PSEUDOMONAS SALINARIA, AGEN'T'L

PRODUCTOR DEL “ROJO”™ EN LOS

PRODUCTOS PESQUEROS, SALADOS
VICTOR H. BERTULLO

INTRODUCCION

La producciton de pescado salado. seco y/o en salmuera, se encuentra
afeclada en gran parte. por una alteracidn bacteriana gue entre los pes-
cadores es conocida con el nombre de “rojo”, “ruye” o “ruyet”, siendo es-
lus dos ultimas acepciones deformacion de la denominacién francesa de
“rouge”.

Seoane (26) al describirla en el tasajo, la denomina ‘“viso rosado™. El
porcentaje de contaminacién en los productos pesqueros salados. es ma-
yor del 50 % vy es debido, en general, al uso de sales infectadas y a la
prevalencia del corganismo productor en las plantas de salazdn.

El hecho de que se trabaje con sales importadas, todas de origen =o-
lar ¥ que no se tomen medidas higiénico-sanitarias, en lo gue respecta a
la eliminacion de la contaminacidon, mantiene el problema en plena ac-
tualidad. con la tendencia a aumentar su difusion, por las razones apun-
tadas precedentemente.

De acuerdo a las experiencias realizadas., encontramos que el agente
causal del “rojo” es una bacteria cromogena, halofila, que hemos clasifi-
cado como Pseudomonas salinaria siguiendo el criterio de Harrison y
K.ennedy (15).

Revista de Literatura

Durante los ultimos 70 afos, muchas han sido las investigaciones lle-

{(*y Tecnoélogo Pesquero. Jeie del Departamento de Investigaciones Pesqueras y
Fauna Indigena de la Facultad de Veterinaria de Montevideo. Jefe del Con-
tralor Sanitario del Servicic Oceanogriafico y de Pesca (S.0.Y.P.).

39




REPUBLICA ORIENTAL DEL URUGUAY

vadas a cabo en ¢l mundo, con la finalidad de identificar el agente cau-
sal de esta alteracion. La primera investigacion cientifica sobre el ‘“rojo”
del bacalao, es atribuida 2 Farlow (13)

Foto N9 1, — Cultivo de velo, en medio de Dussault y Lechance

Examinando raspajes de bacalao alterado y de las plantas de salazdn
de Gloucester Mass., ¥y la sal de Cadiz utilizada. encontrdé un hongo o alga
que considerd como productora del “rojo” identificandola como Clathro-
cystis roseo-persicina. Halld junto a este organismo. otro aue clasificd co-
mo Sarcina morrhuae.

Poulsen (23) aislé del lodo de la Bahia de Copenague dos bacterias
que clasifico como Micrococcus littoralis y Sarcina littoralis, catalogando
ésta como similar a la Sarcina morrhuae de Farlow y atribuyéndoles la
produccion del “rojo” en ¢l bacalao.

Megnin, segiin Bertherand (2) considera gue Coniothecium bertheran-
di. ocasiona la alteracidn. _ :

Gayon y Carles (1886) citados por Stuart, Frey y James (28) describen
un Bacillus ¥y un Micrococecus, que cuandoc se mezclan, producen el “rojo”.

Edington (12) da como agente causal al Bacillus rubeaceus.

40



ANALES DE LA FACULTAD DE VETERINARIA

Lie Dantec (9 (10) comunica que las algas clasificadas Clathrocystis,
Protomycetes, ctc, no eran responsables de la alteracién y considera que
la producian dos organismos: un Coccus y un Bacillus,

Hoye (1901 - 1904 - 1906 - 1908) segun comunicacion de Stuart, Frey ¥y
James (28) en cuidadosc estudio sobre el ‘“rojo” del pescado salado seco.
cncuentra que hongos, levaduras y bacterias, no sbélo crecen en aitas con-
ceniraciones salinas, sino que poseen propiedades haléfilas, que proliferan
mas abundantrmente a medida que aguellas son mayores. Asocia la Toru-
la epizoa y la bacteria roja con el “rojo”. Encuentra el organismo en sa-
les de Cadiz, Trapani. Puerlo Said, Ibizd y de Tunez, asi como también en
el pescado salado, seco. El coco rojo, aparecia a menudo como un
Diplococcus.

Beckwith (1) aisla del bacalao salado. seco, un diplococo gue denomina
Diplococeus gadidarum.

Bitting (3) encuentra cocos ocurriendo como Tetradas o Diplococcus:
un Bacilo esporulado vy un OQidium, como organismos comunmente asocia-
dos con las rodobacterias del pescado salado.

Kellerman (i8) comunica sobre dos cocos aislados del bacalao “rojo”.
conciderando a uno, idéntico a Micrococcus littoralis (Poulsen), Sarcina
liftoralis (Poulsen) Clathrocystis roseo-persicina (Farlow), Diplococcus ga-
didarum (Beckwith), Para el otre germen., sugiere el nombre de Micro-

coccus littoralis' gadidarum.

Martel ¥y Germain (20) proponen el nombre de Micrococcus rubrovis -
cosus, denominacién que engloba todos los atributos del organismo.

Bromne (6) imputa el enrojecimiente del pescado salado, a dos or-
ganismos, una espiroqueta ¥y una bacteria, originales de la sal usada en la
curacién. Sostiene que todas las sales solares del mundo estan conta-
minadas con Spirocheta halophilica y Bacterium halophilica. mientras que
las rales de minas parecen estar libres de ellas.

Harrison y Kennedy (15 fueron los primeros en pensar en que el “ro-
jo” no era causado por dos organismos, demostrande mas tarde que era
uno de naturaleza ampliamente pleomorfolégica, cuya habilidad. de tener
cambios regenerativos en su morfologia era atribuible a un estado sin-
plastico del crecimiento. Comprueban que las sales solares o marinas tales
como las de Ibiza, Trapani. Torrevieja y de las Islas Turcas, contienen or-
ganismos ‘“‘rojos”. Aungue plantean ciertas objecciones para colocar el
organismo en el género Pseudomonas. sugieren que por el momento se
clasifique como Pseudomonas salinaria,

Cloake f8) comunica que el ‘rojo” del bacalao es producido por un
ccco y un organismo “X”, los que podrian crecer sélo en altas concentra-
ciones salinas. siendo el 1Ultimo excesivamente polimérfico.
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Boury {4) describe dos gérmenes. Un coco que toma la forma de sar-
cina: Sarcina morrhuae y un bacilo: Bacillus halobius ruber.

Petrova (21) estudiando las caracteristicas de las bacterias que infec-
tuban diversos depésitos salinos, rusos llega a 1a conclusién de que la
mayoria de los autores han descrito todos las mismas especies bacterianas,
que han observado en diferentes etapas de su desarrollo. Esta opinion
estd basada en la marcada tendencla de las especies, notadas también por
diversos autores, a modificarse en respuesta a las influencias internas o
externas. Creyendelo idéntico al M, reseus (Bumm), propone e! nombre de
M. roseus halophilus o salinarius (22).

Puncochar y Arana (24) estudiando la produccién del *rojo” en los
productos pesqueros salados de Venezuela, encuentran que el agente cau-
sal es Pseudomonas salinaria.

MATERIAL:

Para la aiclacion de la bacteria que se describe. se utilizaron los si-
guientes materiales infectados:

a) salazdn seca de Pescadilla {Cynoscion Striatus). Brotola {Urophisys
brasiliensis) ¥y Corvira negra (Pogonias crhomis).

b} Anchoita (Lycengraulis olidus) salada en salmuera, investigandose
también ésta.

¢) Diversas sales solares, utilizadas por los saladores en la prepara-
cion de sus productos.

En el caso de a) se efecluaron raspajes de las zonas mas intensamente
coloreadas, las que fueron disueltas al 1% en suero fisiolégico estéril. En
b) se procedié con el producto de manera similar a a); con la salmuera se
sembré directamente luego de homogeneizarla.

En c¢) se prepararon con las sales sospechosas, soluciones al 1; 5; ¥
10 % en suero fisioldgica estéril, segin el grado de contaminacién que se
estimé de acuerdo a la ocurrencia del ‘“rojo”.

d) Para la preparacién de caldo, se utilizaron filetes de Corvina (Mi-
cropogon opercularis) y de Pescadilla (Cynoscion striatus}.

e) Durante la experiencia, se utilizé ‘“sal rota” comunmente usada
para la salazén.

) Los medios de cultive y los compuestos organicos empleados du-
rante la investigacién pertenecen a los laboratorios Difco, de Es-
tados Unidos de América. Las sales ¥ demas compuestos guimicos,
son de Merk.
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AISLACION:

El caldo de Corvina y pescadilla, se obtuvo hirviendo 1 Kg. de file-
tes en dos litros de agua, durante treinta minutos, filtrando en caliente,
por papel de filtro N? 10. Se preparé entonces el sigulente medio: Agar
Nutritive, 15 gr. sal 50 gr. caldo de pescado 500 ml. entubandolo y este-
rilizando a 15 1lbs. durante quince minutos, dejando luego solidificado
ceni pico de flauta. Para la siembra en cajas de Petri. se fundié el medio
antedicho.

Los materiales a investigar se colocaron convenientemente diluidos
cn cajas de Petri, agregandose luego el medio e incubando a 370C.420C.
¥y a temperatura de laboratorio (230.-250C).

L.a mayor parte de las colonias observadas eran de color blanco o
blanco cremoso, no encontrandose ninguna de color rosado. En repicages
sucesivos, se obtuvieron cultivos con pigmentaciones francas, gue iban
del rosado fuerte al rojo vivo, lo gue tomo segun los casos, de 30 a 45
dias. La lentitud de crecimiento en este medio, nos llevé a seleccionar
olro mas rapido y tomando en consideracion las experiencias de Ha-
rrison ¥y Kennedy (15), Boury (4), Hess (16), (17) ¥y Dussault y Lachance
{11), nos permiti6 adoptar el de estos nltimos investigadores, que en un
‘apso de 3-5 dias, permite obtener abundantes y bien coloreadas colonias
de Pseudomonas salinaria,

El organismo se presenta como bacilo y/o coco, es Gram negativo,
no forma esporos, encontriandose en los primeros repicages del cultivo
original, muchos gérmenes que presentan una o dos manchas obscuras
on los extremos, que parecen esporos. Segin Harrison y Kennedy (15).
dichas manchas serian una transicion de la forma bacteriacea a la
cocacea.

Concentracion Optima de Sal. para el Crecimiento.

Con la finalidad de conocer a que concentracion salina crece mejor
el organismo, se prepard caldo nutritivo con NaCl en porcentajes va-
riables de 0 al 259%.

El “inoculum” se efectud con cultivos de 5 dias, tomados del medio de
Dussault y Lachance (11), cultivandoe a 370.C. El crecimiento fué bueno
a las 48 hrs. en las concentraciones del 5, 10 ¥y 15 %, formandose pelicula
en la superficie del medio en las dos ultimas, al cabo de 5 dias. El des-
arrollo en caldo con el 20 ¥y 25% de NaCl, es mas lento y menos pro-
ductivo, péro se produce siempre, confirmando lo comunicado por Ha-
rrison y Kennedy (15} y rectificando lo afirmado por Bitting (3), Beck-
‘with (1), Puncochar y Arana {24) y Stuart, Frey y James (28) que afir-
maban que no crece en concentraciones salinas del 15, 20, 24 ¥y 25%
respectivamente.
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Cultivada en medio liquido, Pseudomonas salinaria, varia de forma de
acuerdo a la cantidad de sal contenida en el mismo. A concentraciones
del 5 al 15 se encuentra una mezcla de bacilos y cocos: al 20 y 257,
sobre todo a esta ultima, solo se hallan cocos, ratificando lo comunicado
por Harrison y Kennedy (15).

Sin embargo cuando se utiliza un medio solido, como es el de Dus-
sault y Lachance (11). que ileva un 207 de NaCl, el crecimiento pre-
senta ambas formas bacterianas.

Stuart Frey y James (28) costienen gue la forma cocacea yue aparece
en concentraciones del 25 % de sal, es la Umica gue se tine, sacando la con-
clusiéon de que los cultivos estdn incuestionablemente mezclados. pero cuan-
do estos se transfieren a un medio de mas baja concentracién salina, pro-
ducen no sélo cocos sino gue también organismos que parecen bacilos, bac-
terias como hile, ete. Este criterio es confirmade por Lloyd (19), Robertson
(25), Stather (27).

Ccloraciones vitales efectuadas con May Griinwald-Giemsa, solo tinen
la forma cocacea, en cultivos con el 25 % de NaCl. lo gue nos induce a dis-
crepar con lo expresado por los citados aulores, en este aspecto.

El cultivo prolongado del organismo en caldo nutritivo con NaCl al 25
por ciento permite luego de sucesivos pasajes. al cabo de 3 - 4 meses, la
formacién de un velo rosado, abundante, filamentoso gue comunica su co-
lor al medio todo. Su repicage en el medioc de Dussault y Lachance (11)
(Foto N °1) da el cultivo caracteristico. El frotis del velo permite observar
algunas formas bacterianas. con la predominancia de la cocacea.

Temperatura éptima

L.os cultivos efectuados a temperatura ambiente (239 - 25° C)); 459 ¥
37? C. dieron siempre mejor crecimiento y cromogeénesis a esta ultima, por
lo gue se estima que Pseudomonas salinaria es favorecida por ella.

Aerobiosis

El organismo es estrictamente aerobio, tal cual lo demuestran los cul-
tivos en el medio de Butcher, que fueron negativos. Los cultivos crecen en
superficie formando una pelicula en los medios en pico y flauta y un ani-
Ho en agar solido.

CARACTERISTICAS CULTURALES

Gelatina: El crecimiento en gelatina con el 10 7. de NaCl es abundante
a las 24 hs.. siendo lenta la transformacién de la misma. gue no solidifica
luegoe de quince dias.
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Cromogénesis: Los cultivos varian en coloracién desde el rosado palido
al rojo cereza. En los medios que contienen extracto de carne ylo peptona,
la coloracion es mas pronunciada, ratificando lo comunicado por Puncochar
y Arana, (24) de que los grupos proteicos proporcionan mejores condicio-
nes para la formacidon del pigmento.

Los cultivos desarrollados a 379 C. dan mejor coloracion que aquellos
a 42° C, y la concentracién de NaCl al 10% es la mas favorable.

Con la finalidad de conocer si las impurezas de la sal, podrian influen-
ciar en la cromogénesis, se prepararon medios de cultive con Cloruro de
sodio quimicamente puro v a los cuales se les agregaron separadamente y
combinadas las siguientes sales: Cloruro de Magnesio (Mg Cl1 2) 1% Clo-
rure de Calcio (Ca C1 2), 1% : y Sulfato de Calcio (S04 Ca) 2 % . Los culti-
vos efectuados a temperatura de laboratorio, 37° C v 42° C no mostraron
mayor diferencia con los testigos. En lo referente a la influencia de las sa-
les de Hierro. se encontrd que agregando 1), 20, 30, 40 v 50 p.p.m. de clo-
ruro férrico (FeCl.6H.0) al medio de Dussault ¥ Lachance (11), se obtuvo
luego de seis dias de cultivo a 379 C. una coloracidon rojo fuerte en 20 p.p.m.
mas intensa que el testigo ¥ que en 10 y 30 p.p.m. Con 40 p.p-m. el creci-
miento fué mas lento v luego de 21 dias aparecieron escasas colonias color
rosado fuerte. Con 50 p.p.m. no se ogbtuvo cultivo al cabo de un mes, Fuera
de las sales de hierro, paveceria aue las impurezas aue normalmente se en-
cuentran en la sal, no afectan ni la cromogenesis, ni el crecimiento de la
bacteria, esto Ultimo, ratifica lo comunicado por Freixo (14) en lo relacio-
nado con las sales de Calcic y Magnesio.

Produccicen de Indol: Se efectuaron cultivos en solucion de Bacto-pepto-
na al 1% con 10 % de NaCl, incubandose a 37° C. durante 48 horas. Se uti-
lizg el método de Erlich-Boéme para determinar la presencia de Indol, dan-
do resultado negativo.

Accion sobre los Nitratos: Medios de Agar y Caldo nutritivos, adiciona-
dos con 0,1 ¢/ de nitrato de potasio ¥y 10 % de NaCl, fueron inoculados e in-
cubados a 37° C. durante 48 horas. No se constatd ruptura del medio, ni for-
macién de espuma. respectivamente. La prueba de nitrato por el método de
Griess-Islowa, fué negativa.

Produccién de H.S: El medio de Agar-Acetato de Plomo, adicionado con
el 10 % de NaCl. inoculado e incubado a 37° C. durante 48 horas permitid
un buen cultivo, pero con relacién a la produccion de hidrégeno sulfurado.
fué negativo.

Motilidad: La determinacién de motilidad, se utiliz6 el medio de Titts-
ler v Sandholzer (29) modificado por Darly, al cual se le agregd 10 % de
NaC1 luego de cultivo a 37°C. durante 48 horas, obtiivose motilidad positiva.
lo que fué ratificado por el examen microscépico en gota pendiente.
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Formacion de acido en medios con carbohidratos

Caldo nutritivo adicionado del 10 % de NaCl, se entubo en cantidades
de 10 ml. y se esterilizé a 15 lbs. por quince minutos. Cada tubo disponia de
la campana de fermentacién de Durham,

Las soluciones de carbohidratos a probar, fueron esterilizadas por pasa-
je a través de Bujias Chamberlain L3, y se agregaron a los medios en for-
ma aséptica, en proporcién del 1%. Se efectud la siembra que se colocd a
la estufa a 37° C. durante 8 dias. al cabo de los cuales se determiné el pH
con el potenciometro Beckman en los testigos y en los sembrados, luego de
1a observacién por si habian formado gas. no constatandose la presencia de
este en ninglhn tubo. De la variacidn de los valores del pH, se encontré que
con la lactosa, inulina y maltosa existia un aumento sobre el pH original de
05 - 0,66 y 0,7 respectivamente. Con la sacarosa. dulcita, d-sorbita, rafinosa.
salicina, y l-arabinosa, una baja del pH de 0.25, 0,3, 0.35, 0,86 y 0,97 respec-
tivamente. En Jo relacionado con la d’'mannita la baja del pH es del orden
de 2,15.

DISCUSION

La concentracién del 10% de NaCl tanto en medio liquido como sélido,
parece ser la mas favorable para el desarrollo del organismo. principal-
mente durante los cultivos primarios. Sin embargo, cuando éstos se efec-
tian en medios de cultivo sdlidos, p.e. el de Dussault y Lachance (11), que
contiene el 20 % de NaCl s mucho mas productive en medio sélido que en
el liguido y segundo, que en el cultivo en aquél, se encuentra a la obser-
vacion microscdépica formas bacterianas y cocaceas mientras gue en se-
gundo, sélo cociceas,

Pareceria que existlese un fendmeno de tensién superficial que influen-
ciara sobre la morfologia bacteriana y en ese sentido se estan efectuando
estudios. La formacion de velo rosado en caldo nutritivo con el 25 % de
NaCl con difusidon del pigmento a todo el liquido —que daria razén a la
denominacién de Pseudomonas— es otro aspecto interesante de la caracte-
ristica del organismo. La forma en gue actlla sobre la bacteria. una estadia
prolongada en la estufa a 37° C. para qgue ésta emita un pigmento difusible
cn agua, es otro aspecto que se esta considerando. Al examen microscopico
aparecen formas cocaceas y bacteriaceas.

La temperatura de incubacién a 37° C. es la que mas favorece a Pseu-
domonas salinaria. lo que ratifica lo comunicado por Puncochar y Arana
(24) y discrepa con el Manual de Bergey (5) que da una temperatura optima
de cultivo de 42° C.

En vista de los caracteres culturales, esta discrepancia de la tempera-
tura, nos hace pensar que estamos frente a una caracteristica regional del
organismo y no frente a una nueva bacteria.
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Otro hecho es la formacién evidente de acido en medio con d-mannita,
también constatado por Puncochar y Arana (24) y ligeras bajas del pH quc
nu alcanza a la unidad, en medios con inulina, l-arabinosa, sorbita, salicina
¥ sacarosa.

CONCLUSIONES

1¥ — FEl “enrcjecimiznto” de los productos pesqueros salados. cn el
Uruguay. es producido por una rodobacteria, halodfiia, que hemos identifi-
cado como Pseudomonas salinaria (Harrison y Kennedy).

29 — Dicha bacteria se zjusta a lo descrito en el Manual de Bergey,
difiriendo en la temperatura de incubacion, 37? C. en vez de 42° C. ¥ en
la concentracion salina que mas favorece su crecimiento; 10% en vez de
20 % de NaCl. Estas diferencias no son elementos de juicio suficientes como
para intentar una clasificaciéon y Jos consideramos como caracteristicas
regionales.

3% — Después de prolongado cultivo en caldo nutritivo, con 259% de
NaCl, a 372 C. el organismo forma un velo rosado, produciendo un pig-
mento gue difunde en el medio tifiéndolo de rosado.

CONCLUSIONS

1st. — The *“reddening” of fishery salted products, in Uruguay, is pro-
duced by a halophilic rodobacteriae, that we have identified as Pseudomo-
nas salinaria (Harrison and Kennedy).

2nd. — Such bacteria agree with the description given by Bergey's
Manual but differs in the incubation temperature, 37¢ C. instead 42° C. and
in the most favourable salt concentration, 10 % instead 20 % of NaCl. These
differences are not enough judgements elements, for trying a classlfication
and we consider them, as regional characteristics.

3rd. — After a prolongated culture of the bacteria in nutrient brath
with 25 % NaCl, at 379 C. the organism form a rose-colored veil, producing
a pigment that diffuses in the media, staining it in a rose color.

CONCLUSIONS

19 — L’enrougissement des produits de péches salés, de I'Uruguay, est
causés par une rodobactérie, halophile, que nous avons identifiée comme
Pseudomonas salinaria (Harrison y Kennedy).

90 _ Dile bactérie s'ajuste & ce qui est décrit dans le Manuel de Ber-
gey, avec une difference dans le température d'incubation, 37° C. au
lieu de 42° C et dans la concentration saline qui favorise le plus sa
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croissance; 10% au lieu de 20% de NaCl. Ces différences ne sont pas
des eléménts de jugement suffisant comme pour tenter une classifica-
tion, et nous le considérons comme caractéristigues regionnales.

3° — Aprés une culture prolonguée dans un bouillon, nutritif, aves 25 %
de NaCl, a 37° C. T'organisme forme un voile rosé, produisant une pigmen-
tation qui se répand dans le milieu en le colorant de rosé.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

19 — Die “Roetung” der gesalzenen Fischprodukte in Uruguay wird
durch ein rote Farbe abgebendes und ein salziges Medium bevorzugendces
Bakterium hervorgerufen. das als Pseudomonas salinaria (Harrison und
Kennedy) festgestellt wurde.

2° — Genanntes Bakterium aehnelt dem im Handbuch von Bergey
beschriebenen und unterscheidet sich von 1hm in der Bruischrankiempe-
ratur, 37¢ C. anstatt 42° C_, und in dem Salzgehalt, der sein Wachstumsonpti-
mum bildet, 10 % ige Kochsalzloesung anstelle einer 20 % igen. Diese Un-
terschiede ergeben m. E. keine genuegende Begruendung fuer eine beson-
dere Klasseneinteilung. Ich betrachte es als gebletsbedingte Abart.

3° — Nach laengerer Zuechtung in Naehrbouillon mit 25 % Kochsalz-
zusazt und bei 37° C. bildet diesser Organismus eine roetlich gefaerbte
Huelle unter Erzeugung von Pigment, das sich in der Fluessigkeit verteilt
und sie roetlich faerbt.
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