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Estudio de la diferenciación antígena del género 
AZOTOBACTER 

po' 
MANUEL ORTIZ OLlVER 

De eutre !os diferentes tipos de microorganismos. fijadores de N 
almosIerico, las especies del genero Azotobacler son los más activos, no 
lanlo por su capacidad fijadora, sino I)or su presencia constante en todos 
los suelos, aguas y su amplia distribución. 

El conocimiento que se tiene .Ie los caracteres bioquímicos y baete­
riológico� de este gf'rmen es imperreclo y confuso, razón por la que 110 se ha 
podido lograr hasl,a el momento ulla clasificación ulliverslllmcnle aceptable, 
ya que aquellos caracteres son tan scmejllllles IJar8 todos los AzolobaClcr co­
uocidos, que no p�rmit6D establecer una clasificación en especies satisfac­
torias. 

El I)resente trabajo se orienta precisamente a tratar de desci.frar la 
constitución anligénica de este genero, a base de demostrar: 

La existencia constante en las eSllecies de Azotobacter de trua o va­
rias fracciones antigénicas bien definidas. 

Relación existente entre las eSI)ccies comunmente descritas y admiti· 
das en lo referente a dicha constitución. 

• 

Por úhimo, y si los datos encontrados lo permiten, llegar a la crea­
ción tle Grupos Scrológicos de Azotobacter, a partir de los cuales esbozar -

una clasificación antigenica de este género, del mismo modo que en el caso 
de los SalmonelJa�, Neumococos, etc., la clasificación antigenica vino a re. 
IIOlver el estado de confusión exislente. 

La clasificación de Bergey solamente señala un genero y tres especiea 
cada una de las cuales con categoría de género: 

Az. Chrooc9f'um en el <¡ue ¡l1l'hl)'e a los fijadores aerobios de N, no 
simbióticos y formnllores de pigmcnto I)ardo a negro, insoluble en agua y 
en los disolvenles de las grasas. 
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Hay razone;;; para suponer que esta especie es una tribu o siquiera 
una especie colectiva. 

Az. Agile, llistinto del anterior IJOr su pib'UlCnlO verde fluorescente, 
su intensa movilidad, BU aspecto monadiforme, y 110 presentar ciclo evoluti· 
VO, ni formación ,le quisJcs. 

WINOCRASKl eu 1936 y recientemente JENSEN V. proponen (ocmar 
con éste y 108 Al!:. Vinelundii, MacrocylogclICS e lusigne de otras clasifica­
ciones, un lluevo g-énero, el AZOMONAS. 

Az. ImliculU en el que incluye a 108 restantes, no (ormadores de nin­
guna clase de pigmento visible, bucilarcs )' tolerantes para la acidez, COD 
glóbulos de grasa en sus células. 

PoellON y BAKJAC en BU clasificación forman con éste y el Az. Beijerin. 
kia de Ln'MAN un nuevo género, BEIJERINKIA. 

11. M.aterial y Métodos 

Al Aislamiento 

Se ha considera{)o fundamental disponer de una colección de Azoto­
bacter de tliversos orígenes, y para ello hemos comenzado por aislar basta 
237 cepa de los mismos, a partir de suelos y aguas de la Vega y Sierra 
grulludiou. .1..\ 

Para los aislamientos a partir de tierras se ha adop�ado el de creci­
miento expontaneo sobre placas de tierra, según el modo de WINOCRADSKI. 

Para los ais.lamieotos a partir de aguas utilizamos la sib'llienle solu­
ción nutritiva del mismo autor : 

FOMJ/to monopotri3ico 
F os/ato dipotá.sico 

Sol. de Molibdalo sódico 1 % 
Cloruro sódico 
Sulfalo magnésico 

Sol. de Cloruro lúrico 1 % 
Sol. tic SuUato de Manganeso 1 % 
Solución Rumica 
Agua de la luenle 

P04HtK 
P04HKt 
Mo04Na2 

CIN. 
S04Mg 
Cl3Fe 
S04Mn 

c. s. 

1 g. 
0,2 g. 
2 .. 

0,4 g. 
0,6 g. 
3 gotas 
2 .. 

2 .. 

1.000 c.c. 

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

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

En ambos tipos de aislamientos (tierras r aguas) después tle incuh3· 
ción a 28f no se cconsib'lle un crecimiento exclusivo de Azotobacler, y para 
llegar a un total ",ialamienlo es neceaario resembrar en una pl.ca de tierr. 
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esléril, en cuya sUI.erficie se trazan vadas ra�'as con el hilo recto Ile plati. 
110, humedecido en una suspensión en solución liaJina del bnrniz microbiano 
obtenido en el primer caso, o llirectamente del matraz de crecimiento en el 
caso de aislamiento a I.artir lle aguas. 

1) (onservadón y medios de cultivo 

La conservación de 108 gcrmen .. ..s aislallos se realiza cn tubos ,le ellsa, 
YO con tierra manilofla al 2 % v rodala,la nI 0'2 o¡,., indilliltla \' olislllla ¡¡U 
superficie COI1 espátula �. ,lebi,la;lIcnle esteriliza,los. 

' 

La siembra e incubación en estu[a a 289 orb.!inu a llls 48 horllS las co-
lonias característicin" 

-

Estos tubos se conservan a temlWrllturll ambiente. en IUl!ar oscura 
de I)referencia, y tle esJe modo acabull por ,Iesccarse la tif'rrn y Ins colonills 
lo que favorece extfllordinllrinmcnte su (�one;;rvllción, �' no es necesario crec­
tuur resiembras periódicas, salvo en las eSlirpes no cnf!uistables. y lo que es 
más importante, queda inhibido el desarrollo ,le los conU"luales oli�onilrófi. 
los. (lile constantcmente acompaliun al Azolobacter. 

Para conseguir un cultivo a partir {le esta semilla, hasta rll,·lar In su­
perficie tle la lierl'a con lISa fuerte �' fluspen,ler la pe<!ueiil1 ("anli,la,1 ,le tie­
rra adherida, en \111 tubo con medio Iíqui,lo alle("Ullllo, la solución nulriliv.l. 
de WINOGRAD5KI, diluida al l/S, o hien en un tubo 1'011 l\1erlio Base 77 de 
O. N, ALLEN. y qUf' es el que uliliznlllOS generulmente IJara el cuhi\'o del 
germen y cuya composición por Iilro es la siguiente: 

FOs'fato t1iJlolásico PO.HK1 0,5 g. 
Sulfalo> maf!nésico SO. M¡; 0,2 g. 
Cloruro só!lir'O CINn 0.2 �. 
Cloruro férrico CI1Fe ilHlit'ioil 
Sulfato mangsnoilo SOtMn inrlicioil 

Este medio puede solidificarse por arlición de 2.5 % de agar-lIgar. 
En cuos especiales, para conseguir un �erme" en la primera fase de 

�\I desarrollo, en In cual presentan un determinado antígeno, que (Iesapnre. 
ce en Ins fases po�teriores. hemos utilizlHlo como medio !Ie clllitvo sólido, 
el silicogel. impre¡::nado de la solución nutritiva de WINOCRADSKI, diluida 
al 1/5 y con etanol como fuente carbonada. 

Este medio ,le cultivo es (le muy buenos re¡;uhados. \" su uso 110 lo 
hemo;¡ generalizadl\ por lo laborioso �. lnr;::o tle su prellaración, 

Se Irllta de 1111 gel ,le si'lice. ,)reIHIrIl!lo I'on il.!lIule!O c'anlicla.les llc "IH 
de ,lensida(1 1,1 '!' solución ,le sili("alo sólli,'o o Jlotásko de densirlall 1.06 
que bien mezclada.!! en la misma placa de T'elri. !!Olidifica 11 las pocas lloras: 
entonces hay (Iue someter las placas a una ,lialisis en agua corriente, hasta 
desaparición 11e la fnerte reacción del iou cloruro, operación ()ue dura I.re� 
días como mínimo. 
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Este gel de s.ílice se roO\'ierte en medio tle rul1i,'o ii "hon¡ lo cubri· 
mos con el 5 % ll ... su volumen ,le In SOIIl�iólI nHtriti,'u d" WINOGHADSKI, 
Ol)eración que exige otro dia de espera. 

Por ithilllo. la esterilización .Ieol lI1edio .It> �ili"o�eI 111) l'OIIVil'lIf> rt"ft· 
li¡¡arla al autoc!uv(' por el f"levado )lor""lIluge .Ie phwus que se ;lIuliliZIII\. 
Es preferible relllizllr su esteriliZlwión f"1! 111 clÍllIaru u��l'ti"1I .1" cuhi\'os. por 
medio ,le la rfHlia¡'iÓII U. V. ,le 111111 Itimpara ,le cuarzo. 

La siembra f'l1 este Illellio ha�' (!",. realizurln a purlir .Ie 111111 suspen­
sión .Ie gCrllIenes tJiluilla )' pro)'l!�111!11I sobre 111 sll!H�rficie ,It> 111l! pilleas !,or 
pllh'erización 11 1 111 • •  Ie distancia. 

Si estas "hu'as tles)lllcs .Ie illl'uba.Jas t>1I In c,¡turu y I'r",'i.ln. se IIbun· 
.10111111 hustu que el silit'o¡;:(!1 re lh'seque y IIUI',I" re,hu-i.lo a siulIIll's "51'1111111$. 

))uelle servir pnra la consen-ación lle 1115 ce!JaS .Ie Azolobacter. 

Estas escamas e'llar,lu,las en con,liciones tle e;;terili.la.1 son capaces 
de germinar al agrl'garle 1111 me.lio ,1 .. ,·"Itivo fuvoruble, �. cOllsen'al! Sil po­
der germinutivo tlnrante lurgo tiempo. 

C) Identlflcacl6n 

T�os caracteref diferenciales dt" Ins e!lperif�. ,.e�n'U1 111 rlusificariÓIl ex­
puesta, no son lo suficientemente clnros para Sil cllracteriZllción: la forma· 
dón de pigmento venle en los ('uhivos envejeci�los el! tun constante que 
incluso las especie;; ver.les (A�ile y Vinelall.lii) !lurtlean rOIl el tiem!JO: fles· 
de luego estas e5IH!ries no plallteon l'roblema, pues la oblellrión pre,:oz ¡Iel 
pib'lllenlO \'enle los sel.aru .Ie lus reSlulIJes v entre umbos la caracterizació .. 
se realizu por el :::I>peclo lIlolHulirorme fle 105 Agile, En cambio. al Irutar d,. 
Iliferenciar entre Chroococum �. Beijerinkiu sllrg:e la .lifirultll.1 .Ie In enor· 
me cantidll.1 de matices, más o mell05 FHlr.los que lodol! los culti,'os presen· 
tan, y las características bacteriológicas ronoci,las de uno y otro no 1�c1arall 
la cuestión, 

De las 144 cepn5 que forman lIuestrll colecrión (.Ie las 237 iniciale�) 
sólo ha)' dos formndores tle pib'lllenlO ver,le que ralalo;!:umos ,'omo Vine· 
lumlii, y los restal'les. formadores ¡le pigmento lu.r.lo a negro en los ('lIl· 
li,'os envejeciflo! nos limitamos 11 cono('erlos ron un mimero (lue rorres· 
!JOmle al orden ,I� aislamiento o ni Ile la mllestru (lile lo suministró, sin 
perjuirio de que al1-'1.lIIa QCusión n09 reJiramos n Sil (·Iasill,'uciÓn como Azo· 
tobucter o Beijerinkin segllll la común .lenominnciÓII. 

O) I'reparad6n y'antftenos 

Las posibili,lndes Ile antígenos en este genero 5011 varias; cabe J)en· 
!8r en la exislen..-;.:! fle un nntígeno flagelar H; un antíg."no somático ·0, 
y posiblemente un anligeno de ell\'oltllru o capsulur, K. 
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SUTERN afirma la existencia ,le una frll('ción nullgcllIca tenllostable. 
JENSEN y PETt:RSt:N hablan de la existencia Ile un antígeno H, termo­

lihil )' que enma!lCltra la aglutinación somática O. 
Nosoiros hemos comprobatlo la existencia de unll fracción termo­

libil. que tratam'JS ,le i,lentificar con el antígeno H ,le h:NSEN. auntlue los 
hechos experimenlnles nos inclinlln 11 considerarlo como IIntígeno Capsular 
y no Flagelar. 

Por un lallo tenemos ((ue la presencia de flagelos en eslos gcrmenell 
&fI muy escasa, lo 'l"e .Iebe ocasionar uua reacción .le aglutinación mUf 
debil; por otro lado los ... ulti\'os de 1·2 días presentan mur ,lébil [ormnción 
de lo que llamamos "clÍpsula" • •  lerlIO�lrable 1J0r métodos ,le tinción. a los 
cinco diu ,le cultivo parece ser máxima la formación ,le cáp�ula, y por til· 
timo en los cultivo" mu)' envejecidos tlcsaparece. 

Pues bien. el cOllllJOrlamiento antígeno tle la "(TIlf"ción termolábil" 
es paralelo a es'a c\'olución de la cápsula. 

En los primpros tlíps de cultivo se I'ollsigue la aglutinación (rente It 

u.n suero O. &Omálico IHlro. por ebullición momentonea ,le 111 SllSI)ensión 
microbiana. Si el ,'ultivo es ,le cinco días la ebullición se ha ,le prolongar 
durante una hora: y si se trata de un ('ulli\lo muy envejecitlo, la aglutina­
ción somática puede cOIISeb'llirse directamente sobre la suspensión micro­
biana. 

Para la realización de nuestras experiencias hemos dispuesto de 1" 
preparación ele dos antígenos: un antí�eno Total y uno Somático, despro­
visto de la fracción termo lábil por ebullición durante ulla hora del antíge­
no total. 

El antígeno tolal consiste sencillamente en una suspensión en &0111-
ción isotónica de gi!rmcnes Azotobacter en la fase joven, bacilar, muertos 
por el calor o anlL�épticos. r cuyas colonias son pequeiias, 2 mm, blanque­
cinas y de brillant�: superficie. 

La masu de gérmenes necesaria para la Jlreparaclon tle u!la cierta 
cantidad de antígeno tiene sobre medios et8nola,los su más conveniente 
medio de preparación. 

La utilización ,le otras fuentes de energía, (lenlro de los alimentos 
llamados "normale," (bcllzoato, butanol. etc.) origina crecimiento muy el­
caso a las 48 horas de l"ultivo, r con posterioritl¡ul, si bien es más abundan­
te, la fase bacilar da pa�o a otra más envejedda y diferenle desde el pun­
to de vista antigénico. 

Si se trata ,le "alimentos anormales", aZlicarcs. el crecimiento es tan 
rál)ido y las fase!! se suceden de tal mo.To, (!ue a la 24-26 horas de la 
siembra. momento en que el crecimiento es apreciable, encontramos una 
fase cocoidea (le gruesa cápsula, semejante morfológicalllente a la (ase en­
vejecida del desarrollo sobre etanol, )' antigénicarnente muy semejante o 
idéntica a la fase hacilar .Iel desarrol1o sobre etanol. 

Preferimos utilizar como antígeno la {ase bacilar del cultivo sobre 
alcohol, por la W'lltaja que supone poJer tlistingnirla morfológica mente 
de las (ases más iI\I.mzadas del ciclo. distinción 'Iue es difícil conseguir cn 

Jos cultivos sobre azúcares. 

-
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El medio de cultivo utili¡o;uble rUCfle ser inrlislinlamente liquido Q 

¡¡Ólido: la solución de Winogradski y el silicogel, impregnarlo de esta solu­
ción pueden I)reslarnos este servicio, aunque paru la obtención siSlernátiCII 
del antígeno total hemos prelerido la 1I1ilizución ,Iel Agar-77 ellmolutlo al 
7 0/00 en frascos de ROll::<. 

El barniz microbiano oblenido se arr:ISIT11 con uua espalula ,le Dri· 
galski y supelHJe f'l1 SOlllCioll SülillU, ¡le manera que puerle a Ulla ('Ollcen­
Iración de 5.000 millones por e.c. Esla suspensión se somete a una tempe­
ratura de 40.50' ,Inranle me/Jill horn para matar los gémlelles y evitar �a 
evolución hacia olras fases del rlesarrollo que imlHlrif¡cllrían el antígeno. 

Preferimos pI calor a los antisépti,'os, ya que ,Iel moilo in,liCfl,la 110 
se ahera la componente antigénica lermohibil y los anlisl�J1licos 1)O,lrian 
ocasionar accidentes en las iuocnlaciones a 10i! 111limales para la I>rel)ara· 
ción de los sueros correspondientes. 

Este antígerH> consen'l¡ sus propie.hlllei! .lunUlte 1¡lr¡;o liempo y en 
maguífi('o eSla,lo los 15 prinwros ,lías, �' ¡IIHUlue sud., ot'urrir una ligera 
serHmenlación, basta agitar SUIIVPUlente para '!lIe la suspensión reeobre �II 
homogeneidad. 

Estas susflen .. iolles "alcnla,hts ¡¡ flOo ,Iuranl!' UIHI hora; 100· tlun",· 
le UlHI hor:¡ y 1000 (lurante tlos horas Ilnll:5lr:1Il g:ulI1l1u'ia pr0J!resi"1I ,le UII 
antígeno lennoslable, enmnscnr:tdo pllr una [r:lcción lerll10hibil (I\le ')f's, 
:í'}Hlrece de ulla forma paralela. 

La calefacción :1 120· duruute tilia hora ,. ml'nos ueusiolla \11 prr,'i,,¡. 
tación irre\'ersible de la suspensión microbiana: 

Para la oblención (le olrus {uses más 1I\'al1:1:allu6 dd ciclo no 5011 uti· 
lizables los me,lios sólirlos mel1ciona,los, pues en ellos lus fases � su('e,len 
/le forma irregllbr r a los tres ,lías tle ,'uhi\'o 1Ipuret:eu mezclas tle 108 (lirt). 
rentes tipos morfológicos, inulilizables "01110 autígenos li}lo por su muuifielOla 
impureza, 

En medios IÍlluirlos puede t'ollse¡mirse una ma�'or ¡Hlre)',a /Ie formas, 
cslo es, 1111:l 80111 fase ,lel ,-'iclo, pucs en ellos ésl¡liI � sucf'rlen con regulu. 
ridad r así 'lue,ln cx('luida la l.osibili.la,1 ,le mezcla de los diferenles tipos 
morfológicos. Por eslo se prestan ,le una !llanera i,leal para la obtención 
tle antígenos, aunque no nos satisJllcen plenamente por 111 eSt'asez del creo 
cimiento conseguido, pues ni :lIm con 1;1 lIire,u'ión .Iel meilio, a,!\USI es hm 
esplénrlido como pI conse¡"'l1itlo en los me,lios sólidos, al)arte los incouve· 
n;enles que presenla lu aireación ,le eslos medios .Ie ('ulli\'o, 

En d me/lb litluillo ,le Wino¡::ratl;;:ki. nlll ehUlol ,'01110 fuenle curbo· 
nuda. a IlIS ,18 hora� se obsen'u un ligero crecimiento acusa/lo por enturbia· 
miento o pih"nenturión, COII presencia ,le gérmenes ba"i1ares. en muy esca· 
so número y !le ('oslitu('ión antig.énie¡, i,I,�nli<-1l a la rle lo!' �érlllenes obleni. 
dos 1'n los merlios sólirlos, cn los primeros días ,le cuhi\'o, 

No obstant." la escasez de su de!arrollo uo permite una amplia utili· 
zación de los mismos como anlígenos, 

A los 5-10 ,lías el crecimiento es mas IIbun,lanle, pero las formas bao 
cilares han desavarecillo en fa\'or de otras fases lilas a\'anzadas del ciclo, 
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aunque la "1)8nmOn IIe la lillimn (ase, la {luíSlicu, no se logra nunca plenn­
mente Ile esta forma; es necesario el empleo .lel bulano! o ,Iel bem:oalo 
�ódico como ruenl" carbolllula pllra su obtención rallí.la Y tolal. 

Cuando el examen mícroscópiro Dluestra lotal enquista miento pro­
cedemos a la preparación .lel antígeno corrCSltOIHlitlule a 108 quistes. Par,¡ 
ello ,Iescanlamo! el metlio ¡iquillo, centrifugamos r el resicluo ile SUSltcmle 
en solución s8Iinai�lónica. 

Estas slIspeuiOiones de Quistes, con las que IIretentlíamos demostrar (.1 

comprobar su composición antigénica no nos han l)ermitic1o utilizarlas como 
IIlItígeno, pues su sus!)ensión, aunque homogénea, está constituí.la por gru­
milos. apref'iablffil macroscópicarnente, con nn aspecto que recuerda la SUll' 
pensión salina (le un germen en Fa!lc RI/go.,a, y por tanto illutili:tables para 
la visualización (le una reacción tle aglutinación. 

1) Preparad'" de sueros 

Obll'm';';" .. l.) 1/11 S/lero /olrll.-Con el lllltígeno (le elecdllll prclJanl· 
.In. sc prot°,·,le a lo obtención del corrcslWIHliente suero específi('o por ino· 
culaciones a conejo;; rle raZH COlluin en la vena marginal (Ic la oreia, (le los 
antígenos correSI)()o,lientes en solución salina y a tina concentración al)ro· 
xiouula de 1.000 millones (le gérmenes por C.C. Por tihimo, comprobación 
del título IIglutilH,"te (lel suero en preparación, por extracción (le 20 c.c. 
de san¡::re Ilor punrión carlliaca (lel animal. 

Se cOIIIJlr\lt'b� el lílulo o¡;lulinante (Iel suero l)Qr la reacción de aglu. 
tinación al límite. y si éste es Wl1crior a 1/1.500 se procelle a obtener la 
mayor cantilla.1 11.· sangre, por slIngríll en blanco del conejo, por sección 
.Je 111111 ,le las CUTO"I i(lIts exteruas del mismo. 

Por .'eulrif:..:::a('ión ,Iel coagulo de lIHu�re y ,!twalltación oblenemos 
el suero. y una Vf'Z ,J¡·te:nnina,lo Kit titulo Ile pOller aglutinunte, se con$erva 
f'U tubos Cf'rr:lflos :t la IlÍml.ara y con un IIgente conseT\'ador' , Merthiolat .. 
sódico ,le I'reFerelll'ia 111 1/20.000, o en KU tleFecto fenol a 1/5.000 y manteo 
nidos e:n nevera, para mayor garantía de conservación. 

Ob/f'ndón de /lrl SII/'ro Ca/Mlllur.-AI pretemle:r la obtención ,le 1111 

Suero Cal)i;ular ¡HlrO, es (Iecir, eSI)ecifi{.'O llllicamente para la (racción ter· 
llIolabil (Iel Azotobarter hemos 11e acudir. no a la ino()Ulación (le animales. 
pur In imltO;;ibili,]¡1I1 ,le eliminür Ilel anlí�ello tolal la (racción lermostable, 
sino n la galurf'l'ión ,le: 1118 aglutininas son1li.ti':1I8 ,Iel Suero Tolnl "011 un 

untígeno SomlÍtico IJUro, prelHlrado ,)or calentamiento a ebullición durante 
30 minutos (Iel antígeno total. 

Por renlrif"l!nción del antígeno calentadn con..eguillloii UII se,limell' 
to que agregamos a una cantidarl determinarla de ¡¡uero tolal �' llevamos Il 

un baJío tle agulI <le 56.600; al cllbo de dos horas centriFugamos para Kepao 
rar del suero las particulu a�lutinatlas y verificamos una ag.lutina'dón .1 .. 

orientación del 8Obre:nadunte frente al IIl1tigCIIO caleulado, Sopuítico l)Uro. 
Si la aglutinación es positiva repetimos la operación hasta conseguir la 
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total saturación de la8 aglulininas somallcas; como el antígeno saturaRle 
estaba libre de su fracción termolábil, el suero conseguido, Capsular puro, 
sera capaz de aglutinar al antígeno 10laL 

Obtención ,de un SI/ero SomÓlico .-Para la obtención de un suero 
8omitico puro basl.:t la inoculación a un conejo t1el antígeno correspomlien· 
te, calentatlo. -Antígeno SOllllitico. 

Obtención de Sueros Monoes¡lf!.ci/icos. Para conseguir sueros mono­
especificos, o al memos con ulla especificillsl) más limitada 8e procede a la 
saturación de las aglutininas comunes (le un ¡Ietenninatlo suero (x) COII las 
correspondientes homólogas de un antígeno (y), capaz (]e aglutinar frente 
a él. 

Esta operación, Saturación .Ie Aglutininas, se realiza de manera 
análoga 8 la selialada para la oblencion del Suero Capsular. 

Si las dos t.epas es esludio tienen idéntica conslilución anllgClllca. 
el Suero saturatlo pertlerá lodo poder aglutinante, pero si no ocurre d" 
esle modo, y el suero es aún capaz de aglutinar al menos freule a su antí· 
geno específico, poJemos afirmar que la constitución antigénica ,le amboi 
es similar, pero no iJéntica, es Jecir, (Iue poseen tina o varias fraccione!! 
antigénicas comunes, junto a olras 110 comunes. 

• Sueroi'l obtenidOI 

Grupo N.· 1.. Suero N.· 

El primer suero anti-Azolobacter preparado ha si(lo el total, corres­
ponJiente a la cepa núm. 1 de nuestra colección, productor (le un pigmen­
lo pardo insolub1.e en agua y en los disolventes orgánicos, no difusible en el 
medio y que cataiogalllos como Deijerinkia tle las clasificaciones conocidas . 

. , El Jítulo aglutinante tlel suero conseguido es superior a 1/2.000 � 

inferior a 1/2.200. 
Las pruebas de aglutinación de orientaCIOIl de este suero frente a 108 

antígenos correspondientes a lodas las cepas de nuestra colección @ólo nos 
ofrece tres casos rlfl positividad: frenle a los gérmenes núm. 1, 19 Y 3616, 
clasificados como 8eijerinkia, y un crecido número (le casos negativos fren­
te a las restantes ('.epas de nuestra colección. 

En la Tabla mimo ] resumimos los resullados de aglulill8ción ,Iel 
Suero toJal núm. ] Erente a ciertos antígenos, sienJo negativos los no reso­
ñados en la misma. 
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TABLA NÚM. ] 

SUERO SUERO A�I SUERO A�I SUERO Az..1 
ANTIGENO 

Az_, ::jat. 19 , .. 19Y 3.616 .., J.616 

, + + + + 
00 - - - -

'9 + - + + 
)616 + + - -

eHROOe. 1. P. - - - -

BEII. 1. P. - - - -

VINEL. l P. - - - -

AGILE 1. P. - - - -

Nota.- Los antígenos CHROOC. 1. P . ... elc., correslJOlltlcll a los obtenido, 
a las cepas. espeeies til)OS, recibitlas ,Iel Instituto PostenT tle París. 

DisclISiofl de la Tabla núm. l. -Los gérmenes 1,19 y 3616 pertenecen 
a UII Grupo Serológico claramente distinto de los resta.lltes Azolobacler do! 
nuestra colección �. tienen al menos una ITacción autigénica comÍln qut'l de­
nominamos B I Y qlle carllcleriza a los Germelles de este Grupo]. 

Los gérmenes 1 y 19 lienen 311emás olra fracción 8nligéllirR COllnin 
que denominamos ¡¡ y que desaparece del Suero Az·1 al sautrar éste por 
antígeno t01al 19. 

Los gérmenes I y 3616 tienen olra (rllcción común al menos, tleno­
minada b y <¡ue tlesal'arece del Suero Az-} al ser este salur!l(lo por antíge­
no 3616, pero claramente distinta ,le la a y de la B,. 

Grupo�n_":2,. Suero 10 

Para conseg"uir la calificación {le un nue"o Grupo Serológico esco�i­
molO al azar uno de los gérmenes que queelaron fuera (Iel Grupo], germen 
niim. 10 [ormador de pib'menJa I)anlo no dHusible y con el que preparamos 
el Suero Az-IO, {(Ut! caracteriza a los gérmenes del Grupo 2, es decir, que 
lodos aquellos {(U,! aglutinen con este suero perlenecen al mencionado 
Grupo Serológico. 

El título aglutinanle ,le este suero ha resultado ligeramente superior 
a 1/3.500 y los resultados (le las experiencias (le aglutinación frente a 1(\:; 
Ilntígenos (lisl)onibJes hall resultatlo 1)o5ili"08 en gran número de cuas, y 
precisamente a gerwell�s que reslwOIlen a los caracteres chisicos de lo.! 
Beijerinkia. 
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En la Tabla núm. 2 resumimos J08 resultado.!! de las aglutinaciones 
de orientación de 108 gennenes del Grupo 2. 

Di$C,uión dp,. lo Tabla mimo 2.-Como se ve en 188 tlivenBs columnas 
de la misma se han realizatlo hasta seis ¡!¡sliRlas saturaciones de aglutini. 
nas para conseguir 8uer08 tle especificidad más limitada o 8uer08 monoej· 
peeíficoII, si posible-. fuera; a IHlrtir del Suero Az·lO, (Ieterminante del Gru. 
po, realizamos unn saluración de las aglutininas comunes con el mimo 33.1-
y de eate modo la reacción lle aglutinación ,le este nuevo luero frente a lo! 
Teíltallles antígeno! será negativa para totlds aquellos de constitución idénti· 
ca al 334, aunque debemos tener en cuenta que si bien est . • condición es ne­
cesaria, no e8 suficiente, pues cabe la )los.ittilidad lle que tengan menor nu· 
mero de [roaceiones alltigenicas que el 334, como uimiEmo olras no CQmunei 
ni al 334 ni al 10. 

El titulo aglutinante lle este lIuero satur.!Hlo ha resuhallo ¡;er V2.000 
por lo que vemos han quedallo saturallas un 65 % aproximadamente de sus 
aglutininae. 

Los resulta.los Ile la aglutinación [rente a los antígenos de este Gru­
po, exprelladoe en la colwnna 3, son todos positivos, a excepción del misn!!.) 
334, por lo que afirmamos que cEte posee una ° varias fracciones antigém 
cas comnnes a los Ile su Grupo, pero no es presumible tina identidad abso 
lUla con ninguno de ellos. 
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TABLA NÚM. 2 

Columna �Ue:HO A:t;·u\ .. turado con !SUlRO "'.334: ublrl60_ 

, , J , S • 7 , , .. " 

AKI'IGENOS '34 " '1 3601 Y " , ,o., ,. YO 

9 + + - + - - + + + -

,. + + + + - + + + + + 
" + + + + - + + + + -

" + + - - - + + + + + 
'00 + + + + - + + + + + 
'34 + - - - - + - + + + 

3601 + + + + - + + + - -

3601 + + + - - + - + + + 
,o., + + - + - + + + + -

,60S + + - + - + + + + + 
,606 + + + - - + - + + + 
3607 + + + - - + - + + + 

,609 + + + + - + + + + + 
]611 + + - - - + + + + + 
3617 + + - - - - - + + -

361S + + + + _. + + + + + 
3618 + T + - - + + + + + 
3630 + + + + - + + + + + 
3638 + I + + + - + + + + + 
3650 + + + + - + + + + + 
36S1 + + + + - + + + + + 
36SS + + + + - + + + 

," 
+ + 

3671 + + + + - + + + - -

",o + + + - - + + + - -

3593 + + + - - + + + + + 
3597 + + + + - + + + + + 
3598 + + + + - + + + + + 

Este suero saturado ha sido de nuevo saturado con el antígeno corret­
pondiente del germen 9 --columna 4-- oon ocurrencia de seis casos nega­
tivos en las experiencias de aglutinación del mismo frente a 106 reslanlei 
anlígenos, y que corresponden a los gérmenes núm. 9 ,12,3604,3611 Y 3617. 

Podemos atirmar que estos seis germenes IOn antigénicamenle simio 
larea entre lí r pOleen una o varia. !nccionel anti,éuicu comuoel, caracte-
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rullcas Jel Grupo 2 y que denominamos B�, y otra 11 otras fracciones co­
nlUnes que caracterizan un Subgrul )O o Tipo r que denominamos c. 

Igualmente el primitivo Suero saturallo Az-IO ha sido objeto de dos 
nuevas saturacione�: con los antígenos)1 y 3602 --columnas 6 y 5 respecli­
vamellte---. En el.caso de la saluración con �602, el IllUnerO de casos nega­
tivos ha sido de nueve, germenes que consideramos como de igual o muy 
semejante constitución anJigellica, y que permite agruparlos en uu Tipo 
caracterizado por la presencia de una fracción antigénica que denominamos 
d, presente en el Snero 10 y qne desaparece del mismo al ser saturado por 
las aglutininas comunes del 3602. Po,r supuesto posee las fracciones antigé. 
&llcas B!, comun Igualmente a los gérmenes del Tipo e, l)Or ser la caracte­
rística del Grupo 2. y que desaparece del Suero Az-JO al ser éste saturado 
por el 334. 

En la saturación con antígeno 11, columna 6-, la aglutinación frent� 
el antigeno específaco 10 es negativa, índice de haber desaparecido del Suc­
ro toda clase de aglutininas, y por tanto es IJresumible, y se ha comproba­
do experimentalmente, que el resto de las aglutinaciones hau de ser tam­
bien negativa. 

Con arreglo al criterio seguido hablamos de considerar al germen 11 
como idéntico al lO, pero la saturación directa del Suero Az-IO con antíge­
no n, denuncia positiva la aglutinación (rente al antígeno 10, lo que im­
pide Jal califteación, y de pasada no confirma las precauciones con que he­
mos formado 108 Tipos antigénicOli, al afirmar que la razón en que nos apo­
yamos para su formación es necesaria pero no suficiente. 

Dos nuevas saturaciones del Suero Az-IO directamente con antígeno 
9 --columna 7- y con 3602 -columna 8-- confirman la existencia de \"a­
rias fracciones antigénicas dentro de las consideradas. 

Vemos como los seis casos negativos de la columna 4 quellan reduci­
dos a uno sOlo en la 7, correspondiente al 3617, que es por tanto mas simi­
lar al 9_ De ii,,,,at modo, las diez negalividades de la columna 5 quedan rellu­
cidas en su homóloga la 8 a cuatro casos negativos. 

Con objeto de definir mas estrechamente las fracciones anligénicas 
de este Grupo hemos prelJarado un nuevo Suero con el que realizar. sulura­
ciones en -Un nuevo sentido. El germen elegido ha sido el 334, r el título 
aglutinante-del Suero obtellido es algo sUIJerior a 1/2.500. 

Los resultados de IJ glutinación de orientación de este lluevo suer" 
frente a todos los antígenos disponibles han sido posiJivas IJara todos los 
gérmenCli catalogados como del Grul)O 2, y sólo cqn ellos, es decir, que se 

mantienen los resultados obtenidos anteriormente con el Suero Az-IO, he­
cho que nos define perfectamente al Grul)Q y sei¡ula la presencia de varias 
fracciones antigenicas, características del mismo. 

Este luero ha sido saturado frente u los antígenos 10 y 9 y los resulta­
dos de las aglulinD.ciones de orientación realizadus con los mismos SOIl los 
de las columnas 10 y 11 de la Tabla 2. 

En el primer caso 80n cinco los casos negativos, presumiblemente 
idénticos entre IÍ, y li atendemos a su comportamiento en las colwnnas 3 11. 

8 tenemos este hecho confirmado y eitableci.do de la siguiente forma: 

-, 



Los gérmenefl 10, n, 3601, 3671 Y 3590 podemos considerarlos d� 
igual estructura antigénica, aWlque Imdiera existir en alguno de ellol otu 
fracción antigénica, ausente en los ¡Iemás. 

La columna 11 muestra la saturación del suero 334 con antígeno 10 
r 9. Los casos D�ativos han sido, sin tener en cuenta los conseguidos en 
la primera saturación, dos, corres¡>ollllielltes al 3604 y 3617, los cuales aten­
diendo al resultado de la columllu 4. IJOllemos cOllsiJerarlos idéulicos al 
germen 9. 

Grupo nUm. J .  5.,., SS 

De entre los gérmenes. excluidos rle los Grupos 1 y 2 se ha elegido 
para la preparacié.n de un nuevo Suero el germeu núm. 55. formador de 
pigmento intensamente negro, no dirusible. etc., caracteres que le seJialan 
como ChrOOCOCllnl de entre la8 clasificaciones conocidas. 

El suero conseguido tiene un título aglutinante ligeramente luperior 
a 1/3.250 y con el se han conseguirlo llueve casos de aglutinación positiva 
entre 108 gérmene� de nuestra colección. 

En la Tabla núm. 3 se dan 1011 rcsuhaJos de las aglutinaciones de este 
Grupo. Las saturaciones realizadu han sido lres : frenle al antígeno 331 y 
úeute al 3603 y una nueva del primer suero saturado con 331, con 3603. 

Del estudio de la Tabla 3. por ulla discusión semejante a la realizada 
con la Tabla 2, deducim08 : 

El Grupo 3 está formado por nueve gérmenes disJ-intos de nuestra co­
lección. que pose""n al menos una tracción antigénica común. presente en 
el Suero Az-55 y en los demás y que denominamos Al y que define al Grupo. 

Los gérmeuP-1I 17, 331, 3624 Y 3658 poseen ademlÍs una . fracciÓn co­
mún, presente en el Suero Az-55 y que desaparece de éste al ser saturado 
por el antígeno 331 y que denominamos al/a, y que caracteriza un Tipo. 

Los gérmenci 7 y 3603 forman un nuevo Tipo o Suhgrupo, caracte· 
rizado por la presencia de una fracción antigénica común a ellos y que 
denominamo. beta. 

Los gérmen<!� 3631 y 3654 constituyen ot.ro Tipo, caracterizado por 
la presencia de un1 tracción antigt:nica denominada samlJUl, 
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TA.BLA NÚM. 3 

Columna SUF:RO "'z·SS. uturado con 

, , , • 5 
-

A N T I G tUrf O S  33' , 360) J6nJ 

7 + + - -

'7  + - - + 
" + + + + 

JJI T - - + 
'oo, + + - -

)614 + -

I 
- + 

36JI + + - + 
)654 + 

I 
+ -

I 
... 

3658 + - - + 

Por ú1timo H� ha conseguido igualmente la prepararlOn de los Suero;;! 
anu, correapondieo!el a las cepa! de los Az. Chroococum, AgUe r Vinelan· 
dii, procedentes del lustilulo Pa¡¡leur de París, y no I)resenlsn comunidad 
antigénica COD ninguDo de 108 t.res Grupos descritos. 

Condanlones 

La preparaCIOD de Sueros 8l1ti-Azolobacter es l)Osible de realizar por 
inoculaciones suce¡ivas a cODejos de raza comun. 

Los AzoJobacter y Beijerinkia presentan en 811 constitución auli· 
génica : 

1.'-Un anilgeno terDlostable identificado como antígeno somático, O. 

2.'-Uo antígeno lermolúbil identificado como capsular, K, y que 
enmascara la aglutinación somática. 

Se hao identificado tres Grupos Serológicos, que denominamos l. n 
y IU. caracterizado/! por la presencia de un antígeno principal que define 
al Grupo, y que denominamos con las letras mayúsculas A y B. respectiva­
mente para Azotobacter y Beijerillkia según la común denominación, y COII 
IIn subíndice numérico del Grupo a que pertenece. 

Los Grupos 1 y n están rormados por Beijerinkia y el m por Azoto­
bacler Chroooocum. 

Los antígenos menores. deJerminantes de 108 Tip08 o Suhgrupos los 
conocemOIi con las letra, minúscul88 a, b. c •••. cuando se trata de Beijerin· 
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kia y con las lelrl1! griegas alfil, belu, ell' . .  I'n el cuso de Azolobue1er pro· 
piamente dicho, 

El Grupo I se caral'1eri1.a I,or l a  presencia Ile una (rarción alltigeni­
ca B" En eSle Grupo se hun i,I'!luifh-atlo lamhii'n llos autígenos menores, 
(1 y b. 

El Grupo 11 se f'araelf'ri1.:l por l u  presencia tic IInll [racción antigé. 
nica B� y en él se han ¡denlifi,'udo �Ios nuevos :ullígell08 menores, e y d, 

El Grul)O I U se caraeleriza l)Or 1:1 (rac('ión anligcllica A, y adema! 
tres antígenos menores dellominados aira, be1a 'Y glllOma, 

AZ010bllcler Vinelalldii presentu una constitución antigenica semeja­
le a los anteriores. con ¡los antígenos perfeclllll1ente definidos, uno termos­
IlIhle y olro lermnlabil. 

Azotobacler Aéle presclIllI igulllmenle carác1er IIntlgcllICO, pero no 
se ha podido demostrar en el la IJrescncia ,le una (rllcción antigéuica ter­
Illolábil, I)or el hef'ho tle t!tU! IlIs SIISIH'lIsiones ,le Az, Agile SOllletidlls a 100· 
durante Ulla hora �' mellOS, picflleu la hOlllogeneillud de un modo irre­
versible. 

R E S U M E N 

Se �I"dia el comportamienlo pOlillenico del gencro AI,Hobader coo vi!IU • ell._ 
blecer una cluilicaeiou anl.igeniea del mismo, 

A& Chroo«ocum 1 Vine!.ndii )' lo. Beijeriokia preaenlan .loa anl;lI('n08 r"udamcn, 
Illel: Un antígeno lerwo.lable, Somitico, O ,  y Un anligeno eal",,'a., K, termolibil y qu", 
cnma$CIrl la Iglutinlción sowiliCl. 

Se han identific.do lre. Grulloa SerolÓllieoJ, 1 ,  11 y 1 1 1 ;  lo. do! primero. formado, 

1'M Beijerinkil y el 111 I,or A&. ChrnOf'occum, En ead. GrullO exilien va.ias fraccionCl 

IPli¡ellicu diferenlea que permilen el establecimiento de Tipos Inti¡enicol denlro dc 
Cid. Grupo. 

R E S S U M E E  

On', etude. la conduile Inligeoic du !lenre AIOloblcler ... ec la linllile d'cllbli.r.. 
unc cJuilicalion du Dleme. 

A&. Chr()O(:ocum el Vinelandi¡ pre.�nlenl deux antigen, fondamenlllemenl' Un 

Inli�D lenrlO8lable, Somatic, O, I!I un a"tillen eaplular, K, lermoalbil el que muque 
la afllulinalión IOmali!) 

On a ¡"enlifie Iroi. flrouJIC5 Serolo,li�, 1, 11 el 1 1 1 :  le!! ,Iellx premiere!l con.lilue. 

plr Beijuinkil el le Iroi.icme par A.&, Chroucocum, Dlnl ebaque !lroupe ilya plulieur 
lrleliolll Inti¡eniCII ,liffcreplea que permelt,ent el.bli, del Tipea anligenics dapa ebaque 
IfOUpe, 
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S U M M A R Y  

Tlu! anlillCnic [o('lul\';oll' oC Ihe ¡;rm¡"r Azntohacte.r was & .... li<;,1 in 0.,1 .. , lo fon",1 " 
�"li¡;ellic ,·la�ili,·ntinn uf ¡he SaUlC 1;"".1<: •• 

Tile Al<. Chroo<.:ocuUl ;lml Vindnmlii " on�i�1 uf Iwo l,rinci¡J:,ls ",,¡igens : orle ¡he.­
moselti,,!! Imlig,''', Somal;.·, 0, "",1 u.he. 011(' Ihcrlllol:tl,ilc, .11011 mllsk ¡he .romal;" fll!glu· 
,inntion. 

Thrce serologicllh GrOlljl$, 1, 11 a",1 1 11 have 1)I:"n idclllificd; ¡he (ormar;¡ Hre 
Beijcrinkia II'UJ ,lo .. blter ia AJ:. ChroucOf'um. In en,·\¡ Groull Ihere Ilre .iCI'cr:,ls ,liff,'r" nld 
jlHrl$ ,hu perlUil 1" ¡.,,,n,1 IInligen� 1')'1"'>\1, o. SuhgroUIJ, ¡n caeh Gruup. 
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