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CAPITULO 1

e e e e o et o ——— — s

TATRONUCCICY

Bn el curso de uns investizacida prelimincr acer-
ca de 1= @& r;idn de bacterias esporulades ancerobics
fermenssdorcg de hidr~otos de carbono, cacontriinos una ese—
perie rerovizn fTaculiwotive, gron productore de gag, cuya i~
destiticocida. fud relativeaater ©eil, n un princinio pro--
wactemos realizer v trobeJo de tesis estuticndo 1o voric.-
cidn de las oropiazdodes bioldricos de dichas boetorics for--
mentrdoras serobins nrovenieates de digtintos "habitats?
en la naturaleza, por enteder cue debfa gser muy sencillo
5U aislomiento, ta distinte Tuvé 1o reslidod que decidimos
llevar a c2bo en ese trabe jo, un estudio de le diswersidn

de cdichas bhacterias, lo cue importé, previamente, el estu-

dio de los m%toclos de oiglemiento

(1) .1 el presente trobajo se uvtiliza el término“fermenta.-
CLé*“ pare iadics r.la Toraocidn Ge dcido v =mas 2 partir
de hidratoz de caxrhono,



CAPITULO 1II
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fiESTUDIO DE Lh LITERATURA

La literatura sobre las especies del género Bacillus
feranentadoras de nidratcs de carbono no es muy abundante
ni wuy clara.

Distintas especies han sido descridtas o incluidas
en este grupo.530a ellas.,

Clostridium polymy«a Fraziowski 1850.

Tacillus thalassophilus Russell 1892 (consicerado sinéni-
n0 de B.nolyayxa wmor Gottheil 1901
Granulobacter nolymyza Beijerink 18693
Jacillus subanaerobius lMigula 1900 ( considerado sindni-
20 de Bu.polynyza por Gottheil 1901,
Racillus polyay«a (Prazmowski) Migula 1900
Bacillus asterosporus Migula 1900 ( ‘stasia asteroswvora
“eyer 1892).
Cranulobacter Rolyayxa var. aucoswa y var ftenax Beijerink
Van Delden 1902
Bacillus violarius acetonicus Bréamdat 1906
Bacillus asterosporus alvha, Bacillus dilaboides y _ Taci-

e o

llus clostridioides descriptos vor Hasselhoff y Bredemann
en 1906 y considerzGos yor Iredeamcznn varicntes del B.as~

terosporus zn 150C.
Bacillus amaracrylus Voisenet 1911

Bacillus polymyxa Beijerink y den Dooren de Yong 1922
Lerobacillus polymyza(Trizaoweki) Donker 1926

Lerobacillus violarius ( Zreaudat ) Donker 1926
. A ~
Lerobacillur, zi.racrylus (Voisenet) ponker 1926

.-

.. e ome b -



Bacillus aerosporus Greer 1928

Bacillus ovoaethylicus Pribram 1933 (Bacillus mycoides
var.ovoze thylicus Jagner 1916)

Bacillus pandoxa Corbet 1939

Bacillug wecerans Schardinier 1904

Becilius acetoethylicum Horthro .hsche y Senior 1919
rerobacl‘luo.; acersns schardinjer Donker 1926
Lerobacillus acchoethylicus | Northrop) Donker 1926
Becillus theraoenylolyticus Coolhoag (1923) segdn Torter
muy siailer al B. mecerans pero wds teradfilo)
7ymobacillus macerans (Schardinzer) Kluyver y Van Niel

1936

Bacilius scauylkillicncis Fisenberg 1942

Donker £1926) incluydé & la m.yoria de estas es—ecies den-
tro de cinco zolamente y did la siruiente lista de sind-
nimos:
1- Lerobacillus polymyxa ( Prazmowski)Donker
Sindnimes: Closiridium polyamyxa TFraziowski
Granulobacter rolyiyxa 3eijerink
Bacillus polymyxa Beijerink y den
Dooren de. Yong
Bacillus asterosporus (deyer)idigul-
2- ferobacillus acetoeviyvlicus (Northrop) Donker

S T O U

Sln'”‘mo. Bacillus acetoethylicus Northrop

3~ Lerobacillus mccerans ( Schardinger) onker
Sindnimno: Bacillus uwacerans Schardinger
4- Lerobacillus violarius ( Bréa:dat ) Donker
Sindénimo: Bacillus violarius acetonicus Bfesr .-
dat.
5- aeroocaciilus amaracrylus (Voisenet)Donker
Sinénimo: Bacillus amaracrylus (Voisenet)
Forter, lic Cleskey ¥y Levine(1937) incluyen a todas
las especies en dos grupos> uno deli B, nolymyxa y otro
del B. macerans que aiferencian en base a tests" fisioléd-
gicos. Log sindénimos y las caracteristicas de diferencia-



cidn que estzblecieron son las oiznienteu:
1 .erobacillus polymyxa(<razmowski)D onicer 1926
Sindninoss Clostridiwa polymyxa Praziowski 1880
Granulobacter polymy<e Jeijerink 1893
Bacillus polymyxa Ceijerink y den Dooren de Yongz 1923
Bacillus asterosporus (seyer ) »isulel90C) eswecie tipo

B

e A A ¢ R e, A—

Zacillus mycoides var ovoamthylicuz .agner 1916

Bacillus_aerosporus Creer 1928

Caracteristicas fisiolbricas. Vorses Proskguer positivo
Raanosa y Sorbitol: ni 4ci-
do ni zas.
No crcce a £5 2 sino a 209

> lLerobacillug wacerans (Schardinger) onker
Sindnimos: Bacillus mecerans 5 chardinzer 1905

especie tipo

Bacillus acetoethylicus Hordurop 1919

herobacillue icetoethylicns (Northrop)

Donker 1926

Caracteristica: fisioldyicas: Voses iroskauver negatiw

Vo.Ramnose 7 sovhitol
acido ¥y zas.
Buen crecimiento a 459
¥y no a 202,

Estos investigadores no pudieron Trebajar con B.viola
rius acetonicus ni conB. auwaracrylus pues las cepas origi-
*nales parecen haberse perdido.

El trabajo de Forter, Mc Clekey y Levine es el més
completo de los que tratan de bacterias esporuladas feraex
tadoras y es el que ha servido de , base a ectudios poste-~
riores.

Tl Berzey's Manual (1939) considera, sin embargo, al
B. panara couo otra esvecie distinta delB. polymyxa y del
B. macerans.También considera al B. violarius acetonicus,

B.ameracrylus, B, Ovoa -ethylicus y B. aerosporus variantes

- A

del B polymyxa y el B. jcetoethylicus variante del B, ma-
cerans.



En su eGicidn de 1948 el Berzey’: wmenual sunone 21 B,
_pandora una2 probable veriante de B. ol
larius acetonicus y B, amaracrylus probables sindénimos del
aigsmo bacilo.Terbien supone al B. schuylkilliensis, descrip
%2 como esnecie en 1942(posterior al trehajo de Torter)
una »probable varianie de B. macerang

T n lo gue respecta a diferenciacidén fisioldzica,
Smith, Gordon y Clark no pudieron comprobar totalmentve lag
giferencias ewtablecidas por Forter nara los dos Jruvos,
pues trabajeron con cepas de B. polymyxa que fermentaban
sorbitol y raanosa con produccidn de 4cido y gas.Tanmbien
L-dinznan, /.daas y Stanier(l945) trabajaron con cepas de
dicho bzcilo gue fermentaban r wmnosa con =roduccidn de 4-

cido y sa58.-

Tilden y Hudson(1942) demosiraron que las dos especies
Lﬁhmpqlxqgggqywﬁﬁmg@qqyggg) pueden scr senaradas e acuer-
do & la naturaleza Ce sug anilzsas,

Katznelson (1944) establecid gue e¢stas dos esvecies
~neden ser diferenciadas en base a sus requerimientos vita-

winicos nues el mediocs sintéticos, ¢l B, plyuyxa requiere

solatente biotina, wmientras que el 3. 'mcerans tiene nece-
sidad de biotina més tiemina para cesarrollar.

“n cuainto a la uvicacidn de estas ez :cies dentro de
la clasificacidn ceneral de bacterias: Donker propuso(l926
gue uan n1ieve ~énero se creara pare incluir las bacterias
esoruledas, fecultativas, méviles vpor medio de flagelos
neritricos, con esporanzio en forasz de clostridio, que pro-

ducen cavalasa y fermentan hidratos de carbone.® 1 sugirié
el noubre zenfrico de nerobacillus Prihram(1929 y 1933)
1tilizd el mismo nombre zenérico de iLerobacillus para in-
cluir en él especies que no concuerden con la caracteriza-—
cibén dada por Donker a dicho género.
También Y enke (1930) hizo una descripeidn de Lerobacillus
que no restonve a la originel.Bs sin cabargo, a Donker, a
quen corresponde prioridad en el noabre.



Kluyver y Van INiel (1926) incluyen &l 3énerqm§g§9pg:
cillus en la tribu Bacilleae y colocan al B. sccersns en
un »lasro aparte dentro de lo nlgne eribu

XI Tribu : Bacillae
1- Bacillus Cohna 1372

(O

s en PoMSECRECHLSLS )0“§LI 1856100, ye ab-

de flagelos _eritricos.Fornan encosporas

as oxidan v. rins compusstos orsdnicos y

»Cn cagaces e Terwentar hidratos de carbono siendo el 2,
1

3 buteleae glicol y ¢l eicochol etilico, szus priancivales

crocuctos.bon gran rositives.® snecie tipo: Lerobecillus
zoly e

5= Zymobscilius nov. Zon.

Bacilos méviles o inmbviles, en el »tiaer caso Tlage-
los »aritricos. Forwn enfosoras.wuimiohicterdsropos oxi-
dan verios compuestos orcfnico. ¥y son canaces de Tertenter
hicx:.%oe de carbono sizalc Jos nrincinales proluctos obibe
nicos elconol etilice y fecido aciético.Cranm nozitivo.Bsve-
cie vipo Tymobac lTluJ sascerens  (Scherdinger).

El Bergey's Henual (1539) coloca dentro del zénero
Tacillus &1 " Crouwn [lerobaciilus" y c¢n &1 reune lzs esye~
cies gue tisnen Lo cerecteristica Ge ferwvsiiar hidratos de
carbono con »rciuccidn de &cido ¥ zas. En esztc Fruo ectdn
incluid- 5 tres espucies y establece Ja siguiente clasifi-
cacidn centro dcl :;énero:

VI . ierobacillus Joniicr Croup
Lo Subgénero lerobacillus ( Van Hiel)

89. B, polymyxa
3. Subgéneros Zymobacillus ( Van Niel)

90. 3. pendora

91. B. aucerens

El mismo Bergey's Tlanuel en su edicidn de 1948 conside-

ra, como y& aemos dicino al B. nandora une nrobabdle varien-
te del B, polymyza y hiace delB. polymyxe y delB. macerans
Gos csiecies més en 1o lursa serie de espccics Gel ~énero



-

Bacillus, sin tomer en cuenta 1l¢ bprosicdaesd distintiva de
feraenter aidrator de¢ carbono cue es comin & embas.

21 B. polyiyxa ha sidomy estudiedo en estos Alti-

nos afion poigue proauce, & parivir de aldratos de cerbono
2,3 butilene-glicol y etinol.

Bl 2,2 butilence-glicol tiecnz ampliz ewliczcidn indusic ¥

trizl norque »ucde ser convertido en butadieno, precursor
esencial del ccucho sintitico y te2abiin wor su oropiedad
de no cocnzeld r( usede en anticonqelantes).

Bl butadizno gue se obtiene .icdianve czte fernentzex
cidn tiene 1c posticularided de ser un isdmero puro, levo-
)26= - 13,34 ( Keisn, 1945).

In Cenedd esceizlaente, durcnte 1a Slvima zuerra,

rotatorio, con (

.

tadiszdes les condiciones 4e ~ejor renlimiento

2]

fieron e
iadustrizl de 1o feraecuvzcidn por B. polymyxa.
Tembién

6

z ciss en l= ©iblio,rzfia al I. polymyxa como
rroduchor de la molymyxina, un antividtico activo sovre

bzctericy Cran negatives.
£l H, mecerzns tiene la propiedad cerscteristics y

Ay iuvorvente de dar dextrinas cristelinsis no reductoras
como oroduicto 3¢ desradacidn éel «lnidén.Ts la Unica enzi-
ne conccida en l: natarzlceza capez de darlas. Schardinger
(1908) fuf el rrimero que estudibd y ovtuvo diches dextri-
nes.Teabidn 2ilden y Hudson(1939, 1942) y Kerr (1943) tra-
bajan con diche enzima.Trevun de establecexr si las dextri-
nas obtenidss wnor su intermedio (X y A ) son verdaderos
comzonentas de la molécule de almidén.

Con cete bacilo se obticnei, ,comno rroductvos finales
Ge le fermentzcibén de zzleares, zceton. y etunol, por lo
gue tiene imporiconecia industrial.

También se cunoce al B. macerans por tencr rropieda-
des cnriadoras.

Del B.»andora,que seguin Corbet, es el bacilo resnonsa-

ble del imjortante cuambio que ocurrc durante la cozgula-

‘e
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¢ibén natural del Hevea latex,no nemos encontrado posterio-

res trebajos

Tal e¢s el estzdo actual de le 1i:erzturz de las bac-
teries cestudiades. El hecho de que su posicidn sistenlti=
ca no haya sido adn definitivamente esteblecida y el de
ser las Gnicas bacterizs esporulades zerobias que feruen-

)

tan hidrztos de carbono con produccidn de £cido y zas,mien-
tras les anacrobiss del mismo ;éncro prcsentan este hecho
casi general, son zntre otros motivos »or los que el tena

-

cuyo cstudio iniciamos, no estd desprovisto de interés.

fagm—— e & s o - = A e e P
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CLPITULO III

——_ e . ca -
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BiRTE . EXPERIMENIAL
El estudio experiment-l ¢ realizado pure conseguir
los obhjetivoeg exzpuestos e¢n sl plen.®l cacabezamiento y su-
cesidn de los distintos problemes planteudos deternind,
como & nsbturzl, 1. realizacidn ¢c¢ ciertos experimentos
que sc cxponen & continuccidn.
1) .iplicecibn de los mitocos corricntes para cl eis-

¥4
\
- - - s et At TR M AL W T A S M A mrem s L O A e

lemicnto de 3.polyayxa y B. macerens de aeterizles ce la

naturaleze . , Sus resultados.

Los nétodos zencralwents usi:dos pare el zidgkmiento
de bacterias esporulidas aerobiss ticnen aplicaciédn direc-
te en Be polymyxa yB. mecerans.

Los principios c¢n que ¢utos n£todos se basan son los
que fluyen naturilmente ée las propiedzdes de les bacie-
rias esvoruladas en su forma Ge esporase. Consistens '

1) Tn producir le .sporulacidn de las bucterias

2) Tn destruir las fora.s vegetetivas & une temperaturs
inferior a la de la nucrte de las esporas.

3) Siembra para el azislenmiento

En cualquiere de los tieapos,antes o desjues del wri-
mero, 0 zntes o deswues deltercero, se nucden utilizar
métodos de desarrollo difercincial que son conocidos como
mnétodos de enriquccimiento.

Le apliczciébn de los mftodos, exnuesta on forama renc =
ral se hizo de le sijuiente mansre:

12) 71 primer exverinento consistib en poner parte del
material dc ensayo & secar cn cstufa de 502 en cajas 4dec



Tetri durante 48 horas més o wmcnos, con cl objeto dc he-
cer esporuler al bacilo y pirte se utilizd en condicio-
nes nzturacles con el objeto de comprobsr si ¢l bacilo ce
sncontraba ssporulaédo ye en 1l noturzleza. Luezo se pas-
teurizd el muterial y s mentuvo otre parte sin pesteu--

rizar pare ver si temoi.n 2ei se wodie aislar zerobacilos:
Tateriel de #Ensayo
,"/- ) s,
. - N \‘
“ecer a2 509 Fatural
S s - sin
/ 511 - S ot e e s
Festedrizer Dastouri- @ oooeuris Pastemri-
s zar zeXr.
10' -89¢ 10)--50¢

Est. s muestres Le incubzban e€n c¢-18
dvrente 48 horas. los tubos oune nroscatabzn feramcntzeidn

[63)

;e seubrehen cn coies de Tndo, cgar lojo Heutro (recomen-
dzdo por Ledinzhem pors Lieclor 2. polynyxa) y 2jer extrac—
to lectosadéo con Promo Crescl PArnurc. Se cisleban las co-
lonias gue acidificazban €l medio o gue tomaban el color en
el caso ccl &22r Rojo neutro. .

29) Otro método en el gue se TOWE ¢n cuenta, a was de la
cerzcteristica del becilo de ser esporulcdo y fermenta-
dor de hidr:tos ¢e carbono, lz de ser znaerobio faecultati-

vo:
Secer ¢l matericel & 50°(psra provocar la es-
porulacién)
Calentar & 802- 10!
Sicmbra en -nzerobiosis Siembra en cajes zerobies
(Lectesa) (Lactose e indicedor)
i ferasnte 51 vire
Caje eerobiz !islar ea znacerobiosis

(lectoza)
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32) Otro =zft0c¢o serejzate al anterior:

Seezr el astericl & 502 802~ 10' Tnriguecerlo

cmmm s e

¢n ccldo

Siemora en anserobio-
~t -~ - g Q — ' . - - ~
Moegirr”cgg it e - 80 10 sis (lactosa)
Mezcla
tierra sece Sieuabre en ierobio-
csteril en ca-—~ sis(Iectosa wmes indi-
ja de Fatri) cador)

42) Otro zsquena de zislemiento que se wiguid se bered en
¢l hecino de que el becilo es un esnoruledo gue desarrolla
en anceroviosis y se tretd de ¢ 1°l'“Lo comno tels

Material natur:l lo llamemos(l)

Materiel secedo a2 502 lo 1l.aamos (2)

(para ecsworuler)

Se giembra cste matericl en culdo lactosado ( hervido
10') durante 48 horas con ¢l objeto de i .cer desarrollar
les bacterias anacrobias. O seas:

Enriquccer (1) Ovtencmos (Bl)

i (2) Obtencios (E2)
Luego Siembra en pleca con 20 c.c. de a-
El L -Secar & 502 gar en dilucidn
_Sieabra en tubo de azar en profun-
didzd ( hervido 10')
Sieabre en ploce con 20 ¢c.c. de a-
_  gar en ailucidn
t -~ (o] -
B Sec/r & 50¢ ¢ - X . . .
2 Siembrs en tubo en wrofundidsd(her-

vido dureinte 10')

Tuwaerosos ensiayos fueron iccados coil cadaz uno de los
métodos dezerivtos, uvtilizando acterizles diferentes: tie-
rra, desperdicios, agua de conilly, aguw de < lbafial,zanaho-
ria, paps, czuclr achnicorii, trizo, naiz, cbono, céscera de
crveja leche, flor dc limdn,ncelgs, remolache, cebdlla,porro
coliflor, cféscarc de narcnja, flor de heliotropo, margarita
melvdn, zeranio flor de conejito, flor d¢ cebolla, rosa, ru-
de, ca&la, hoje de enredauecre, flor de romad pacsto,papa des-
compuests etce.
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Bl total dc egstox ensdyor wantes de llegar 2 le clec-
cibén de un wmftodo definitivo fué de 150 mfs o menos, lo
que, CONO 2UCGL COM:ITGLACTSE, 1i<vé un trobajo de varios
MESEeSe

Ks comprenciblc bombicn cuc, c¢n la cleccidn del me-=
tericl de le natursleza primzrs ¢l conocimienio,nungue
esceso,que cxiste en 1z literetura z2cereca de su habitat"

Por otre wirve no es diricil, @ priori, su=woner que
teles bicterizs esporuladas tenon wi ¢ifusibn extraordi
naris cusnido su Urincipal"nubitatzes le. sierrn pues su
difusidn bzjo forass de ezuoras, seruite su merwsncncia en

i

)
2
]

@

~

SR
"

los s diversos .1t

¢

L 2
I~ existcencic de bacterics esporulades aerobias pro-
ductorss Ge 228, ous PoGinn ser BIinGo B Dolymyxe, Benlieg 2-

[us} ~ - e

rans, u ovra esvtoclic desconociaa, fu’ investizoda, cdesp-
mes de nucnocs fracasos, nor ¢l rrocedimientc 2doptado fi-
nelnerte que nos per ditid hacer hallazgos positivos on la
gran aeyoria de log matericles ensayados.

Lntes de zdopitcr un aétodo dz ziclomiento definitivo,
tomzmos en cuents toGes izs obseivaciones gque los ensayos
enteriormente descriptos nos permiticron hrcer. Pudimos
deducir por cllos gque 10 ers uccenario secar ¢l wsterial

502 pucsto que les bocterias yo se hellen esmorulsdas

en la naturaleza con lc zual a2cori:wmos le durcacidn del ad-
todo de eislemiento c¢n 48 horzs afs o menos. iAdemds, on 1
los primeros ensayos utilizdbamos n:terial wmesado de cada
una de les auestrzs (1 o 5 gr. ) «Decidinos a<o3ue° que es-
ta c~antidzd ers excesiva pues lo sbundancia del becilo en
le n-oturaleza es t¢l quec pecrmitc obtener sislamientos po-
sivivos con . muy peguelinrs cantidedes de muestra.Suprimi-
mos 1an nesade inicial y en vez de susyncender szl matverial en
ague estveril y, despucs de aziter tomar 5 ml. y lleverlo

z tubo scteril donde sc lo pacteurize 10' 2 802 y luego
oasar 21 medio de enriquecimiento como recomienda Ledin-
gham (1945), dccidimos colocar el asterinldirecticicnte on
cse madio ¥y prsteurizarlo inmedintemente, con lo cual el



método se aizo més prictico.
Tambifén concluimos que sc foeilitebe ¢l ciglamiento
rd

colocendo el wrterial en un wiedio de¢ ceariquocimiento mes

By

rico gque ¢l celdo 1 cvosgedo y 2doptanos el agua de leve-
do 0 zue de levedure selicinz por n ber ob-

dura l~ctose
servado gue, zor lo wnenos el B. polynyx:z desarrolliba nu-
cho wnejor en esc ncdio que en el anterior.

Adends suvrimimos 1w sieabrs zin ennr extrieto loctvosa~-
do con Bromo-Cresol-~Pirpura uorque la acidificecidn del
scdilose efectucbe en wanlils zonas © jor tode la ceje sin
individunlizor 2 l=s colonizs ncicifi S Seibremnos en-

[
tonces en &gy Tojo neutro porgue &ll{ pocizwos individue-
£

lizzx 21 A, polymyxc y en Bndo porqus pensibeaos gue 2lld
vodismos cislar tanto 2l B. jolyuyxe cows =l B. RaCerans .

Ias cencs eisludes en todos cestos cesos fueron cxami-
nnades nara deterain:r suv neturcleza utilizendo las siguien-
tcs vroniedrdes fundanentsles gque cirven e Hentificar
o diztinjuir @l B. volyayxe del3. mecercns (rezccidn de
de Voges~frockaner, creeimicito 2 452 y desarrollo en
gorbitol y Reiwmosei. Les cepas alslidcs (19) resultaron
corvesiconler & 3. POLlyryXa.

Le felt2 dc crecimiento de 3. mcceruns en todos los
eéngeyos renlizados, nos perwite conciuir que los métodos
sencr.les para @isl.omiento de b-cterias escoruladzs no
tiene aplicacidn wira el uislamicnto de B. macersns.

2 ) Estudio_de métodos agxqg}ados_para reconocer lea

I T T T e e 7 I C S g Ny - A @ SR eemPeet e S S )

presencin y asegurer el aislemlcato de B. wolymyxe.

Sus resultndos

Bl exaw:cn G los resulsgdos expuestos y otros més ob-
tenidos Cesiu€s, nos poraitid esteéblecer un étodo aprewnia-
G.o par: reconocer ln presencia y aseaurcr el cislemicnto
de Bepolymyx. <de todos lou artericles ensayados vinculados
de r£lguné acncre, el sueloa.

%1l método de eislomicato cdoptado que resultd selecs
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tivo persa el B. polymyxa fué el sijuicntc:
19) Sieambra del acterial: una pequeia parte de la mues-
tre se coloce en tubos de ajue de lovadure lactosade o
ague de levadurea salicinal( Greer, 1928).Estos tubos ticnen
canpanita. Jdnives de incuberlos se los somete o la
22) Pesteurizacibn : en bafio msxria c 802 durcnte 10'
3¢2) iggzigqqgg@;gggg;los tubos n.stemrizados sc incuban

2. 372 durante 48 hores.
42) Observecibn de loe tubos que »re-cnteon fermentocidn
52) Sicmbra del =af terinl de esos tubos cn ¢ jes de fger

s

cave dc levadurs lectos-da con Rojc Meutro o de EBndo

O
3
W

Obscrvacidn Ce colonins rojas en aabag cejas

62)
7¢) .islemiento y sicubra de cstns colonics en estric de
sorr e de levedure lrctosade con Rojo MNceutro y en

tubo de sgua de peptons lactosade con campanita.
82) Bdcutificacidn del ..ervbacilo : lo presuncia de espo-

rzs en el cgir catria y 1. prescaciz de Jcido y gas en el
tuko de lactose identificen 21 ‘erobacilo.

Dispsrsifn del bucilo: se ~islrron B, polymyxa: de
ticrre wmeiz, zanchorr arveis, lino, chaucha,apio, remnola-
cha y p.ma podridz, lo gque indice su zapliz distribucidn,
Fropicd--des
Una vez en posesibén de un 1%todo de aislamiento
de 3. polymyxz nos fué posible realizer el cstudio corpa-
retivo de sus propicdades con le finaliced de esteblecer
los limites éec posible viriacidn de lns distintas cepzs
de B. polymyxe cislados. Towmbich se solicité 3. polymyxes

v~ clrgificedrs « distint s instituclonces con el objeto
de compar.rlas con las obtenicdéas en el lzboritorio.Sc tra-
beid con 28 cercs, 1lo »rocedencic dec lcs cuelcs es le si-

3
gLuicntes
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Procedencia

tierrs de Jjordin

Mofz (Zea Meys)

Zenahoris (Dancus carot:n)
Chaucha (Thaseolus vulgaris
Lrveja (Pisum arvense)
ganzhoriz ( Delcus carota)

- Tierr: de jardin

| i "
Lino (Linum usitcotissimus)
Pepe meceredan
Remoleche (Bete vulgaris)
Apio ( pium graveolens)
Fape wccerada
n Hj

LaT.CoC.(Estados Unidos)
.l’n.qT quCc. " n
LeT.C.C. " "

Div.of bact.and dairy res

(Canadd)
" ”" 11] "

n n n n

Instituto de la Nutricidn

(BS.-"LS).
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Hubiésemos deseado trzbajar teitbien con cepas de
les bacterics designadas vor R. pandors yB. schuy lkillionsi

is va gue su sinonimi: no es aln muy clerz sero no las

uéimos conscguir.

n estas cencs hemcs nodido comprob2r lo dicho ¢n
tura sobre caete bacilo.
bcilo polymyviza c¢s un becilo Gran negativo,fino,

o
Qile Se Presenva sencr-laecnse 2isiszdo, rores veces en cade-
ne, for. esyoroniios vilo clostridiuwa, la czuore ¢3 cen-

¢
trelo £ 1lzo exefntricse ( =n cuy conmdn verla en forms de ra-
les esnores ion Zrondees, ovolides, con p.rede. telii-
les ufs bienCray posivivaz. 3¢ wueds ver tanbién cn los
prew r2dos, vucteries sin tedir. Son bacilo: wadviles, con

flogelos, maritricos,.

Desarrollo del bacilo zn medios sélidos

hklg.géyr ¢to: los colonias en este nmedio, 2 las 24
horss scn chicas, 2»ls o necaoe circul.re., convexas, bri-
llentes, sancrficiz liza, color vtlsmngqucecino o transparente,

horde irrssulor, cstruvecture fincments oranular.

lger extracto estriaz: el crecimiento ez eccceso, blen-

v - e ——— o

quecino o tro.nsparenta.

. gar extracto glucoszdo el crecliiento es muy mucoso.

——— W § Sty o

Lger aguz Ge levadura loctosado con Rojo NNcutro Colo-
nias circulores, cleovadas nuy convexzs, brillantes, muco-
828, vorde cnvero tomen 21 color rojo dcl medio y son di-
ficilce de disolver,

;Ar_spve Ge levadurs 1:choside con Rojo Heutro(estriz)
el Gesrrrolio s tuy cbundin o, brill.a.e eésnezo, ¢colox
rYoio o0 regsdo, de consistencis viscosa,

hger cgun de lev. loch. con Rojo Heutro ( puncién)
fermenve el @gsr lo ¢uc significa qus desarrollz bien en
anserobiosis.

_Gelatinz licusn en forme estratiforme, cratcriforme

0 en dedo de zucnte. .lrededor del siptimo diz de deserro-



1lo licuan tot:lmente, 2 lzun:s lo n-c.n és lentzmente
Pape inoculinco uns paps con una suspensidn de 3.
nolymyxe por medio de una pinsie fzsteur, sc¢ nuede obser-
var quc . clle feraents 2l 221 que se licdr prcocantando
un 1figuido pardo.Zete liquido se s¢-ree por el punto de

inoculacidn y =11{ sc endurcce forarndo une costra.
Tenbien observeics que scabrande ¢l baeilo en estria

7

de vepa crude ( cortcdr cestérilmunte’/ y en estric de

weon esterilizade en cutocizve, se [one parde la napa cru-~
da v queda coanlcet.iiente dlane2 1o csterilizada.
Zanahorie: buen dcsnrrollo, eszesnc orillentve viscoso

trensparonte.

Desarrollo en nedios lfguidos

Cc.ldo sxtroctoe li,era turbidez, no forma nclicule
e s nv . -~ o A———. — . 9 a4
Hidratos d¢ Carbono

Llnicon : fermente ( u1fs c¢fectvive la fermentacidn

[4

coir M orginico que con el zronicenl.
i%2ltoszs ferzental isguslacute efectiva con N org.
gque con cl amoniacal.
Dextrinez: fernents ( alzo afs efcetive con N org.
Ctlucosa+ Teranzate
Lectosa: feracnta ( mas cfective con N org.)
Saceroscs fermentsa
YMelibiosa. fecrmenta
Refincsz+ ya sex con M org. como con el cimonia-~
cal el B, polyayzn acidifica el medio
gin producir, casli practicaiconie gas
(Bl Bergey 's wanuzl dice gue »roduce
‘cido y ges’.
Dulcitol; 1o fernent:.
Leche Reducc. Zn 1l¢s rrincras exiuricncics que remliza-
mos con les cencs citedas dizirieron sin coeszulsr nero en
las reaiizades dleineansnte corgul-ron y produjeron gz2s.
ivena con f.rboaxtc dc Cnleio ebundante fermcatacibn
Noggs ifrcskaver: positivo
Indol: nogativo.



Reduce N0y~ 2 IO,
No »nroduce SH2

No utiliza Citreto de¢ Na como fuente de carbono

Crecimiento & toapercturs aubicitein las

24 horas no se
ohsorve desnrrollo;descuce de 3 0 4 dics el desarrollo es
muy bueno.

Crecinisnto z 452 o las 24 horss no hay deserrollo.Conpro-

baxncs gus, e 10 nediros ensceysidos, ¢l tcjor para el dese-~
rrollc del B. wolvmyxs f:é ¢l preverado con levadur:s de

ren zutolizedr, nentout, 1 ctose y Rojo Neutro.
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Verientes

Despues de muchos succsivos wnsajes por 2321 &
de l¢cv-dure l-ctvosado con R0Jo Neutro de lis cenes
B.polyuyxa estudiadas, cn las gue sleore oo reelian colo-
nics bien zojizs, circulrrez, e¢lcvyrdes ¥y MCO3LS desarro-
llaron, un oduen diz, -n 1. »ron acyvorie de los cenas dos
tipos diferentes de coloniss. Tara ccrcidarrnos de gque no
se tritaba de uns contruinacidn volvimos 2 prepirar cejos
y nuevoncente obtuvimos los lcmos result2doz. Decidimos
entonces estudicr esiss Gou Vv rl Lles ¥y ver si se meznte-
afsn estables y i se observ:-brn difereacias en las nro-
vind. Gee biog -laicze de cabas,
Leginzhun,ndzus v Stenier (1945) hoblan de vericntes
en ests beeilo, dicisndo que iz ¢ rrcteristic2s del cul-
tivo ori;inz:l fueron cxircevrdancnsc varisdas y, en las
dléimes sencracionss so Zisocicyon eén varios ti os,Noso-
tros N0 ODLSSrvVAMOS WSS gus dos tivos bien difcrcnciados
ée colonifs ¥, ¢n - izundd Cos0s5, uns v ricble intermedia
uno y otro.

v

3] f
o

con carvcteristices
L los vericntes obtenices 1. s denominemos Tipo 1 ¥
Tipo 2 y las carccterfsticas d¢ las colonias de ambas sons:

en zgar sgue de levedurs luctose

zge .Go cocn Rojo MNeutro

. —— - — at - a m s

Tipo l: colonias rojos circul=reg, slic¢viidas, convexas, bor-
de ligercaence ondul .do, ¢3pesas, brilluntes difi-
ciles dc¢ susnender en crue y medios de cultivo.

Tipo 2: colonics trans»arentes, con puntos de relejo azu-
1l=.do brillintes, no coanvexas, borde algo irresular
no mucosas, £ ciles de suzveader en szug y wacdios
de cultivo.

en 232r extrfCuowgg_q .rne
Tipo 1l: colonias blancas, circul:ires, caices, convexas y
brillentes
Tipo 2¢ colonizs transpareutvcs, cnices, circulares, no con-
vexas. ‘
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Tn ambos casos las vericntes son ffciles de identifi-
cer por el color. Microsconice 1ente hemos observado que
las colonizs Tino 1{ en ager extracto) corresponden &
bazctcries casi totalmentce esporul-dasg, mientras que las
colonins Tipo 2 a bastones sin csporular\Esta observacidn
coincide con 1# houche por Mascotti en una publicacidn re-
ciente(1950).

Respecto & la estohilided de estes viricntes, a pesar
de muchos intcutos, no hemos podido observorla.nl repls..
¢car un: colonie dc¢ una vori:nte deds, obtenfrcnos, sin re-
gulearided, ya 1lr =isne varicate cn forme purc, ye ls otre
varicnte o & veces,dos tijos de colonias unz de l:g cua-
les varccia intcracdic npor sus coricterfictices, entre les
veriaentes puss nrozentibs esacetos comunes & une y & otre
o tcabien observe ws coloniss Tipo 1 y coloninss Tipo 2, ha-
biendo umirtido siecyorc Gde uma gsola de elles.

. pesnr de esto, y uientris conscoufc.aos une variente
TAr: bnscyamos cstudicr sus provicdrdes bioquimicas, si
bien no onudines constatsr si ¢l tipo de varicnte seinbrado,
" se mzntenic en el medio ifquido inoculado.

Como nuedc¢ observarse en ¢l cuadro, no obtuvimos dife-
i

ias apirecisiles en las propicdades d4e las variantes,
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3)Estudio_de métodos zproni-dos n.ri. roconocer lz pre-
seucis y ssegur r cl cislemiento del Bacillus mecerens

— s meas — - avea

r - - . -I-
2) Fraceso de gran nuicro de enscyos. Su descripeion

Y2 hemos comeniado cn clenwitulo antericr como on
auestros »rimcros ens.yos puns’brmos cisl r con igurl »ro-
bebilided y con- el =misno wmétodo, y» B.polymyxs, yo Bema-~
cermrns y cbémo todos los brceilos feraczni~dores obtenidos
resultaron ser oxciusive weate B.polymnyxa.

Ante la dificult~d de aisl r 2. mecerans »or los méto-
dos gencrales empezoaos o buscor nlydn método en la lite-
reture  descrinto prro ese fin, nero tompoco cncontraimos
211f ningun: tipnice indicede.

Decidimos ecatoiices coiascguir cepas Ge B, mecerans de
2lgunas institucioacs essudier su biolozxit y ver si por
ello s¢ podi~ deducir -1lzGn método dc aislamiento.

'Las cepes que recibimos tenisn un desarrollo cxcesiva
veneate pobre.Nuestro primer »nroblema f1:é entonces trater
de coinseguir un medio d2 cultivo adecucdo 2 su descrrollo.
Tnsayamnos por: ¢llo sembrar lis ce:ias en los wmedios de cul-
tivo m’s diversos, por cjcunlo: 2gua de levadwmre lactosa-
do © distintos pH,; cxtrocto de Tolte 2 distintes dilucio-
nes; infusiones de higo, zanénori—, uve, rcmold che ticrra,
tom:tc, fruto de rosca; en arazen., jugo de noranja, huevo
extrrcto de carne, < grr agzul de ..ctileno-cosin~, nedio de
3alle, @medio de Voiscnet, acdio &e T ndo, siunos nedios
sintético etc.

Tn todos <¢llos obtuvimos siciipre el misiio result~do ne-
g tivo.Hust que un dic,hrcicndo cnsayos de sicmbre en
puré de mcp. con 00303, descuacs de v.rios pnsajes, concn-
geron < desarrollor biea todcs los cepius. Se volvibd o rene-—
tir ¢l ensayo y nuevancase, despues de sucesivos pasajes
por napa, porticndo de cotrims ndbrisimns se obtuvieron
estrics de dessrrollo bucno. Yo creizmos hr ber soluciona-



problemr dcl descrrollo dcl 3. maccerans cuanio, ol

i . o s ana

(&)
(o}
e
I

enseyer 1o foraeni cibn de cwlc Ics con cevrs CGRas Viios
guc ningun: de c¢llc.s los feriend bon.Supusinos que h-bien
nerdido suv retividr @ crzinftien ¢ inton ¢wos re: ctivarlos
con "hert sinock" o con sienbrs wn otros .:cdios ée cultivo
distintos, »cro no consceuinos ¢l 02jctivo busc:sdo.

Todas los cees proscntnbra 1o enricieristice de arce-
rarles »apns inoculides, sin cabergu, &lcurs padrs, no nre-
sentoron nungr 3igaos Ge ferawav-cida, ni <z wudo obtencor
~ phrtir de cll-e cnziwt copes do troasforanr fiamiddn cn
dextrinces cristi inng. Jespucs de vaerics observocioies lle-
g7m08 o 1o conclusiéa dc gque los cepes con gue ostfbemos
trobejeado perseaceien =1 2. runilus,cepn con 1o gac sc¢ nos
hebrien covtoninndo todos los B. mocerras cn los dog ve-
ces quc creimos h-berlos re . tivado.

Este hcecho 'wntuvo éGcsoricnveado nucstro trb=jo dur=n-
te verios @meses pues nosotros trotfbo os de aisler de dis-
tintos w - verisles, l:is colonics gue acer baak pede con
las ceracterictices obscrvides en las pepzs inoculcdzs en
¢l “~borertorio coa 1-s celms guc, equivoczdawicate, creimos
ger B, acerens.

Supusiios quc le peo  oeric un buea acdio dc enri-
gueciniecate »oxra dicho vacilo y, osi, por cjeanlo, un en-
seyo é¢ ~isloaicnto que nrmcticrinos, cousistid en busceor
pavas podridcs con las corceteristvicas yo acnecionadas,y
de 211{ prepoerer susvensioncs cn ~gus ectéril que lucgo
nesteurizdbemos y ~isl Hauwos sczdn ¢l atodo descrivio en
el c¢rwitulo ~=ntcrior.

tro vroccéimicnto ceunsiestib cn tow r pedocitos de 1i-
no cnrizdo { y= quc @l B. micercns se¢ 1o cita por sus pro-
piedcdces enri:doras) y colocnrrlo sobre un~ rodrja de papa
crudzs cori~de csterilmense on e jr de Pevri c«téril, incu--

bar lucso ¥ trriar de ~islir clif dondc la papc se prescn-~

tose ancernd.
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Bstos estudios, antes de llcegar o 1o cenclusion de

que ¢ttt bemos equivocados, nos lleveron wls de medio afio @

recouenz. rlos Gecde clprincigio.

Nuevamecnte obtuvimos ces dc B.unoceraons dec T.%.UU.
y concnzgenos & trebrj r con cllcs. Tets viz mentuvimos las
cepes en tuedio de avear y CO03Cn ( ™ilden y Hudson 1942)
y tuviios muy buci.os desarrollos. T stes res»mondiin, por
sus reacciones, o 1 descr.cidn del B, w.cernns dedn en
1o litcrovurc.

Como »rimer intento de “isl-omicnvs, enstyemos recupe-
rar cstes cencs desnués dc noberlis mezcledo con tierrs es-
téril, o de h-ber tnoculrdo napos con clles.

Ty : e i
unsa. s "ro'tﬁc- eStuf;“. - -9Jggu§-ld?"r - CC'J‘"
Co» o (A% =] a 0 0.
Tierrs es—- _ de una sus— ;q%%f
terll * '“ensién de"""" aste
4 scear la

Baaccerans ticrre con
¢l objecto No pasteurizer caje
de hrccr cs-
poruler ~l
bacilo-

Prsteurizar _ caje
902-10"
. Tomar mete- .
Pzpa ino- 25t

oM

. _ T
ricl de ¢ A

u
sa papn Y e————- 4

)

culade con—---

B.Maccrens N -
z mezelar con No pesteuri- caja
tierra estéril ~ —— -
zaor
Tomr~r a~terial
Pape inoculode . de esc pepa y v eePrgt.n -
con B. Maccrans hecer une sol. éOﬁ.EOVm‘“ e

CCUOSC o

En los tres casos ¢l bacilo fué reeuncrado.

Bl segundo p~so, e¢n nucstrointcento de recupcracidn del
B. mecerans, consistib en mezelsr ticrra notur:l + 3B.noce—
ras y trater de recuzer~rlo.3eguiuos un froccedimiento anf~
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logo 2l prinero de los cescripitos =ais arribe,pero ¢l be-
cilo no ful aislado.Inventsvios otr: expericncic veliéngdonos
de 1z vronicded gus vicne ¢l Hreilo de ser ~i-crobio fo-

17

culsotivoe Dhrn c¢llo, Mmezcl208s 3. @ACCrans + B. DOLYMYXD

( ambos aarcrobiog foculirtivos) + B. _cecreus + B.mycoides
(cerobios ebsclusos) con ticrre cstiril.Scimbr-os nor di-
lucidn on ~i1 crobiozis =u tubos de 7 3nr csun de levadure
gque h- bicn hervido 4.1 nsc 10° Despucs de 48 horcs de in-
cubcdosg, roimos €ltubo y s>c udo arteri: 1 acl fondo del
c3?r con un <nso,nicinos »l e:s( - crobis). Segin lo previs-
to, ¢l3. aycoides y ol 2. ccreus sc habion sepnrado de los
otros Gos :n <1l cultivo n.crobio, y, ¢n l's ¢~jos pudinos
rceconocer 1:s colonisrs Gel 3. m~coring

Teniecado en cuente ¢l regualedo tnterior, ncnsaiios
risler alB.a.cerens de 1. n surclezo wditntce un procedi-
aients ~nélozo.BL ¢ verisivtilizaco faul tierrr. Pencdbamos
enel priuer prso(cuitivo ~nrerohio) eliminnr lis boecgerias
acrobias y en ¢l sciyundo prso( cultivo en cojos cerobins
del mcteri- 1 mnccrobie) scleccioncr les bocteriss ecrobias
facvltatives.,

Sin cimb~rgo, TAMLS0Co con ¢SUe eusdyo ovtuvimos resul-
tados »osivivos.

Todos estog fracescs se exulicsrian por le exigencic
de elenentos nutritivos que rrescnta ¢l bacilo pare su
buen desearrollo, pucs, heste este ~liure dc la tesis no em-
nlerios ¢l acdio e avena( quu resultd excelente para ¢l
cultivo del B. mrcerans ) poro cenrigueciaicnto, en ninguno
de los exvcerimcatos.
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b) Aplic:cibn de un: ionieded cox:cteristics del B.

L#ccransd(ﬁroduccién_qnqimftica de Gextrints crisin-

T R

lingsg) »oxr” reconocar su prescnci- en 1 noturcleza y
pere, sn dsloatento.

Aqui hicimos un breve werfutesis » ro estudiscr la
nronicded crraciciictice del Be.accersins dc producir cauzi-
mes coo ces Go tr.asforme r 2l elwidbn wn dextrin s erinio-
lincs no reductcrss. Bst.. znzia.,dnic: conocid: nost. Loy
en le ncturcleze, oirve Jeve individucslizer al ﬁnqqphyupﬁ
cntre todas lin deafs cspeeios de breteriss existentes.

Pengemon entonces olicer dicha nropicded ¢a ¢l -ig-

emicnto delbccilo.Ob crvanos quo Lsv: propicéed se wrai-
feet oo cusndo ¢l voeilo desnrrollebs ¢n un 2edio rico co-
w0 lo es el de cvenr con C03Ca,

Bagfndonos cn cusayos wriviss il los gque co.anrobainos
que ni ¢l B.polymyxa, ni ol 3. cowmens ni el 3. aycoides
procucien dicha c¢nziar, fuinos _lanificando nucstro treba-
jo de la siguicntc aencras
Pusimos cn cajes de rctri,

Picrre esséril ¢+ suspensibn ---——Estufa ¢ 379 ..ABhorzs

-r\

de B.iecerans . ro hocerlo
csporular.

Pierre estéril + suspensidn de 4 sus»nensidn de —-- - Estufls
B.maccrans Bemycoides o 37¢

48 horas.

Ticrra ecteril # sucpceasidn ¢ sus;casidn - -~ Rstufz a37e
de¢ RB.mecerans de 3.cereus

«—~——- 48 hores.

Tierrr. cstiril 4 suswensidn 4+ suspeinsidn —=uBstufa 379
dc¢ Bemecereans de 3. polymyxa

48 horas.

Pierre estéril + suspensidén  + susrvonsidn + uspensién
de Bezocerans  dc B. mycoides de R.cercus
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+ suspensién de ———- T®stufa a 372 -------+ 48 horas.
B.polymyxe

Desiues de 49 hores pusimos 1 o 2 ansas de este nete-
ricl en tutos con 1 c.c. dc aguc estlril y los »rsteuriga=-
mos cn bafio & 902 / 5 ' Despues senbreos en avend. Al ca—
bo de 3 0 4 dirs hieinos " test" e coavrobir 12 presen-
cin de enzinas cap.ces de transforacyr clmidén en zextrines,
en todos los cultivos.

" Dicho "test" consiste en colocar e¢n tubo de cnsryo
1l c.c. de soluciébin de ~1laidén &1 4 vor cicnto ( esteriliza-
do sesfn Tilden y Hudson, 1942 ) y 0.5 c.c. del cultivo, de
dejer c¢cn bailo azri~s a 402 y, a2 dstintos ticmpos, sa2c.r u-
ne. 2058 aoitubo,y coloc i cin un porve objeto.Colocor -1
costodo de o ote unos cristiles de I metdilico y, por ec-
cié» de los vovores del misao eristalizen los dextrinas( si
las hey) en forme de ¢ -ujas jy cxfzonos que sc nucden ver
fAcilmente con ¢l aicroscopio.

El"test" resulsé wocitivo mare toios los tubcs ensaye-
dos, lo que sisnificd guc este propicded nos sirve pars in-
dicar la vmrescacis de B, maceraens on uno aczcla de bacte-

ricg, y t:<.ablen que diche cunzima no se inhibe 2n prescncie
de ellas.

BEn base a este observacidn hicimos otr- expericncis:

Mezclamos tierre natural 4+ B.macerans
Secanos en esvufa = 379

rasteurizanos-----Plecas (1)—~mno obtuvimos
{
10'-30¢ B.macerans

lvena -~ ----. Plecas (2)—m~recuperamos
B.micerans

‘did dextrines
positivas



7 econsczuimon «si recupcrzr el 3B.maccerans  inoculrdo & 12
tierr: notuir 1 reroh bvicndo toriquecido ¢l cultivo por
icmbre en ¢l wodio ge ~venoe,

o lo consugulios, en cobio, en les plicas (1) he-
chias ¢ perbir de ticere inocul: 8, ¢sporuliax y probeuri-
ze.dn gire 20 anble pisado por ¢l aedio ce cariqueciumiento
evropicdo para B.aeCerans .

mgto nos condujo Tian~liente, den ues de tontos froci-
sos 2 un nétodo de nislamicuto pors B.macereis gque serd

trotado con detalle a cceatinuccidn

0) Método do aislemicnto de 3. rwcoertas

Bl wmftedo de aislmmiconbto mnroui do s ¢l sigsudcute:
1) Scerr el rebtericl ex cavufa o 372 nar cuvorularlo(tri-—
t./ndose de vesetiics, ¢sto lo aieimon i desecador & vo-
cio, wezeclando ¢i moveriel witurado con ticrra cstéril)

29) Colocar un ansa de este o Sericl en tubos 4c¢ nedior de
c.vene

39 Pasteurizar estos tubo: coloctindgolos en baiio marie o 80
802 durcnte 10' llever = estufa.

42) EBuscyzr "tests" pare le formceidn de dextrinas cristo-
lincs »or accidn sobrc =l almiddn deshués de wunos dias
( 3 0 4;dc¢ cultivo o 372.

52) Hacer csjes nor Gilucién de los tubos »omitivos

692) .islzr ¢n tubos de cven. les colonics circulmres, trons-
perentes;pequelics, brilicates.

79) Identificecidn del 3. acerinsé woduceidn de dextrinzs
cristalinas o purtir de esc tubo y, conio comlenmento,

la formccidn de burbujrs <¢n esc miswmo medio ¥ las w»ronisdo-

des morfoldzicas ohservadaes wor coloracidn dc Gram.
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DISTIRSION ; se c¢sbrbleeid 1e srescicic de Buawcerans
cn sticrrs, p.pe(30linun tubcrosum),lino caricdo, hoje y
flor de n. r:naa( '1vrus slncn51§) Ortigze (Urulcb_qg)uoaa
de zei:.horic ( Uoucug carots) flor de merzarie (Chrysan-
themun)frutescens) flor de corone de novie (Sproe sp) y
esyineca( Spincci- olericesn)

FROTIEDADES; los distintes copas de Bacillus mocerans

con quc¢ tr-o.jaios son las sizvicubtess
79 ¢dc coepr rrocedencia
7068 HeTeCeCa -
7069 "
482/9 MaR.R.L
504/6 "
503/10 "

Bstig cepac se nooL coutuilneron todes con B.wumilus,

les »nerdimos. Reclbimos auvsve lent: des

"2 de cepa .Proccdcneic

B. 171 Cult. Zoll, Nowthurx.s Reg.
Res.lLab. Peoria, Illinois

R, 172 "

B_ 392 L

B.429 "

B.420 "

B.432 "

Ba433 "

24454 "

B. 436 "

3-19 Inst. de Micr. igricole

I'inisterio de Agricultura
(Bs.iLs).
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Y eislamos las ci:-ulentes
0

re dg cere Lroccdencia
20 Ticerra
21 Tino(Iinum usitelissimum
22 Tiecrre
23 Vargarita(Chrysaanthenunm

frutescens)

Forfologis: todas las ¢ ¢pus son hastones Graa negotivos

fincs (0.6 =z 3 ) En cetries dc ager Rojo NMeutro lacto-
snéo jOvencs sc recentwii como bostoncs finos, lircos,
Grail negzativoL, con $rﬁnulos invernos Gr¢ 1 positivog.e .
veees se rescavta en cadeny s cortes.Bepornis ovoldesn. s
Porcncios tipo clostiridio, on fora de roguetis..a veces

porcs prescaton wiibro e tsiiible, otras no. S0 suce-

3iV0s Perajzs Dor _or sxtrocto, ¢l culyivo sc va dcbili-
tcn.o F pucioion observar cn £1, bastoues con una protube-
renel ceatrael o, o veces weraincl, que es bicn teilible y
no presenta aspecto de esvora. fareccerie un nudo hecho con
1z bactcria. Observ.rios 4 1bifn gquc pesando €l cuitivo de
estria o estriz de ager cxirseto, o aés de perder el voder
de desecrrolio vicrde U.obicen 12 foculted de czporuler. Fe-
sfndolo, c¢n ¢~ 1bio, por amcdio de cvens adquicren uno y oot
otra.

Jon néviles,con flozclos peritricos.

Desarrollo del bacilo cn nedios sélidos

gar extracto de carne : colonies circulares, pegue-
iirs de borde clgo irresular, clares con reflejo azulado,
brillantecs y convexas

hger ague de lcovedurs coa Rojo Noutro: colonias po-
quciies, circul.recs ¢ «lzo irrcsuleres,muy brillzntes irico-
loras o liscrzuente rosadas, clevadas, bordes nitidos,

Popa inoculadej aparcce una zona obscura en ¢l punto




de inceculecidn y la vava se vaelve blande ea ese zona,

1

desuce sooregs wn ifquiio oscuro con burbujes nor esc

Mmilegmo puntoe.

Ceretine ¢ no lichc.

o R Y

Nesarrollo en mcdiog liquidoss

e ]

Caldo: lisere turvidez,no foime pelicula

Leches en geunaral coogula y produce gas

Medio de S vene 2%s ?03Ce i Zdesarrolla muy bicn, -c-
STCZINCOo Un ucue giue vnifice toda la perite s8lide del we-—
¢io zn lo ports inf<rior del tube con la coiisittonela do
un engrudo, gucéando la »n2rie suscrior completuiaeate trans-
nerensc.nn este wedio so sicnte olor & acctone cucildio el
cultivo cstd biun Gescrrollcdo.Bste :iedio resultd exce-
lent2 pare el desarrollo del 3.mecercns y ful el adonto-

Hidaratos ac Carbono : les ccpus senbradas en medio
1¢ ~rene rrecend . cbundaats fernentacibn, sin cabargo,
¢n ~gue de pventone 2ds un czuenr, con canpanita, no de-
nmuestran poscer une gren ctivided. ferment-tive. .cidi-
fican sie e, 20710, en ccabloy,sc observe nauy poco 25 an
1o coapanito,

Llﬁid5n° Tfernentaron todos lis cevas con nroduecidn:
de fcido y ges

sacarosa,5 orbitol, Ramnose; Dextrina, Glucose y Mrl-
Losa reracntan con produ0016n de fecido y zlounas con pro-
ducecibn de za2s on Mavor o moenox srado segdn la cena,
otras cencs no lo »roducen cn la nayer vorte de los nzd-

carcs enscyeadoss




Vogues Frosk .uer: ncgativo
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Reduce NO3™ a o2

El crceimiento 2 452 1no nos urzcid un cerfetor ime

noriante como nare Qll‘"CnPlurlO del B._po%yﬂyxu. Mo cu

una caracterictica muy fija oelgﬁﬁgggganq pues no sicm-
»re crecian a 452 si bicn ¢lzune s veces obtuvimos buenos
degarrollos.

L _tenperrtures aibicntes no desarrolls cn 24 horss.

. e - ca i e mm——
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Dextrinas cristalinas

Segin hemos -s0dido obscrvar en nuastres ensayos, la
propiedad distintive el  B. wmacercns que sirve para iden-
tific-rlo, c¢o 1o de reCusir gnzinas capeces de transforaar
»ar ¢l almiddn en dexirines criztelinas no reductores.

For csta razdén ieios estucicdo com el;ln detenimicnto diche
propicdad.

Pare prosucir 7 reconocer leg dextrincs crisztelinas
neios utilizado ¢l wdtodc srovucsto por Tilden y Hudscn
(1942) con ligeras vari-ntes. Dicho mftodo consistc eun
prederar un. solucidn 4w ~indbn .1 4 por ciento en un.
balon aforado sin 1lever o volwacn{ con wads o mcnos 1. mi-
$2d de <gus ncces:iriz), se colocz ci bafio a:rie hirvicente
y se¢ 1o h.cc rotar i ste clerar ic solucidbdn.Desgrucs jun-
= de

\5

to con un baldn coir ague donti ,» 8¢ pone a esterilizer

(‘.’.
en autoclave y= ¢ licate, o 12 durente une horu, verni-
n: dz le cuval se llove inncaiaveiente & volumcn con ¢l -

gua roeien cnterilizede, se »gite y 1o solucibdn quedsn lis-
tn prra sor tronsforisada lucgo cn dextrine por 1= cenzima dc
del B. nccerans .

"Pogt" para couprobar li presencia de dextrinass de
la solucidn de¢ @alniddn sc toar csteriluente 1 c.c. 7 se
colocz c¢n vn T:bo de casayvo juinio con 0.5 c.Ce Ge une sus-
rcnsidn de aven. con coltivo dc B. mecerans de més o menos
3 dias @e incubacidbn a 372 aSc coloca a haifio naris & 402 y
se hace el reconocimiento de lns dextrines a Ios 15' 30' o
una hori de cetusr 1 cnziac sobre el 21midén( = los 15! Ja
se nuedcn observar gensrslacntc, las dextrinas).®l recono-
cimiento e los misazs sc efectde, scgln Tilden y Hudson,
agregendo wn. cota de une rolucién J¢ I I5/10 2 3 gotas de
le solucién e almidbén s dextrine, sc deje evanorar cn
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un ports. y se observe 21 nmicroscopio.losotros sustituinos
la solucibn de I por crist. les de 4+, que se colocan a un
costcdo dclporta.los vaepnorcs de ellos »niovocan la crista-
lizacidn de lns dextrinas.Bstas cristelizan, de zreferci-
cic, cn los bordes de 1. gote.

Segn Tilcéen y HTudson ge pueden observar distintos
cstados en ¢l dcserrollo ac las dextrinas segin ¢l tiempo
que cctlds lu cnzine sobre ¢l &lmidén.hsi, observen una
vrimera etoza de color gzl viol-do con ¢l lugol, y de
cristviles cxiconoics cn ohservacidn wmicrosedpica; una sc-
sonde etaps en la gus ¢l color capicza a hocersc violote y
comicnza ¢ versce grain ¢ nividaed de <3ujas en ¢l microsco-
vio nrsts que, cn la otane final el color sc lice morrédn
violete y lcs cyujas, leruas cubren toda ¢l arex de le

ota.

Cristalizando las dextrinas con verores de I ( en vesz
de 1luiol) estas observacionas no wudiercn ser comprobades
Iarcce que el I favorcce li crist lizacidn cu foraa de a-
gujas, ye aun desdc los wrimeros inst-ntes cil que retdz la
enzime sobre cl 2laiidn y, cn cucnto &l color este se men-
ticne sienpre cn un tono 2zul violedo s oscuro gue ¢l ob-
serv.Go con lusrol ¢n los priwcros cstedos.

Despucs de comprob-r 1o foraceidn de dextrinas por to-
azs los cepes de B.iiecer.ns quc teniemos, probamos ls for-
Be

cereus, B. wegctherium y 3. mycoides) ghtenicndo re-ulia—

macidén de las mismas con otras vacterias (B.subtilis,

dos negotivos.™

]

;oaAsayeios luo.co con ww: ezela de ectes bacte
terics y B. m.cer:«ns,obscrvando en cstos exwverimentes, las
dextrinas.

Bn iguel forme casnyonios 1o ceeidit Lodre el 2lmiddn
d¢ las cnilases de 1o solive y de lo diestesz( gue obtuvi-
A08 & partir de ccvade ertinccde, nuests 2 scear despues
de un cicrto grado de crecinienvo, :olide luego ¥y colocide
en un balén con aguc y clorofor:io).Observanos cn elles le
fornzeidn de dextrines, el color d¢ 1o zota con ¢l Iy =1
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poder rcductor, & los 30' de retu.r la cnzime sobre cl

"1 A BT [=%a] H o] . -
alaigbn en haiio dc 402 observpglén Color Toder
nicroscdrice Redue=-
g0z C con I xgch
_con tor -
e BN L 2O
1l c.c. de almi§6n ol weliculs nemativo
4 %(control violgte gsruesec czul >
é g‘g.cdcdtlﬁizéga;ﬂ Granos »rréos Incoloro positivo
. ° ° < ) €
Incolorxo
1 c.c, Cc alnidbén + Ko s¢ ve absolu- (con lige- Posi-
0.5 c.c dc saliva tzente nede ro tinte tivo
. ° > [ .

anarillo)

Comprobanco, dc esta meners que tcnpoco esths cngimes
fornrn dextrinss cri-s-.1lincs no reductornc

» 1 liquido mupecrnfdeave ¢ol ®dio de avene seabrndo
con ?.qugq&gg_ no sfcuse 1l prescncic de dextrincs en cl en-
snyo con I pese @ que cn aicho aedio hubo clmiddn Servirén
lrs dextrines de ~liacato o los mismos B.u2cerons? o no

e sats o .

foracrs dextrincs crist:lincs de ese ~1laidén?

iHdenfs 2l troter de obscervar 1 ~ccidn de dos enzi-
s diferentes sobre el ~11idbn (B.HL orais y diestase o

L. .rcercns y sclive ) no ncnos poGido tawipoco observer
dextrinns ol teruinsr el cnsayo: Color Podcr
Obg.micr.s con I ., Rcduchor
1l c.c. de almiddén + 0.5 T T T T e
c.c. de cnziuc de B.mocering o
+ 0.5 c.c. de s~live filtra-~ hoy dex- Incoloro positivo
trina

dr. poxr Teitz

1l c.c. de 2lmiadén +C.5 c.c.
de enzinzx de B.maccerons 4

C.5 c.c. dc diostosa

rensiucs cntonces, que nty: telvez enzimes(edn nroduci-~
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drs por el mismo bucilo) cawvaces de desdobler lag dextri-
nes cristalines.

Con el objeto de cclirur este »unto tratamos de ob--
tencr cristioles de doutrines « y de dextrinag pors UGi-
lizarles como hizrotos de corhono en un wedio de cnltivo
y ver si podian ser fermentadias por beeteries

Pare obtew:r las dextrines scruinos le téenicc indice
cada vor Tilden y Hudson (1942) que consiste en toner, por
ejenplo,140 c.c. de solucibn de clnidén al 40/0 (prepc-
rzda segln féruula indicada) nezelisrle con 60 c.c. de 1a
¢nzinrae y colocrrlae en bafio de 40 2 hasts que el "teut"
con luzol de color perdo, que c¢s sezln los cutores citrdos
indice de 1a tcerminacidén del ctague.Tuego se egrega 10 c.
¢. d¢ tricloroectileno y se agite el liguido en recipiente
con hielo éurante 2 o 3 horas, sc foraa asi »nrecipitado
cbuncente. 3¢ deje e nel. . ders durenic 2 o 3 dias.Se se-

para ¢l liguido por decantacida o por filtro y sc¢ gucrds
cl precinitvcde cn li heladers. S ¢ concentrs el liquido =l
1/4 se aarege Ttricloroectilino y nuevinente se re:ite la o-

ner.cidn yo indiced:i. e niezcleon los dos »recipitadoes,
se levencon .guc frin y o« l2s 24 hores se los pesc humedos

ie oaorege, entonces 10 c.c. de «~gu2 por codo gra:io de ne-
so del wrecipitcado y se colocea le suswensidn en T rlenme
yer en bafio mwria,hirvicado y ¢gitendo bajo cempane, hasta
lc disclucidn de dicho precinitzdo. S e agreza un Hoco de
carbon, se filitre hducdo, se ponc en la heladera y se scpe-
ran los cristales forandus, que constituyen loas dextrines

» Se concentra ¢l iicuicdo #1 1/5 on wvacio y sc pone
cris%telizer de nuevo. Se scphre el liquido que qucds y se
lo concenivra hoste 1o congisvencia de jarebe, se agrer ol-
cohol poco = poco ¢n 2 o 3 dics hests obtencr uwan concei-
treciédn delT70 por cicato, preciniisn aosi les dextrines o
Se wwrrificen les .7 dexbtrinas por reerictelizecidn en
agua hirvionte. 5S¢ purificon les dextrines por recris-—
telizacién en - gu- » 1. gus se groege &lcohol heasta el 70
por cientoa
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Trchonos elvoder reductor de ambas dextrinas cristo.
cen ezl de fetileno e hidréxido dc sodio.Ninzuna
75 adcxtrines do o .cr raduchor. Haceaos luego lia

G
hid~6lisis d2 las dextrinss con aecido sulfurico II/1 en ca-
y aubos tubos adgulereua poder reiucTCrs

Con ecston dextrinas ¢ristalizgedas preparanos el me-~
dio de cultivos zgur de '

e
[
o ]
t
Q
=S
-#.
8]

dextrine, con indice-
dor y campanita. %euibrs cos en cllos B. poaymyxa. D. cerecus
B. mecerons y Be iycoides SiIn cmbargo no liegamos con Cs-—

tos cnsayos, 2 obtcier une conclusicn definitiva.

w

P ncliicnte quiginos ver si incculando una paps con

.
macer:ns  se nroducia la transforaccidn de los srinos de
almiddn de ia wmisma en dextrincs.

Despuaes de v-rios dias de culiivo conwios m.ierial con
un ansea de 12 zone bland: de le pava, extoendimos este arte-
rinl en vn pate, hicimos lleger a estc vawnores ae I ¥ en
la observacidn Aicroscopica vimos los grenos de #lmiddn
coracteristicos, de color azul, sin Lingun: defornacicdne.
Pensawos catoneces que o hien la enzisa capaz de atac or
al alnidén no c¢ra nroducids nor elB., Macerans cn paps,o
bien quce ¢l 21 idon crudo no cra atacable nor la wuisams on
caso de sc¢r producide.

Prra ver simbia cnzine introdujimos un pedezo de pa-

>
I

o culitivada con ¢l beclilo, en 1 c.c, de solucidn de ~l-

midén ¥y desnues e 15'  ya heabin lincdisimos cristelces. luoe-

o, ol B.macoerang. prodéuce dlcie cnzlilagc ohn papo.

[ P N S A

Gq

Pare probar si ¢l 21lnidén ror ser crudo no era ctecado
nor le cnziur, vrepsramosn unc solucion de £lmiddn 21 4 %
en fro e hicimos actuer sobrec 1 c.c. de¢ le aisme, cinzimes
de varias cevas distintgs de B.wmecerans. Hicimos la compr-
recidn con ¢l clniéén codido :spucs de 1 hora dc actuar
lo enzine sobre ellos:
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,wmldon crudo

Observac -
ariie W ¢on  .Micros-
cepe Luzol copica
de 39 !

Macerag
Precizi Granos
316 tado perdo
Cail ne roji-
—UI'O.
20
l‘7“ " n
£33 . Cesi "
;incolo-
. =Yo

con 1l¢ que

le. preverccidn de le sol.

Hudscr: que 1la
de e¢sto

A G . et o Ghy S S, S e

. Foder
1Redue .
. =tor

Pe=h U

maner:s ctacable por 1o

Ho
ticne

se conprucbe le hipdtesis

de 2linidén dede
esterilizen durcnte 1 horo -

“lmldon Cocido

P e L P S

MBS B s s Ll s e

Color con

Observecidn

Irgol Microscopi--

ca

exizonos
¥y agujas

" exégonos.

¥y 2 nas justifica

vor Tilden y

1259 hreiéndeie

cnzian .
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CLiPITULO IV

i G et M A - - e —— c—— ——

DISCIUSION DE RESTIJLTADOS

m—a——— - s . it m

-

Henos hecho haste zqui el estudio del B.plymyxe ¥
el B.macerans, de su 2islemiento, su dispersidn, sus ana-

logias y difercucias. Heuacs comprobado gran parte de le
publicado cn le liferature per édiversos autores cobre log
acrovacilos.

Tn cuaento o los difercncias establecidas por Porter,
lic Cleskey y Levine poare distiunguir al B.polymyxa ael B,
macerans,nosotros hemos obscrvado ques

1) La reaccidn de Voges Froskauer sicmpre nos resultd po-
sitiva pera el B. polymyxs ¥y negotive para ¢l Bamecerzns
por lo guc la consideramos unc reaccidn carecteristica y
difercncicl cntre lis dos ¢cssceles.

2) E1 crceimicnto & 452 delB.macercns  como caricter dife-
rencial y ¢l crecimicnto @ tceanercture ~mbicnte del B.ne-
lymyxa, fucron carccscres que no se wanifestoron constan-
tes en los Gifercntes ensayos que hicimos, por lo que no
nos parecc gue estos sein Ge importencia fundzacntol en 1le
difcrenciacidén de aabos becilos.

3) Ie fermentecidn de Sorbitol y Ramnosa por partc del

B. mccerons exclusivaicinve, T2M30C0 nos parccidé un csridcter
auy inmportoute cn 1o difcrenciceidn, mues si bien ninguna
dc nuestr2s cepus de B.polymyxe fermcentd dichos szitcares
(1o guc confirme « Porter), cxiste el antecedente dc quo
ni Smith ni Lediagham pudicron corroborer dicha afirmecidn.



Por otre perte, los cevas dc B.iacerans ¢ein gue nosotros

tabojaros, scibrodas en Sorbitol o Traott mo disron gns

zn crnvidrd aprecicble como Taire counmitioas ¥ oGiche feraein-
1

teeidn auy efcetive ni muy dcecisive cn L Zdentificacidn

dc las espceclese.

Respecto a la difcrcacia enwre @mbas L8,CGCLEE Co-~

tablceeicda por Tilden y Hudson, bas.d: cu los distintas
amilesas proGucisas por ellas, es defini*—:, segin lo le-
mos comprobado.los Torece telibidn cuc ¢s la difercnci
nés intercsonte pucs dich: rroviidad ro s0lo sirve nara
distinguir al B.uacercns delB.polymyxa s.oo tauiblen para
individuslizaer 1 B. moccerans de S04e oura breveric conc.
cida.Concluimos mues qu2 solamentc 12 veaccidn de Vogues
Progkaucr y 1la aroducecidn éc cnzimcs carnces de transfor-
mar el almiddén <n dextrinas cristslines son significasi-
vas »ara distinsurr zatre si o los ccrodecilos.

En uuento a la denomin:cidn de csbas bacterias, la
crexcidn del nuevo :énero Jerobacillus nc nos porecc jus-—
tificede,pucsto que la Unice diferczncin que permite aistin-
guirlo dcl, géncro Bacillus seria la existencia dec un sis
tena capaz de transformaer hidratos de carbono con produc—
cién de nidrdzeno y anhidrido carboniczo.Si esta propiedad
gquc¢ ch verdaed es muy loportante, pudiera gexr instituida
como fundaimento de la creacidn de un género wn este grupe
dc bacteries esporulsdes, «1go aendlogo detiera aceptrrse
prre elgéncro Clostridium, separ/ndelc en los grupos de
especics con produccidén de anhidrido carbdnico ¢ hicdréme~
no y cn otro zruavo sin prodéuceidn ¢o anhidrido cerbdnico
e nidrd-cno dc¢ los hidrotos de carbonoe.

Respecto &l Be pensoma y B. schuvlkiiliensis,que fuercn

descrivisos coulo especlies y co..sldacradas «n ¢l Jerscy
Menual (1949) probrbles vorlintes de B.pelvmyxa y de B.

mecerans respectivanente, tiene, cn lés lescripciones ori

ginales, o n's de le propicded de feracutor hidretos deo
~ - T~ e R 3 .~ - I o L s o~ Al g “ - P
carbono, las sigulentcs caracteristicas 4 wting-:ves :gue
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1lcvo.ron & los «utores & considernrlas cenccics nueves:

B. schuylikillicnsis (#isenberg)llo producc ~ectil netil
caxrbinol

o fer.cuve sorbitol
Licue gelctina
Progquce uﬂz

Y dc éstas ni 1o wroduccidn de S Ho ni 1le licuecidn
de gelatinwe fucron dedr¢ por ninsun .vior cowo de imwor—

-
l

tencic funésautcl cn ie crracterizecidn de las cs-ceics

equi estudicdag; 2de s ¢l heeho de no feruentsr sorbitol

yale s @cleraao gque tanipoco parcee venerl. . dc londe re-

ac
sultz ¢.z la dnics rezceidn deda, realmnente difcroncial,
4

es la de no proiucir ccetbil-mectil-carbincel y ésta nos per-
mite incluir =zl E;-ﬁgﬂllﬁ%lligﬂilé deatro dcl B. neccrans

— eviem

tal coio estd coasidcrada en cl Bergey‘s Mznual, no jus-
tificando, ¢n canbio, la nueve cesuccic.

pandor :  (Corbet) produce {cido sin 105 de glucose
For felier une de las rcacciones iwmrortintes, su deserip-
cibn no ierzite incluirlo, ss_dn nos parcee ea ninsgune de

las dos esycecies existente.



CAPITULO V.

P

- s A A A o am s e A . e - s

_RESUIIN - COHCLU:T(IS

1) Se detzlle ua adtoco prrr ~iszliiento de Be polymyxa
gue consiste en senbrar ¢l "wtericlon wedlio ac cnriguc—
ciniento.prsteurizer por. clivinar beeverias no cgporu-
lades y 2isl r wor dispersidn en placa.

2) e detaliz un étodo pore dislaniento de Bem@corons quo
consicte c¢n utilizear cultivoe d¢ carigusciniento, pasteu-
rizar,comrrobar Lo exiutencic ce li enzine ceshecifiez
7 eisler »mor disrersidn cn »nlace.

3) 3¢ estoblocen las yproeiedcdes cerscteristicas fundamen-

telcs que sirven pare diferencl v cl3.polyiyxa y B.nace-

4) Se a2dopt2 el medio de agus dc¢ levedurs laectosado con

Rojo Meutro y ¢l dc aven. y c.rboneto de czlcio como wés
adecundos para el desarrollo del B.polyuyxa ¥y 3.macerans

espectiveicnuc.
52)Se observeron en B. polynyxe dos tTinos de variaantes que
sicapre resuliaron reversibles.
6) Sc hizo un pequctio ndnero de obscrvociones con las dex-
trines cristalini s no reductores obitenides ¢ partir del
aluiddn coa lz enzinmo yroducide yor ¢lB, wcercns.

'y S [ d V' d
7)Se discute 12 conveniencia de la creacion del genero

Aerobacillus vy se dan los fundamentos vnara una deci-

sidn contraria.



Motericles y  Métodos

R e oY )

14

4 continuceidn sc detslian al_uno e Jon Ledi
de cwitivo utilizedos en ¢l srezente tratojio.

Lear cove de leoveaurs lactogndo con Roio i rQ (e donta-

P N An TR 0 B i Shutpiype VP S

do pera ¢l deserrollo dclB.polymyxa) Utilizanos ol nedio
dodo or Ledinghan, ~da s Yy Strnicer(1945) cuyn forsule cs
1o picuicaves

41middn 0 1rCE0SEeeesccar 20 ZTs

U‘

Poptonceceosoonovovsoconcs LO Y,
nxtr. de levadura(scco).. 5 gr.
R0J0 HeubrOsesossesconoen 0.05 zr.
38T e0000sc000eccoscscsse 1lDe &
AZUB e osooocssasscoacceones LODD CoCa

-

Luego utilizeaos aguc de levedura { ver deserivneidn
mes abaio) en nroporcidn de 100 c.c. i sustitucidn de
los 5 gr. de czxtracto e lcvedure seco.knscyvenos el medio
con lecvedurz de cerveza y con lovadura de »tn y ovserva-
mos mejor desarrollo cn cl nedio prenazrado con veta Wlti-

Tl e~

Preparccidn de¢ rgua de loyadure de nen zutolizeda. Se des-
MENUZa 500 gr. de levadure ac 2en »rensada y se coloce

en un bzlbn en estufa de 502 durcane 48 hores, azit ndo-
17 & las 24 hores varics wices. Le lovaeaura sufre una ou-
t8lisis y la =wmasi sblid: w transforaa e¢n un liquido espo-
¢ se diluye cltéraino 4o 48 horas cca nedlio 1litro de
filtra por panci logzdo y ¢l liquido claro quc,
en genersl, 1ilitre awmy lcavoiicnite, se llove & pH 7 con hi--
Grézido de ©0dio. ¢ estariliza & 11092 dQursnte treinta i-
nutor.Bste asuc de¢ leveaure suclz scil dezigncde en ¢l la-
bor~torio corio extrecto dc lovodur, | a2l medio,
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_Freperacidn de ague de lovedura de cervezs auigolizcds
sc¢ propare de isvel moncra que la deserirte porn la love-
dur> de »a2n.% n ~encrel la a2utdlisis comicnza muy rdipido-
nente y 1o msa qucda auciio nésg fluida &l chbe de 1lns 48

hores d¢ ~utdlisis.

Medio dc /i.vene con Carboiato de Calecio: la férnula,dnde
por Tildcn y Hudson es.
[VCNE «sssaaae H 2T
COsCacececn.e 2 "

/Lguac.onoqaooo 100 CuCo

Con estec :iedio sc suele presentar e¢linconvenicnte de
la distribucidn centubos nor la sedimwentzcidan rloids de la
avene, Se pucde obviar este inconveniente egitende fucrte-
mente 1o mezele oen ¢l baldn y wieatras se azita tomar con
~ivoeta 5 ¢.ce Ty ponerlo en cade uno de log tubogs.

Tambien usamnos ¢l procediniento 4c¢ hocer une ozela
unitfornc¢ de¢ :vena y carbonato cc caleio en un sortoro,
digtribuirla en tontes pertes iguzlcs como tubos se guie-
rc nreparar y &fiogdix corus el le cantidad requerida. 12
¢sterilizacidn se hoce 1209 durante 20 winutos; <n gonce-
ral se @mojan los tesones a pegar de todas lxs nreczuciones
guc sc¢ zfopten para cvitaerlo.

Para la cesterilizecidn do ciutidades ads srundes de
nedio, en balones, ccte inconvenicnte sucl: cgtoy agre
vedopor ie exipulsibn del tandn de 21g0dén.Fzre resolver es—
ta dificul®tad se aendee 21l baldn on =utoeleve un buen
ticapo hasta quc el medio toze consistencie de engrudo. a-

J-

3¢ cgveriliza « 1202 duran-

o

0

gitZidolo 2lgunas vecesz. Lucso
te unos pocos minutos, se topa anenes disninuida 1o »re
sidn y sc¢ lo esteriliza a 1209/20!.
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1oculacidn 2o pepas: sc clizcen pepws zancs, sin loesioncs

i

Y=t

11 brotun gus dDucdan cificulter el levedo dz lag niuaes ¥y

jol
(¢}

tanafio nds vica chico de modo gue pucdail Sor congorvi-

das en ccjas Gu Fetri cotdriles para su incubocidn un: veg

inoculades( sc usan ares o do: foados G cujn esté-

riles juntos pues asi le alture de la caja sc hace uayor).

Parz inocularla s¢ wrocede asi: s¢ 1 ve la ma»na ¢
gua y jabén varias veces, se eiljusge con Ggle, $C SeCh con
un trapo bicn linmio y se coloca on une czje estiril, Tuee
50 se elize <l zunto de inoculscidn y se echz sobre €1 u-

-

nas sotas de lusol. Tembicn so wucde flcacer dicha poreidn

esfindola rnfiidenente por mechero.Unz vz hceecuo esto sc to-
me une susnensidn on 2gud de le bectorie gue se quicre ino-
culer y con una pipctz Fasteur bicn finite se tone note~
rial de esc liguide ¥y se ilavroduce on la papa gue gucda a--
si inoculzda.

Puedcn hecerse dos o tres inoculaciones de la wmisma
susoensibn en la misma pasns si se quicre, luego s¢ 1llev
a c¢stufe para incubar, dentro dc la caja dc Pevria

-

Otrog mcdios 4o cuitivo utilizedos contnmeonse cn ol

nresente travajo ratrolis cger extrocto de carae, medio de
Endo, agua dc veptone cuyas Toérmulas fueron tomadas del
Standard .iethods.Para colorear bactcrias ful utilizado en
gensrel 21 witodo de Graa-Nicolle,

et e, . D . A . e L e
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Explicacidn de las fotografies (1)

Se hace le salvedad que deda la escasez de nateriel fo-
togréfico disponible actualiiente,nc se pudc ilustrar el traba--
jo de la nenerec deseada.

Fotografie Ne 1: Bacillus polymyxae x 1000 aproxi-
rnedarente.
" " 2: Bacillus macerasns x 1000 aproxi-

madarentelEn clla pueden obser-
varse las protuberan-
cies,generalnente cen-
trales, de las que da
auenta el texto.

n " 3:Becillus maceruns x 1000 aproxi-

nadaiente
Esporangics-:

" " 4: Colonie Qde Becillus ﬁoixgyxa en

agar extracto de carne x 1000
aproximadarente

" " 5:Colonia de Bacillus nacerans en
agar extracto de carnc x 1000 2-
proxinadanente.

" " 6:; Dextrinas cristalinas obtenides
por accidén de la enzima del B.
rnecerans sobre ¢l alnidén x 500
aproxiriedamente

1 )Fotografias cbtenidrc por gentileza de nis compefiercs del
Instituic . T1:elos y Asrotecnia sefiores. G.Causa y M.Médici
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