion antigénica de este género, a base de demostrar :

La existencia constante en las especies de Azotobacter de uma o va-
rias fracciones antigénicas bien definidas.

Relacion existente entre las especies comunmente descritas y admiti-
das en lo referentc a dicha constitucién.

Por 1iltimo, v si los datos encontrados lo permiten, llegar a la crea-
cién de Grupos Seroldgicos de Azotobacter, a partir de los cuales esbozar
una clasificacién antigénica de este género, del mismo modo que en el caso
de los Salmonellas, Neumococos, etc.. la clasificacion antigénica vino a re-
solver el estado de confusion existente.

La clasificacion de Bergey solamente sefiala un género y tres especies
cada una de las cuales con categoria de género :

Az. Chroococum en el que incluve a los fijadores aerobios de N, no
simbiéticos y formadores de pigmento pardo a negro, insoluble en agua ¥
en los disolventes de las grasas.
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Hay razones para suponer que esta especie es una tribu o siquiera
una especie colectiva.

Az. Agile, distinto del anterior por su pigmento verde fluorescente,
su intensa movilidad, su aspecto monadiforme, y no presentar ciclo evoluti-
vo, ni formaeion /e quisles.

WINOCRASK]I eu 1936 y recientemente JENSEN V. proponen formar
con éste y los Az. Vinelandii, Macrocytogenes e lusigne de otras clasifica-
ciones, un nuevo género, el AZOMONAS,

Az. Indicum en el que incluye a los restantes, no formadores de nin-
guna clase de pigmento visible, bacilarcs y tolerantes para la acidez, con
globulos de grasa en sus células.

PocHoN y BanrJac en su clasificacion forman con éste y el Az. Beijerin-
kia de L.iPMAN un nuevo género, BEIJERINKIA,

II. Material y Métodos
A) Aislamiento

Se ha considerado fundamental disponer de una colecciéon de Azeto-
bacter de diversos origenes, y para ello hemos comenzado por aislar hasta
237 cepas de los mismos, a partir de suelos y aguas de la Vega y Sierra
granadinas. il

Para los aislamientes a partir de tierras se ha adoptado el de creci-
miento expontaneo sobre placas de tierra, segiin el modo de WiNoGRADSKI.

Para los aislamientos a partir de aguas utilizamos la sigviente solu-
cién nutritiva del mismo autor :

Fosafto monopotésico PO4H,K 1 g.
Fosfato dipotasico PO4HK, 0,2 g.
Sol. de Molibdatoe sédico 1 % MoO4Na2 2 °
Cloruro sodico CINa 0,4 g
Sulfato magnésico SO4Mg 0.6 g.
Sol. de Cloruro férrico 1 % CI3Fe 3 gotas
Sol. de Sulfato de Manganeso 1 % SO4Mn 2
Solucién Humica 2l &
Agua de la fuente c. s. 1.000 c.c.

El presente medio lo utilizamos en matraces con 30 c.c. del mismo,
anadides de 0,1 g. de carbonato cilcico y como fuente carbonada, 0,1 c.c.
de etanol o butanol, o bien 100} mgs. de butirato cilcico, acetato calcico,
manita o glucosa.

El agua, objeto del aislamiento, se siembra en éste de forma que
quede diluido cincu veces.

En ambos tipos de aislamientos (tierras y aguas) después de incuba.
cién a 28° no se censigue un crecimiento exclusivo de Azotobacter, y para
llegar a un total aislamiente es necesario resembrar en una placa de tierra



Ass PraRMACRUTICA 355

estéril, en cuva superficie se trazan varias ravas con el hilo recto de plati-
no, humedecido en una suspensién en solueidn salina del barniz microbiano
obtenido en el primer caso, o directamente del matraz de crecimiento en el
caso de aislamiento a partir de aguas.

B) Conservacién y medias de cultive

I.a conservacion de los gérmenes aislados se realiza en tubos de ensa-
vo con tierra manitada al 2 % v fosfatada al 0’2 % inclinada v alisada su
superficie con espatula v debidamente esterilizados.

La siembra e incubacion en estufa a 28° orizina a las 48 horas las co-
lonias caracteristicas.

Estos tubos se conservan a temperatura ambiente, en lugar oscurd
de preferencia, y ile este modo acaban por desecarse la tierra v las colonias
lo que favorece extraordinariamente su conesrvacion, y no es necesario efee-
tuar resiembras peridodicas, salvo en las eslirpes no enqguistables, v lo que es
mas importante, queda inhibido el desarrollo (e los comensales oligonitréfi-
los, que constantemente acompaiian al Azotobacter.

Para conseguir un cultivo a partir de esta semilla, hasta raclar la su-
perficie de la tierra con asa fuerte v suspender la peaueiia cantidad de tie-
rra adherida, en un tubo con medio liguido adecuado, la solucién nutritiva
de WinocRraDsKI, diluida al 1/3, o hien en un tubo cou Medio Base 77 de
0. N. ALLEN, v que es el que utilizamos generalmente para el cultivo de!
germen y cuya composicion por litro es la siguiente:

Fosfato dipotacico ro,HK, 0.5 g.
Sulfatr magnésico SOMg 0.2 g,
Clorure sodico CINa 052" lery
Cloruro férrico ClyFe inlicios
Sulfato manganoso SO«Mn indicios

Este medio puede solidificarse por adicion de 2,5 % de agar-agar.

En casos especiales, para conseguir un germen en la primera fase de
su desarrollo, en la cual presentan un determinado antigeno, que desapare-
ce en las fases posteriores, hemos utilizado como medio de culitvo sdlido,
el silicogel, impregnado de la solucion nutritiva de Winocrapski, diluida
al 1/5 v con etano! como fuente carbonada.

Este medio de cultivo es de muv buenos resultados, v su uso no lo
hemos generalizado por lo laborioso v largo e su preparacion.

Se trata de nn gel de silice. preparalo con ignales cantidades de C1H
de densidad 1,1 v solucion de silicato sédico o potasico de densidad 1,06
que bien mezcladas en 1a misma placa de Tetri. solidifica a las pocas horas:
entonces hay que someter las placas a una dialisis en agua corriente, hasta
desaparicion e la fuerte reaccion del iou cloruro, operacion que dura tres
dias como minimo.
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Este gel de silice se convierte en medio (e culiivo si ahora lo cubri
mos con el 5 % de su volumen de [u solncion nutritiva de WINOCRADSKI,
operacion que exige otro dia de espera.

Por 1iltimo. la esterilizacion del medio de silicorel no ronviene rea-
lizarla al autoclave por el elevado porcentage de placas que se inutilizan.
Es preferible realizar su esterilizacion eu la camara asépticy de cultivos, por
medio de la radiacion U. V. de una lampara de cuarzo.

I.a siembra en este medio hay que realizarla a partir de una suspen-
sion de gérmenes ciluida y proyectada subre la snperficie de las placas por
pulverizacion a 1 m. de distancia.

Si estas placas despnés (e incubadas en la estufa vy ¢recida. se aban-
donan hasta que el silicogel se deseque v queide reducido a simples escamas,
puede servir para la conservacion de las cepas de Azolobacter.

Estas escamas gnaridadas en condiciones de esterilidad son capaces
de germinar al agregarle un medio de cultivo favorable, v conservan su po-
der germinativo darante largo tiempo.

€) Identificacion

Los caracteres diferenciales de las especies, zegiin la clasificacién ex-
puesta, no son lo suficientemente claros para su caracterizaeion: la forma-
cion de pigmento verde en los cullivos envejecillos es tan constante que
incluso las especies verdes (Agile y Vinelandii) nardean con el tiempo: des-
de luego estas especies no plantean problema, pues la oblencién precoz el
pigmento verde las separa (e las restantes v entre ambas la caracterizacion
se realiza por el zspecto monadiforme e los Agile. En cambio. al tratar de
diferenciar entre Chroococum v Beijerinkia surye la dificultsd de la enor-
me cantidad (e matices. mas o menos paridos que todos Ins cultivos presen-
tan, y las caracteristicas bacteriolégicas conociildas de uno y otro no aclaran
la cuestion.

De las 144 cepas que forman nuestra colecciéon (de las 237 iniciales)
s6lo hav dos formadores tde pigmento verile que catalogamos como Vine-
landii, ¥ los restantes. formadores e pigmento pardo a negro en los cul-
tivos envejecidog nos limitamos a conocerlos con un mimero aue corres-
ponde al orden e aislamiento o al de la munestra que lo suministro, sin
perjuicio de que alguna ocasion nos refiramos a su clasificacién como Azo-
tobacter o Beijerinkia segin la comiin (denominacion.

D) Preparacion y'antigenos

Las posibilidades de antigenos en este género son varias; cabe pen-
sar en la existencia de un antigeno flagelar H; un antigenu somatico O,
y posiblemente un antigeno de euvoltura o capsular, K.
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SHTERN afirma la existencia de una fraccién autigénica termostable.

JENSEN v PETERSEN hablan de la existencia e un antigeno H, termo-
labil y que enmascara la aglutinaciéon somatica 0.

Nosotros hemos comprobaido la existencia de una fraccién termo-
labil, que tratamas e identificar con el antigeno H tde JENSEN, aunque los
hechos experimentales nos inclinan a considerarlo como antigeno Capsular
v no Flagelar.

Por un lailo tenemos que la presencia de flagelos en estos gérmenes
es muy escasa, lo que debe ocasionar uua reaccion de aglutinacion muy
débil; por otro lado los cultivos de 1.2 dias presentan muy débil formacion
de lo que llamamos “capsula’, demostrable por métodos de tincion; a los
cinco dias de cultivo parece ser maxima la formacion (e capsula, v por 1il-
timo en los cultivo: muy envejecidos desaparece.

Pues bien, el comportamiento antigeno de la “fraccién termolibil”
es paralelo a esta c¢volucion de la capsula.

En los primeros dias de cultivo se consigue la aglutinacion frente a
un suero (), somatico puro. por ebullicion momentanea tle la snspension
microbiana. Si el vultivo es de cinco dias la ebullicion se ha de prolongar
durante una hora: v si se trata de un cultivo muy envejeciilo, la aglutina-
cion somitica puede conseguirse directamente sobre la suspension micro-
biana.

Para la realizacion de nuestras experiencias liemos dispuesto de la
preparacion de dos antigenos: un antigeno Total y uno Somaitico, despro-
visto de la fraccién termolabil por ebullicién durante una hora del antige-
no total.

El antigeno total consiste sencillamente en una suspensién en solu-
cion isotonica de gérmenes Azotobacter en la fase joven, bacilar, muertos
por el calor o anttsépticos. v cuyas colonias son pequeiias, 2 mm. blanque-
cinas v de brillante superficie.

T.a masa de gérmenes necesaria para la preparacion e una cierta
cantidad de antigeno tiene sobre medios etanolados su mas convenientc
medio de preparacion,

La utilizacién de otras fuentes de energia, dentro de los alimentos
Ilamados *“normales” (benzoato, butanol, etc.) origina crecimiento muy es-
caso a las 48 horas de cultivo, ¥ con posterioridad, si bien es mas abundan-
te, la fase bacilar da paso a otra mas envejecida v diferente desde el pun-
to de vista antigénico,

Si se trata de “alimentos anormazles™, aziicares. el crecimiento es tan
rapido v las fases se suceden de tal modo, aque a las 24.26 horas de la
siembra, momento en que el crecimiento es apreciable, encontramos una
fase cocoidea de gruesa capsula, semejante morfolégicamente a la fase en-
vejecida del desarrollo sobre etanol, ¥ antigénicamente muy semejante o
idéntica a la fase hacilar del desarrollo sobre etanol.

Preferimos utilizar como antigeno la fase bacilar del cultivo sobre
alcohol, por la ventaja que supone poder distingnirla morfolégicamente
de las fases mas avanzadas del ciclo, distincion que es dificil conseguir en
los cultivos sobre aziicares.
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El medio de cultivo utilizable puede ser indistintamente liquillo o
solido: la solucion de Winogradski v el silicogel, impregnado de esta solu-
cién pueden prestarnos este servicio, aunque para la obtencién sistematica
del antigeno total hemos preferido la ntilizacion el Agar-77 etanolado al

7 0/00 en frascos de Ronx.

El barniz microbiano obtenido se arrasira con uua espatula de Dri-
galski v supende en solicién salina, de manera que puede a una concen-
tracion de S5.000 millones por c.c. Esta suspension se somete a una tempe-
ratura de 40-50" «nrante media hora para matar los gérmenes y evitar la
evolucion hacia otras fases del (desarrollo que impurificarian el antigeno.

Preferimos el calor a los antisépticos, yva que del modo indicada no
se altera la componente antigénica termolibil v los antisépticos podrian
ocasionar accidentes en las iuocnlaciones a los animales para la prepara-
¢ién de los sueros correspondientes.

Este antigeno conserva sus propiedades Jurante largo tiempo v en
maguifico estado fos 15 primeros dias, v annque suele ocurrir una ligera
sedimentacion, basta agitar suavewmente para que la suspension recobre sn
homogeneidad.

Estas suspensiones calentadas a 80° durante una hora; 100° luran-
te una hora v 100° Jurante dos horas muestran ganancia progresiva de un
antigeno termostable, enmascarado por una fraccién termolabil que des-
aparece de una forma paralela.

l.a calefaccion a 120° duraute una hora y menos veasiona la preeipi-
tacion irreversible de la suspension microbiana.

Para la obtencién de otras fases mas avanzadas del ciclo no son uti-
lizables los medios sélidos mencionados, pues en ellos las fases se suceden
de forma irregular v a los tres dias de cultivo aparecen mezclas de los dife-
rentes tipos morfoldgicos, inutilizables como autigenos tipo por su mauifiesta
impureza.

En medios liquirlos puede vonseguirse una mavor pureza de formas,
esto es, una sola fase (el ciclo, pues en ellos éstas se suceden con regula-
ridad y asi queda excluida la posibilidad de mezcla de los diferentes tipos
morfolégicos. Por esto se prestan (e una manera ideal para la obtencién
de antigenos., aungue no nos satisfacen plenamente por la escasez del cre-
cimiento conseguido, pues ni aun con la aireacién del medio, aiguél es tan
espléndido como el conseguillo en los medios s6lidos, aparte los inconve-
nientes que presenta la aireacion (e estos medios e cultivo.

En el meilin liquido de Winograilski. von etaunol como fuente carbo-
nada. a las 18 horax se observa un ligero crecimiento acusado por enturbia-
miento o pigmentacion, con presencia e gérmenes bacilares. en muy esca-
so numero v e costitucion antigénica idéntica a la de los gérmenes obteni.-
dos en los medios sélidos, en los primeros dias de eultivo.

No obstante, la escasez de su desarrollo uo permite una amplia utili-
zacion de los mismos como antigenos.

A los 5-10 (ias el crecimiento es mas abundante, pero las formas ba-
cilares han desaparecido en favor de otras fases mas avanzadas del cicle,
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aunque la aparicién (e la wltima fase, la guistica, no se logra nunca plena-
mente de esta forma; es necesario el empleo (el butanol o del benzoato
#6dico como fuent carbonada pura su obtencion rapida y total.

Cuando el examen microscopico muestra total enquistamiento pro-
cedemos a la preparacion del antigeno corresponiliente a les quistes. Para
ello descantamos «l medio liquiido, centrifugamos y el residuo se suspends
en solucion salinaisotonica.

Estas snspensiones de Quistes, con las que piretendiamos demostrar o
comprobar su composicion antigénica no nos han permitido utilizarlas como
antigeno, pues su suspension, aunque homogénea, esta constituida por gra-
mitos, apreciables macroseépicamente, con un aspecto que recuerda la sus-
pension salina de un germen en Fase Rugosa, v por tanto inutilizables para
la visualizacion dde una reaccion de aglutinacion.

E) Preparacion de sueros

Obtencian de un Suero total.—Con el antigeno (e eleccion prepara-
do. se procede a la obtencion del correspondiente suero especifico por ino-
culaciones a conejos de raza contin en la vena marginal de la oreia, de los
antigenos correspouodientes en solucion salina v a una concentracion apro-
ximada de 1.000 millones de gérmenes por c.c. Por 1ltimo, comprobacion
del titulo aglutinsnte del suero en preparacion, por extraccion de 20 c.c.
de sangre por puncion cardiaca del animal.

Se comprurba el titulo aglutinante del suero por la reaccion de aglu-
tinacion al limite. v si éste es superior a 1/1.500 se procede a obtener la
mavor cantidad de sungre, por sangria en blanco del conejo, por seccion
de una de las caritidas exteruas del mismo.

Por ceutrif:.zarion del coagulo de waugre v decantacion obtenemos
el suero, v una vee determinado su titulo de poder aglutinante, se conserva
eu tubos cerrados a1 la lampara v con un agente conservador Merthiolato
s6dico de preferencia al 1/20.000, o en su defecto fenol a 1/5.000 vy mante.
nidos en nevera, para mayor garantia de conservacion.

Obtencion de un Suern Capsular.—Al pretender la obtencion de uu
Suero Capsular puro, es decir, especifico 1inicamente para la fraccion ter-
molabil del Azotobacter hemos de acudir, no a la inorulacion de animales.
por la imposibilidad de eliminar (el antigeno total la fraceion termostable,
sino a la saturzcion de las aglutininas somiticas del Svero Total con un
antigeno Somitico puro, prevarado por calentamiento a ebullicion durante
30 minutos del antigeno total.

Por centrifizacion del antigeno calentadn conzeguimos un sedimen-
to que agregamos a una cantidad determinada de suero total v llevamos a
un baiio de agus de 56-60°; al cabo de dos horas centrifugamos para sepa-
rar del suero las particulas aglutinadas v verificamos una aglutinacion de
orientacion del sobrenadante [rente al antigeno caleutado, Somético puro.
Si la aglutinacion es positiva repetimos la operacion hasta conseguir la
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total saturaciéon de las aglutininas somaticas; como el antigeno saturante
estaba libre de su fraccion termolabil, el suero conseguido, Capsular puro,
sera capaz de aglutinar al antigeno total,

Obtencién .de un Suero Somatico.—Para la obtencién de un suero
somatico puro basta la inoculacién a un conejo (el antigeno correspondien-
te, calentado. —Antigeno Somaético.

Obtencion de Sueros Monoespecificos. Para conseguir sueros mono-
especificos, o al menos con una especificildlad mias limitada se procede a la
saturacion de las aglutininas comunes de un determinado suero (x) con las
correspondientes homélogas de un antigeno (v), capaz de aglutinar frente
a él. :

Esta operacion, Saturacion de Aglutininas, se realiza de manera
aniloga a la seiialada para la obtencién del Suero Capsular.

Si las dos cepas es estudio tienen idéntica constitucion antigéuica.
el Suero saturado perdera todo poder aglutinante, pero si no ocurre d=
este modo, y el suero es ain capaz de aglutinar al menos frente a su anti-
geno especifico, podemos afirmar que la constitucion antigénica de ambus
es similar, pero no idéntica, es decir, (ue poseen una o varias fracciones
antigénicas comunes, junto a otras no comunes.

Sueros obtenidos
Grupo N.° 1. -Svero N.° 1

El primer suero anti-Azotobacter preparado ha sido el total, corres-
pondiente a la cepa nim. 1 de nuestra coleccién, productor de un pigmen-
to pardo insoluble en agua y en los disolventes orginicos, no difusible en el
medio y que catalogamos como Beijerinkia de las clasificaciones conocidas.

g El titulo aglutinante (el suero conseguido es superior a 1/2.000 =
inferior a 1/2.200.

Las pruebas de aglutinacion de orientacién de este suero frente a los
antigenos correspondientes a todas las cepas de nuestra coleccion sélo nos
ofrece tres casos de positividad : frente a los gérmenes num. 1, 19 y 3616,
clasificados como Beijerinkia, v un crecido nimero de casos negativos fren-
te a las restantes cepas de nuestra coleccion.

En la Tabla nium. 1 resumimos los resultados de aglutinacion del
Suero total nim. ] frente a ciertos antigenos, siendo negativos los no rese-
fiados en la misma.
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TABLA NUM. 1

SUERO | SUERO Az1 | SUERO Az1 | SUERO Azt
ANTIGENO Az-q Sat. 19 sat 19y 3.616 sat 3.616

I = A il it
10 = = = =
19 + = + &l
3616 + + =] ==
CHROOC. 1. P. = — — I
BEI]. 1. P. — — — -
VINEL.1 P. = = i =
AGILE L. P. = = _ .

Nota.— Los antigenos CHROOC. 1. P. ...ete., corresponden a los obidnidas

a las cepas, especies tipos, recibidas del Instituto Pastenr de Paris.

Discusion de la Tabla niim. 1.—Los gérmenes 1,19 y 3616 pertenecen
a un Grupo Seroldgico claramente distinto de los restantes Azotobacter d=
nuestra coleccién v tienen al menos una fraccién antigénica comiin que de-
nominamos B, v ¢ue caracteriza a los Gérmenes de este Grupo 1.

Los gérmenes 1 v 19 tienen ademas otra fraccion antigémica comtn
que denominamos a y que desaparece del Suero Az.l al sautrar éste por
antigeno total 19.

Los gérmenes 1 v 3616 tienen otra fraccion comun al menos. ileno-
minada b v que desaparece del Suero Az-1 al ser éste saturado por antige-
no 3616, pero claramente distinta de la ¢ v de la B..

s —

Grupoln.°22. - Suero 10

Para conseguir la calificacion de un nuevo Grupo Serolégico escoyi-
mos al azar uno de los gérmenes que quedaron fuera del Grupo 1. germen
nim. 10 formador de pigmento pardo no difusible v con el que preparamos
el Suero Az-10, que caracteriza a los gérmenes del Grupo 2, es decir, que
todos aquellos que aglutinen con este suero pertenecen al mencionado
Grupo Serolégico.

El titulo aglutinante e este suero ha resultado ligeramente superior
a 1/3.500 y los resultados de las experiencias e aglutinacion frente a los
antigenos disponibies han resultaidlo positivos en gran numero de casns, v
precisamente a gérmenes que responden a los caracteres clasicos de los
Beijerinkia.
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En la Tabla nim. 2 resumimos los resultados de las aglutinaciones
de orientacion de los gérinenes del Grupo 2.

Discusion de la Tabla niini. 2.—Como se ve en las diversas columnas
de la misma se han realizado hasta seis distintas saturaciones de aglutini-
nas para conseguir sueros de especificidad mas limitada o sueros monoes-
peeificos, si posible fuera; a partir del Suero Az-10, determinante del Gru-
po, realizamos una saturacion de las aglutininas comunes con el num. 334
y de este modo la reaccion de aglutinacion de este nuevo suero frente a los
restantes antigenos sera negativa para todos aquellos de constitucion idénti-
ca al 334, aunque debemos tener en cuenta que si bien esta condicién es ne-
cesaria, no es suficiente, pues cabe la posibilidad de que tengan menor mi-
mero de fraceiones antigénicas que el 334, como asimismo otras no comunes
ni al 334 ni al 10.

El titulo aglutinante de este suero saturado ha resultado ser 1/2.000
por lo que vemos han quedado saturadas un 65 % aproximadamente de sus
aglutininas.

Los resultados de la aglutinacion frente a los antigenos de este Gru-
po. expresados en la columna 3, son todos positivos, a excepcion del mismo
334, por lo que afirmamos que éste posee una o varias fracciones antigéai
cas comnnes a los de su Grupo, pero no es presumible una identidad abso
luta con ninguno de ellos.
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TABLA NUM. 2

Columna SUERO Az-10, ssturado con SUERD Az-334, saturade oen
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Este suero saturado ha sido de nuevo saturado con el antigeno corres-
pondiente del germen 9 —columna ¢— con ocurrencia de seis casos nega-
tivos en las experiencias de aglutinacién del mismo frente a los restantes
antigenos, y que corresponden a los gérmenes nam. 9 ,12, 3604, 3611 y 3617.

Podemos atirmar que estos seis gérmenes son antigénicamente simi-
Iares entre i y poseen una o varias fracciones antigénicas comunes, caracte-
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risticas del Grupo 2 y que denominamos B,, y otra u otras fracciones co-
munes que caracterizan un Subgrupo o Tipo ¥ que denominamos c.

Igualmente el primitivo Suero saturado Az-10 ha sido objeto de dos
nuevas saturaciones : con los antigenos 11 y 3602 —columnas 6 y 5 respecti-
vamente--. En el caso de la saturacién con 3602, el nimero de casos nega-
tivos ha sido de nueve, gérmenes que consideramos como de igual o muy
semejante constitucion antigénica, ¥y que permite agruparlos en uu Tipo
caracterizado por la presencia de una fraccion antigénica que denominamos
d, presente en el Snero 10 y que desaparece del mismo al ser saturado por
las aglutininas comunes del 3602. Por supuesto posee las fracciones antigé-
nicas B,, comun 1gualmente a los gérmenes del Tipo ¢, por ser la caracte-
ristica del Grupo 2 y que desaparece del Suero Az-10 al ser éste saturado
por el 334.

En la saturacion con antigeno 11, columna 6-, la aglutinacion frente
el antigeno especifico 10 es negativa, indice de haber desaparecido del Suc-
ro toda clase de aglutininas, y por tanto es presumible, y se ha comproba-
do experimentalmente, que el resto de las aglutinaciones hau de ser tam-
bién negativas.

Con arreglo al criterio seguido habiamos de considerar al germen 1}
como idéntico al 10, pero la saturacion directa del Suero Az-10 con antige-
no 11, denuncia positiva la aglutinacién frente al antigeno 10, lo que im-
pide tal calificacion, y de pasada no confirma las precauciones con que he-
mos formado los Tipos antigénicos, al afirmar que la razon en que nos apo-
yamos para su formacion es necesaria pero no suficiente.

Dos nuevas saturaciones del Suero Az-10 directamente con antigeno
9 —columna 7— y con 3602 - columna 8— confirman la existencia de va.
rias fracciones antigénicas dentro de las consideradas.

Vemos como los seis casos negativos de la columna 4 quedan reduci-
dos a uno solo en la 7, correspondiente al 3617, que es por tanto més simi-
lar al 9. De ignal modo, las diez negatividades de la columna 5 quedan redu-
cidas en su homoéloga la 8 a cuatro casos negativos.

Con objeto de definir mas estrechamente las fracciones antigénicas
de este Grupo hemos preparado un nuevo Suero con el que realizar satura-
ciones en un nuevo sentido. El germen elegido ha sido el 334, v el titulo
aglutinante. del Suero obtenido es algo superior a 1/2.500.

Los resultados de la glutinacién de orientacién de este nuevo suer:
frente a todos los antigenos disponibles han sido positivas para todos los
gérmenes catalogados como del Grupo 2, y sélo con ellos, es decir, que se
mantienen los resultados obtenidos anteriormente con el Suero Az-10, he-
cho que nos define perfectamente al Grupo y sefiala la presencia de varias
fracciones antigénicas, caracteristicas del mismo.

Este suero ha sido saturado frente a los antigenos 10 y 9 y los resulta-
dos de las aglutinaciones de orientacion realizadas con los mismos son los
de las columnas 10 y 11 de la Tabla 2.

En el primer caso son cinco los casos negativos, presumiblements
idénticos entre si, y si atendemos a su comportamiento en las columnas 3 a
8 tenemos este hecho confirmado y establecido de la siguiente forma :
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Los gérmenes 10, 11, 3601, 3671 y 3590 podemos considerarlos de
igual estructura antigénica, aunque pudiera existir en alguno de ellos otra
fraccion antigénica, ausente en los demais.

La columna 11 muestra la saturacion del suero 334 con antigeno 10
Y 9. Los casos negativos han sido, sin tener en cuenta los conseguidos en
la primera saturacion, dos, corresponlientes al 3604 y 3617, los cuales aten-
diendo al resultado de la columna 4, podemos considerarlos idénticos al
germen 9.

Grupo num. 3 - Suero) 5SS

De entre los gérmenes, excluidos de los Grupos 1 y 2 se ha elegido
para la preparacién de un nuevo Suero el germeu mim. 55, formador de
pigmento intensamente negro, no difusible, etc., caracteres que le senalan
como Chroococum de entre las clasificaciones conocidas.

El suero conseguido tiene un titulo aglutinante ligeramente superior
a 1/3.250 y con ¢l se han conseguido nmeve casos de aglutinacién positiva
entre los gérmenes de nuestra coleccion.

En la Tabla nim. 3 se dan los resultados de las aglutinaciones de este
Grupo. Las saturaciones realizadas han sido tres: frente al antigeno 331 y
frente al 3603 y una nueva del primer suero saturado con 331, con 3603.

Del estudio de la Tabla 3, por una discusion semejante a la realizada
con la Tabla 2, deducimos:

El Grupo 3 estd formado por nueve gérmenes distintos de nuestra co-
leccion, que poseen al menos una fraccion antigénica comun, presente en
el Suero Az-55 y en los demisy que denominamos A3 y que define al Grupo.

Los gérmenes 17, 331, 3624 y 3658 poseen ademas una.fraccion co-
mun, presente en el Suero Az-55 y que desaparece de éste al ser saturado
por el antigeno 331 v que denominamos alfa, y que caracteriza un Tipo.

Los gérmenes 7 y 3603 forman un nuevo Tipo o Subgrupo, caracte-
rizado por la presencia de una fraccion antigénica comin a ellos y que
denominamos beza.

Los gérmenes 3631 y 3654 constituyen otro Tipo, caracterizado por
la presencia de una fraccion antigenica denominada gamma,
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TABLA NOM. 3

Columna SUERO Az.s5s, saturado coa

1 2 3 4 5
ANTIGENOS 33! y 3603 1603

7 + + = —
17 + i - =
55 53 + + s
331 -+ = = +
3603 L i i —
3624 + e —= +
3631 + * — ol
3654 b5 “* & &
3658 + = - 23

Por ultimo se ha conseguido igualmente la preparacién de los Sueros
anti, correspondienies a las cepas de los Az. Chroococum, Agile y Vinelan-
dii, procedentes de! Instituto Pasteur de Paris, v no presentan cemunidad
antigénica con ninguno de los tres Grupos descritos,

Conclusiones

La preparacion de Sueros anti-Azotobacter es posible de realizar por
inoculaciones sucesivas a conejos de raza comun.

Los Azotobacter y Beijerinkia presentan en su constitucién anti-
génica :

1.°—Un anjigeno termostable identificado como antigeno somatico, O.

2.°—Un antigeno termolabil identificado como capsular, K, y que
enmascara la aglutinacién somatica.

Se han identificado tres Grupos Serolégicos, que denominamos I, II
y IIL, caracterizados por la presencia de un antigeno principal que define
al Grupo, y que denominamos con las letras mayusculas A y B, respectiva-
mente para Azotobacter y Beijerinkia segin la comin denominacién, y con
un subindice numérico del Grupo a que pertenece.

Los Grupos I y II estan formados por Beijerinkia y el III por Azoto-
bacter Chroococum.

Los antigenos menores, determinantes de los Tipos o Subgrupos los
conocemos con las letras miniusculas a, b, c,... cuando se trata de Beijerin-
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kia v con las letraz griegas alfa, beta, ete.. en el caso de Azotobaeter pro-
piamente dicho.

El Grupo 1 se caracteriza por la presencia de una fraccion antigéni-
ca B,. bkin este Grupo se han identificada también dos antigenos menores,
ayb.

El Grupo 1l se caracteriza por la presencia de una fraccion antigé.
nica B, v en él se han identificado dos nuevos antigenos menores, ¢ v d.

El Grupo |1l se earacteriza por la fraccion antigénica A; y ademas
tres antigenos menores denominados alfa, beta v gaiama.

Azotobacter Vinelandii presenta una constitueion antigénica seme ja-
te a los anteriores. con dos antigzenos perfect:unente definidos, uno termos-
table v otro termnlabil.

Azotobacter Agile preseuta igualmente caracter antigénico, pero no
se ha podido demostrar en él la presencia de una fraccion antigénica ter-
molabil, por el hecho de que lus suspensiones de Az. Agile sometidas a 100°
durante una bhora v menos, pierdeu la homogeneidad de un modo irre-
versible.

RESUMEN

Se. estudia ¢l comportamiento ontigénico del géncro Azotobacter con vislas u esta-
blecer una clasificacidu antigéniea del m'ismo.

Az Clirooecocum y Vinelandii y los Beijerinkia presentan cos antigenos funcdamen.
tales: un antigeno termostable, Somético, O, y un antigeno eapsular, K, termolabil y que
cnmaseara la aglutinacién somaliea.

Se han identificsdo tres Grupos Serologicos, I, I1 y 111; los dos primeros formados
por Beijerinkia y ¢l Il por Az. Chroococcum. En eada Grupo ex'isten varias fracciones
antigenicas diferentes que permiten el establecimiento de Tipos antigénicos dentro de
cada Grupo.

RESSUMEE

On’y etudes la conduite antigenic du genre Azotobacter avec la finalité d'ctablic
unc clasification du nteme.

Az. Chroococunm: et Vinelandii presentent deux antigens fondamentalement: un
anligen termostable, Somatic, O, et un antigen capsular, K, termoalbil et que masque
la aglutinatién somalir

On a identifié trois groupes Serologics, I, Il et I11: les detix premieres conslitués
par Beijerinkia el le Lroisicme par Az. Chroococum. Dans ebaque groupe il'y'a plusieur
fractions antigenics diffcrentes que permettrent etablir des Tipes antigenics dans ehaque
groupe.
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SUMMARY

The antigenie hebaviour of the gender Azntohacter was stidied in order to fonnd a
atiligenic classification of the same gender,

The Az. Chroococum and Vinelundii consist of two principisls antigens: one ther-
wmosetting mntigen, Somatice, O; and othee one theninolabile, that mask the somalie agglu-
Lination

Three serologiculs Greups, 1) Il and II have been identified; the formars are
Beijerinkia and the latter is Az, Chroneocum. In cach Group there ure severals differents
parts that permit to tound antigens Types, or Subgroup, in each Group,
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