SARCINA SREENIVASANI, 0. sp.

BACTERIA PRODUCTORAN DL

"ROJOT LN LAS SALAZONLES DI
PESCADO, LN HEIL URUGUAY

VICTOR H. BERTULLO Y FERNANDO PEREZ HETTICH

Entregado para su publicacion el 14 de noviernbre
de 1957,

INTRODUCCION

En ¢l estudio sistematico de log agentes productores del “rojo” on
las distintas salazones de pescado gue se proparan en el Uruguay, he-
mos encontrado un agonte bacteriano d:ét orden do les Micrococales que
por sus ecaracteristicas fisioldgicas, estimahios (ue s una nueva especie,
a la cual proponcemos ¢l nombroe de A, Srecnivasani, bactericlogo Indu,
gue con sus irabajos sobre baclerias rojas halofilicas, ha contribuido
a4l mejor conocimiento de este importante grupo.

Fl “rojo” de las salazoncs de pestado os una entidad, en cuya pro-
duceidén concurren distintas bactarias —ontre las cuales ya alslaimos
Yseudomenas salinaria (31 —que c¢n la forma visual de ataque, no mwoar-
ca diferencias notorias y aque rauchas veces s presentan en perfocta aso-
ciaciom, sdlo deteetable por una cuidadosa investigacién,

MATERIAL Y METODO
(1) Como material dispusimos de salazones sacas de Brotola (Uro-
physis brasiliensis) quc presentaban un tucrt: coler rojo en toda su su-

perficie. Las piczas fueron obtenidas dol sceadero al aire libre de un
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poescador del puerto La Paloma (Rocha), quien no pudo identificar el
origen de la sal utilizada, por haber adquirido distintas partidas a di-
terentes personas gue reprosentaban olras tantasg (irmas importadoras
de ese producto,

t2y  Se efcctuaron raspajes con bisturi estervilizado, en la zona de
mayor coloracion, colociandose ¢l material ¢n solucion fisioldgica esteril.

No creimos conveniente usar una salmucra de muayor concentracion,
por tener las piezas saladas un oxceso de cloruro de sodio que daba un
porcentaje conveniente de esa sal.

Homogencizacdo ¢l substrato, se¢ efectuaron distintas diluciones las
que se sembraron on medio de Dussault v Lachance (7) en caja de Petri.

El crecimicento fue electivo o las 48 horas, repicandose on ol misne
modio hasta su total purificacion.

Fl examen microscipico so cfectud particndo de lox cultivos en ne-
dio sélido diluidos convenicntemoente en solucion esteril de NaCl al 207,
o bien purtiendo du los medios liguidos por coxlension directa sobre ol
porta-objetos.

Utilizamos ¢l método de Gram recommendado por la Sociedad Ame-
ricana de Bacteridlogos (11) aungue cuando tuvimos dudas de la Gram
negatividad de la bacteria, recurrimos a la teenica preconizada por
Venkaturaman y Sreenivasan., (160,

Todos los medios de cultivo, ingredientes y azucares utilizados son
d> los laboratorios Difco de Estados Unidos.

Los pH fueron ccterminados con un polenciometro Beckman neo-
delo G,

La temneratura de cultivo en los resullados exproesados, fue de
37°C. a no ser gue se especifique de oira manera,

I.a esterilizacion se levd a cabo a 121,5%C. 15 1bso duarante 15
minutos.

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y CULTURALES

El organismo se¢ presznta segun la concontracién salina en guc
crezea, bajo la forma de cocos, dipluo.ocos v saccina. Goneralimente tic-
ne un didmetro de lu, aunque cuando crece on aitas concentraciones de
sal, alcanza hasta 1,5u. Es Gram negativo, pzro muchos elementos apa-
recen, tenidos como Gran positivos, caracteristica que desaparcee cuan-
do se tinen con el métedo de Venkataraman y Sreenivasan (16) que efec-
taan la f(ijacion del material con alcohol metilico, agregando los colo-
ranies del Gram sobre el alcohol en ¢l porta-objetos.

Cuando se agrega Saponina u Oleato de sodio al medio de culii-
vo, ne se alecta el crecimienio, predominando la forma cocacea, aun-
que los elomentos aparecen como hinchados, presentando cen sus bordes
una refringencia similar a la producida por una capsula 3.
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Crecimiento del organismo a distintas concentraciones de sal

En una primera etapa preparamos el siguiente medio: MgS5QO,,
7 H-0O, 0,5 9 ; MgWNO:s)., 6 H-O, 0,1 */; FeCl, 7 H:0, 0,025 % ; KC1 50
p.p.m.; Proteosa Peptona NY 3 (Difeor 0,5 Glicerina, C. P, 177,

gar 3 7, adicionands concentraciones de NaCl puro (Merck) en can-
tidades del 15, 20, 25 y 30°..

Tomamags coermo base para la preparacion de este medio, ¢l de Dus-
saull y Lachance (7) ademas de lo recomendado por Brown v Gibbons
con respecto al i6n potasio (6),

El crecimiento e¢s bucno con lodas las conceniraciones, haciéndose
visible a las 24 36 heras, para manifestarse abundantementie o las 48-
72 horas. En todac las concentracioncs se enconird gran predominio
de cocos y menor cantidad de tetradas en paquetes de ocho clementos.

A la observacién en gota pendiente, previa dilucidén en cloruro de
sodio a} 207/, esteril, se comprobo el mismo panorama aungue fue dable
encontrar mayoe: cantidad de tetradas.

Utilizando los mismos elementos, excepto el agar-agar preparamos
medio liquido, entubando y esterilizando, para lucgo sembrar.

A los cuatro dias se procedid a cexaminar los cultivos, cncontrin-
dosc buen crecimiento en todas las concentraciones, gue al frotis tenido
al Gram, dieron cocos abundantcs y fetradas. El tamano de los prime-
ros clementos fue en aumento para alcanzar 1,5u en la concentracion
del 307,

Comprobamos murhos elementos en etapas de divisiéon y on mu-
chos de ellos, una marca cquatorial, elarament: visible. Para ratilicar
lo expuesto, sembramos cn medio de Dussault ¥ Lachance (7) cl cullivo
de todos los medios liquidos, los que a los 3 dias habian crceido per-
fectamente presentando su color rojo caractoristico,

Para conoce- si el clemento en estudio era una haléfila modera-
da o extrema, segun la definicién de Baxter v Gibbons (2), preparamos
¢l medio liquido ya mencionado al cual se le agregd concentraciones

’

variables de cloruro de sodic puro (Merck) al 2, 4, 6, 8 ¥ 10 7.

En todas las concentraciones se obtuvo crecimiento, el que hacia
mas efeetivo a medida que aumentaba el NaCl.

Igual erecimiento fue comprobado con el medio sdlido descrilo a
principios de este trabajo.

Todos los cultivos en todas las concentraciones, crezieron luego en
¢l media de Dussault v Lachance (7). Tanto en ¢l medio liguido como

cen el sdlido ¢l mejor erecimiento de organismo, se obtuvo enire el 15
¥y 207 de NaCl.
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Tempzratura o6ptima de crecimiento.

El organismo c¢reeid lanto a femperatura ambiente (232 25°C.) co-
me a 37°C. siendo mas exuberante a esla temperante que a aquelli.
Su crecimiento a 45°C. fue méas bien pobre v ecscaso.

Estimamaos que 37°C es 1o temperatura gue mas lo favoreeoe,

Aerobiosis.

El coco ¢s anacrobio facultativo. Sembrado cn agar y gelatina on
proiundidad, crece lentamente hacia la superficie extendiéndose tucgoe
sobre ésta, hasta cubrirla totalmente, formando una pelicula adherentoe
¥ viscosa. La obscrvacion en el medio de Blichner, dio también resul-
tado positivo.

Movilidad.

La bacteria es mévil, habiendose constatado este hecho lanio en gota
pendiente, como en gelatina y con el medio de Tittsler y Sandholzer
(14), previamente adicionado de NaCl al 157,

Cromogénesis.

Los cultivos produjeron desde ¢l principio un color rojo fueric, A
los efectos de mejor definicion del color, utilizamos la escala de colo-
res de Villalobos y Villalobos (17) leyendo por la misma para ¢i orza-
nismo desecrito, “S 10-11” y para Sarcina litteralis (cepa tipo Lockhead,
.enviada gentilmente por el Lr. Gibbons, desde Canada), “S 12°-14°,

El color fue sizcmpre mas vivo con el medio de cultivo utilizazlo por
nosotros que en e! medio de Dussault y Lachance, creyendo que collo
sea debido a la presencia del i6n potasio.

La temperatura no parcece influenciar la cromogénesis. Tanlo o
379C. como a 23°-259C. no encontramos diferencia gue merezea anotlacion.

Fl organismo es incapaz de tedir el medio ligquido en el cual crace
perfectamente, al que silo enturbia, formando luego un depssito rojo
en el fondo del tubo de ensayvo. Sin embargo, tan pronto se le repica
a medio sdlido, cultiva con su color rojo caracteristico.

Utilizacion de otros medios de cultivo.
ta} Papa. -— La papa mantenida toda la noche en solucién de

NaCl al 209 fue colocada en tubos de Roux, agregandose al deposi-
to, hasta tocar el extremo inferior del tubérculo, la siguiente solucién:

7€



ANALES DE LA FACULTAD DE VETERINARIA

MgS0, TH.O, 0,57 ; Mg (NO-:3H:0, 0,17 ; FeCls TH:0, 0,025 %
p.p.m. v NaCl pure, 207,

El crecimiento eos rapido haciéndose visible a los tres dias, dando
lucgo colonias rojo-brillantes, adherentes a la superficie, formando fi-
limentos al quererlas despegar con ¢l asa o cspatula de platino.

; KC1 50

(b) Produccion de H:S. — Utilizamos ¢l Lead-acctate-agar, adicio-
nandoie ¢omo vehiculo el medio liquido mencionado en (adr. También
usamos ol metodn de Andercon 1), Luego de guince dias de cullivo, ¢l
rosuliado fue negathivo.

tcr  Beduccidén de Nitratos. — Agregamwos 0,077 de nitrato de po-
tasio al moedio s6lido ya descrito, asi como también a agar-leche y agar-
extracto de levadura, segun lo preconizado por Gibbons 8. Utilizamos
el rondtive do Griess-Tlosva para su investigacion, Resultado: Positivo.

(d) Produccién de Indol. -~ Adicionamos 1 % dc¢ Baclo-Tryplonc
al medio y luego se cicetuo [u prucha de Koviaces que dio: Positivo. [gual
resultado obtuvimos con el medio de Srecnivasan y Venkatar man 121,

{el Hidrélisis del Almidén. — Fuce investigada agregando 6,27 de
almidon soluple, al medio salide y luege de 21 dias de cultivo, inunda-
cidn de Ia superficie con solucidn Lugol. Probamos asimismo. ¢l medio
“A" de Lockhead (10). Resultado: Negativo.

(f»  Hidralisis de la gelatina. — Ulilizamos las técnicas de Gibbons
(% v Venkataraman v Srcenivasan (168), El organismo a ura temperatu-
ra de 239-25°C. produce liquelfaccion napiforme, dande resultado posi-
tivo con una solucion al 579 de acido tricloreacético (16, La hidrolisis
es lenta vy se hace manifiesta lucgo do 70 dias de cultivo. Resultado:
Positivo,

{¢g) Prueba de la Catalasa. — Cultivos bicen desarrollados de meas
de 15 dias fucron tratados con H:O. a 10 vols, Resultado: Positivo.

thy  Accion deniirificante. — Probamos con el medio de Fred y
Walksman N 56, que utiliza on nitrato de polasio como Unica luente de
nilrégeno y la glucosa come lmica fucenie de carsono, gue responde o
In siguiente (Grmula; KNO. 019 K.HPO., 0.05%; CaCl., 6H.0, 0.05%
Glucoza, 177, scecomendado por Venkataroman y Sreenivasan (13, Hu-
bo buen crecimicnto, sin tormacion de gas. Resultado: Negativo.

{i» Aeccidn sobre los "aztcares”. — La prucha fue llevada a cabo
con Bacto-phenel-red-agar, adicionado del 157 de sal y el 1% del aza-
car a probar, gue fue previamente csterilizada por pasaje por bujia, ¢
incorperada al medio luego que este fue esterilizade. Hubo buen creci-
micnto pero no, produccion de acido ni gas cn los siguientes: Dextrosa,
Manitol, Esculina, Lactosa, Arabinosa, Sorbitol, Sacarosa, Galaclosa,
Asparagina, Mailosa, Levulosa y Ralinosa.
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(j* Accién quitinolitica. — Preparamos la quilina con la técnica
de Benton, modificada por Hock (9), la que fue incorporada al medio,
Luen cultivo, pero accion sobre la quitina: Negativo.

(k' pH. — Ll crecimiento se obticne dentro de un pH que varia
desde 5,5 a 9.0, aunque se ve favorecido por uno variable entre 6,6-6,8.

DISCUSION

El organismo aislado porece ilener caracleristicas propias gue nos
purmilen presentarlo como una nueva especie. Vive en simbiosis con otras
bacterias halofilas ¥ se le aislo de los materiales en gque éstas comun-
mente se encuentran. El aspecto de los cultives, presenta ¢l color rojo
caracteristico.

Frente a substancias batotonas, ¢n concentraciones tales del 057
creee perfectamente, aumentando su tamano y presentando un borde
relringente, habilidad que no posee Pseudomonas salinaria, y que en los
presentes momentos s objeto de estudios.

Su crecimiento es favorecido con una concentracion del 15 al 207/
de sal, pero es capaz de desarrollarse eon cantidades qgue van del 2 al
30% . No podemos, de acucrdo a Baxter ¥y Gibbons () clasificarla como
halofila moderada, porque si bien cultiva con ¢! 270 de sal, sobrepasa
cl limite del 207 qgue se establece para este grupo y tampooo como
halofila extremna porgue si bien culliva cn 30 de NaCl, {ambién lo
hace en menores cantidades del 1577, que es su limite minimo, por 1o
que, debido a sus caracteristicas consideramos que cstamos con presen-
cia de una Sarcina eurihalina. No es capaz de crecer en concentraciones
menores del 277 de clorure do sodio, o que ratifica ol conceplo deo
Daxter y Gibbons (2) gue afirman que: “El halofilismo de las bacterias
abuarca dos fenomenos gue no estan necesariamente relacionados: tole-
rancia de sal bajo un cierto maxino v exigencias de sal sobre un cicerto
minimo™,

Crece con facilidad en meodios lauidos, enturbiandolos y formando
deposito rojo, aungque no los colorea. Su posicrior pasaje o medio s0-
lido, con desarvollo inmediato de su color, indicaria que la cromogé-
nesis en esta bacteria, tiche o parece {ener una estrecha relacidn con la
[acie solida. Efectivamente, en los cultivos en profundidad en gelating,
en evidenle anaerobiosis, o con el métode de Buchner, se detectaba
facilmente el color rojo de Sarcina, por lo que pensamos gue ciertios
fcnomenos de tension superficial, pueden influir sobre aguella caracte-
ristica.

La presencia de los ionces magnésico, potasico y férrico son funda-
mentales para un buen desarrollo; aun mas, hemos encontrado gue la
papa humedecida siecmpre con una solucion que los contenga, produce
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un mejor y mas rapido desarrollo del organismo. Las investigaciones
de Brown y Gibbons (6) sobre este punto, han sido fundamentales.

La facilidad de crecimiento tanto en medio liguido como en solido,
le otorga otra caracteristica interesante, maxime cuande cn general, las
bacterias haléfilas no desarrollan bien cn el primero.

La apreciacién del color utilizando el método dec J. y L. Villalobos
(171, lleva solo la finalidad de dar una idea aproximada de los diferen-
tes matices de rojo de Sarcina sreenivasani y S. littoralis, aunguce no
lo tomamos como basico por compartir las objecciones gque Bowers (5
efectita con toda precision con respoeto a su uso on la ornitologia y
que en nuesira investigacion se han puesto de manilicsio repetidas
veces.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

't Hemos aislado de les productos pesgueros salados del Uru-
guay, una bacteria haldflila, gque por sus caracteristicas, aparcce como
una nueva cspecie, para la cual proponemos el nombre de Sarcina sree-
nivasani, c¢n honor del bacteriélogo Inda Sr. A. Sreenivasan.

2°) Sarcina sreenivasani, es Gram negativa, moévil, anacrobia [a-
cultativa, no produce H-S, reduce los nitratos, produce indol, no hidro-
liza el almidén pero si la gelatina, tienc catalasa positiva y accion de-
nitrificante negativa. No fermenta ni acidifica los azucares. No ataca la
guitina.

3y Crece en concentiraciones de sal que varian desde ol 27 al
3077, por lo quc consideramos que cs una eurihalina, Su desarvollo es
favorecido entre el 137% vy 207 de Cleoruro de sodio. Se desarrolla tan-
to en medio liquido como en solido. Crece dentro de una variacion dcl
pH desde 5,5 a 9.0 pero le resulta mas favorable un pH de 6.6-6,5.

4%y TFxige para su desarrolio Ia presencia de iones magnesico, po-
{asico y férrico.

3% Cultiva a 229-25°C.; 37°C. vy 45"C. aundque la lemperatura gue

mas le favoreee cos la do 37YC.
SUMMARY AND CONCLUSIONS

1 —— In Uruguavan salted fishery vroduels, we have found a halophilic
bacterium which would appear to be a new species. We have proposed
for it the name Sarcina sreenivasani in honour of the Hindu bacterio

fogist A. Srecenivasan.

20 L Sarcina sreenivasani is Gram  negalive, mobile. a  {acullative
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anacrobe, does not produce H2S, reduces nitrates to nitrites. produces
inrdole. bydrolizes gelatin but not starch, contains a nositive catalase, and
has a negative denitvifying action. It does not ferment or acidify sugars,
or allnck chitin.

3% — Tt grows in coneentrations of salt ranging from 2% to 30%, for
which reason we consider ji to be a eurihaline. Growth, which takes place
in hoth Jinuid and solid media, is favorved by 15% to 20% of sodium
chloride. The pH may vange {from 5.5 to 9.0, but the most {avorable is
6.6 to 6.8.

4? — Growih requires the presence of iron, magnesium and potassium
ions.

e

— Sarcina sveenivasani cullivates at 229 259 € 37° C. and 459 (C.

i thoseh the most favorable temperature is 37¢ C.
RESUME ET CONCLUEBIONS

1  — Nous avons is0lé dans les produits de péche salés de 'Uruguay
tine hactérie hallonhile aqui, par ses caractéristiques apparait comme
nouvelle espére, pour laquelle nous proposons le nom de Sarcina sreeni-
vasani, en l'honneur du bactériologue hindou M. A. Sreenivasan.

22 — La 8arcina sreenivasani est Gram négative, mobile, anaérobie
facultative, eclie ne produit nas de H,S, réduit les nitrates en nitrites,
produit de Vindol, n'hydrolyse nas 1’a;ﬂid0n et hydrolyse par contre 1Ia
gélatine, a une catalase positive et une action dénitrifiante négative. Elic
ne fermente ni n'acidi‘ie les surres. Elle n'attaque pas la chitine.

3¢ — Eile croit dans des concentrations de sgel variant enfre le 277
et le 307%; c’est pourauoi nous ’a considérons comme une euryhaline. Son
deéveloppement est favorisé entre le 15% ¢t le 209 de chlorure de sodium.
Elle se développe aussi bicn dang des milieux liguides que dans des
milicux solides. Elle c¢roit dans nre variation de pH entre 55 el 9.0,
mais ie pH le pius favorable est 6.6-6,8.

40 — FElle exige pour son développement 1a présence d’ions magnésiquic.
potassique et ferrique.

59 — Eile se cultive a 22° C, 2t¢ C, 379 C et 452 C, mais la tempe-

rature aqui la favorise le plus est celle de 37° C.
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