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ABSTRACT. The strain SB-69-1, isolated from the rumen of F-1 cattle was
studied from the point of view of its morphologic and biochemical behaviour,
in a selective RS medium for ampylelytic bacteria. This is a paired coccus.
Gram 4, which occasionally develops, forming long and short chains; it is a
facultative capsulated anaerobe, lacking motility, that reacts positively to the
Voges-Proskauer and methyl red tests. It is a producer of SH,, which doesn’t
liguify gelatine. Its morphologic characteristics were studied by classic staining
methods and by electron microscopy. Its capacity for fermentation was demon-
strated as well as jts total production of gas and VFA and their partial pro-
portions through gas cromatography. Behaviour similar to that of our strain of |
the S. Bovis was observed, taking into account the limitations posed by Bryant
for the classification of bacteria isolated from rumen,

RESUMEN. S8e estudia desde ¢l punto de vista morfolégico y de compor-
tamiento bioguimico la cepa SB-69-1 aislada del rumen de ganado vacuno F-1,
en medio selectivo RS para bacterias amiloliticas, Es un coco de 0.7-09u, en
pareja, que se desarrolla en ocasiones formando cadenas largas y cortas, Gram -,
anacrobio facultativo, cncapsulado, gue no presenta motilidad, que da la reaccién
de Voges-Proskauer y del rojo metilo positiva, productora de SH,, que no
produce liquefaccion de la gelatina. Sus caracteristicas morfolégicas se estudiaron
al través de los métodos tincionales clasicos v de la microscopia electrdmica.
Se constatd su capacidad de fermentar almidén, glucosa, celobiosa, galactosa,
rafinosa, arabinosa, asi como la produccion total de gas y de AGV, v las
proporciones parciales de éstos al través de la cromatografia gascosa. Se plantea
el comportamiento similar de nuestra cepa al del S. bovis, tomando en conside-
racion las limitantes planteadas por Bryant (I959) para la clasificacién de
bacterias aisladas del rumen.

INTRODUCCION

El estudio de la actividad metabélica de los cultivos puiros ha sido, y serd, una via
fundamental para lograr conocer el conjunto de procesos que se suscitan habitual-
mente en el rumen como un todo, al través de las reacciones, productos finales
de éstas y sustratos que utilizan los microorganismos aislados que tienen como
habitat natural este abigarrado reservorio habitual de los rumiantes.

Partiendo de los criterios expuestas por Gall y Huhlanen (71950} acerca del caracter
genuino dc un microorganismo como parte integral de la microflora ruminal,
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exponemos éste, como producto del estudio parcial de la cepa SB-69-1, sus carac-
teristicas fisioldgicas y su comportamiento bioquimico.

MATERIAL Y METODO

Cultivos

E! método de siembra y cultivo anaerdbico utilizado para el aislamiento fue el
propuesto por Hungate (7966) usando el medio de enriquecimicnto RS utilizado
por Hamlin (/956). Ver T'abla 1.

TABLA 1

COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO*

RS MCL
Sol. Mineral No. 1 15 ml 15 ml
Sol. Mineral No. 2 15 ml 15 ml
Almidén Soluble 2% 25 ml : —
Resazurina 0.01% 1 ml 1 ml
Licor de Rumen 30 ml 10 ml
Cisteina 10 mg 50 mg
CO,HNa 10% 10 nl 5 ml
Agar 2 g —
H,O 15 ml 60 ml
Trypticasa —_— 15 ¢
Yeast extract — 05 g
Glucosa** — 05 g

* Proporciones para 100 ml de medio.
** En el caso de fermentacién se utiliza el azficar especifico a estudiar,

La atmésfera de CO, libre de O, se legrd utilizando una columna de cobre calen-

tada a 170°C.

Las stembras se hicieron en “roll tube”, usando tapones negros tratados previa-
mente para hacerlos libres de restos azufrados.
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El cultivo puro se logrd por sub-cultivacién (6 pases utilizando el método antes
descrito. Los pases se hicieron de colonias con menos de 48 hs. de sembradas, y de
una dilucién de 1072,

Los subcultives de aislamiento, asi como el medio de mantenimiento fueron hechos
cen RS, Se utilizé un medio de cultive liquido. Ver Tabla 1.

La liquefaccién de la gelatina se éomprobé utilizando el medio RS y gelatina a una
concentracién final de 5% (w/v). Se utilizd cl medio de agar-sangre para el estudio
de la produccién de hemolisis.

Métodos Tincionales

Se utilizaron los métodos tincionales de clasificacién general; Gram, Ziehl-Neelsen,
y los especificos para buscar caracteristicas morfologicas diferenciales, y en par-
ticular, por el métedo de Tyler; esporas; flagelos por el métode de Leifson’s (1930).

Motilidad

Se determiné motilidad utilizando el método de la gota colgante, v el medio basal
mas 0.0% agar, 0.19 glucosa, (.03 citrato férrico amoniacal y 0.0089% tiosulfato
de sodio.

Coleccidon de Células

Utilizamos una centrifuga refrigerada a 4°C durante 1% horas a 3000 g, en tubos
sellados bajo atmdsfera de CO; con una cficiencia que oscila entre un 90 y un 96%.
Se le realizaron dos lavados con buffer fosfato en pH 6.8 0.2 M.

Turbidometria

Se utilizd un colorimetro a 700 mp, realizindose lecturas seriadas con intervalos
de 60 minutos.

Fermentaciones

Se utilizé el método manométrico usando un respirdmetro de Warburg para preci-
sar la produccién de gas total y la produccién parcial por minute, acerde con el
método propuesto por Seaman, G, R. (1963). Se midié el pH inicial v final de esta
determinacién, ast como la produccién total de AGV. '
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*

Se determiné la capacidad de fermentacién especifica frente a cada sustrato wutili-
zando el medio de cultivo liquido afiadiendo los azticares en una concentracion

final de 0.5%.
Se le hicieron lecturas turbidométricas, pH final y produccién ACV totales y

parciales.

Caracteristicas del Crecimiento

Se incubaron Slant de medios sélidos RS a 4, 20, 39, 45 y 55°C, con CO; v en
atmosfera de Q. para determinar los requerimientos de crecimiento.

Se determind el tiempo de supervivencia a 60°C incubando una dilucién de 10-°
a esta temmperatura, exirayendo los indculos a los 10, 20, 30 y 40 minutos, sembran-
dolos en medio RS segtin el método antes descrito.

Reaccién de Voges-Proskauer

Se utilizé el método propuesto por la APHA (1946} .

Produccion de SH,

Se usd el método de Zobell y Feltham (1934).

AGV Totales

Se utiliz6 ¢l método de arrastre por vapor, modificado del original expuesto por
Barnett (1961).

Se¢ expresaron los resultados en mEq/litro.

Cromatografia Gaseosa

Se le afiadié a 5 ml de la muestra 1 ml de una solucién de metafosférico al 25%
y écido férmico al 5%, en una relacién 3 a 1 v/v. Se esperan 30 minutos y al
término se centrifuga durante 20 minutos a 5600 g.

El sobrenadante se utiliza como muestra segin Cotlyn (1968).
Se utilizb un cromatégrafo gaseoso Hitachi Modelo F-6.

Se us6é una colurmna de celita como soporte; silicona al 209% (p:p) y 109% acido
estarico {p:p) como fase lquida.
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Microscopia Electrénica

Se tomaron 10 Slant y se le introdujo glutaraldehido al 366 en buffer de fosfato
(Millonig, 1961) a 4°C, se esperdé unos segundos y con un asa de platino se des-
prendicron las colonias.

Una vez obtenida una suspensién celular se centrifugdé a 1300 g durante 2 horas
a 4°C, obteniéndose un botén celular. Se Tavd 30 segundos en el mismo buffer
y fue fijado en tetraéxido de osmio al 2% en bulfer de fosfato de Millonig (/961
durante | hora a 4°C. El botén celular fue deshidratado en concentraciones cre-
cientes de alcohol ectilico, se infiltré en mezcla de acetona v Epon y se incluyd
en capsulas 00 con Epon (Lufi, 1961), polimerizindose a 60°C durante 48 horas.
Se hicieron cortes cntre plateado y amarillo claro en el Ultramicrotomo LKB TI1,
los que se montaron sobre rejillas de 400 mesh sin membrana soporte. Se le hizo
postcontraste con Uranil Acetato saturado cn alcohol tilico y citrato de plomo

(Reynolds, 1963).

Las rejillas fueron observadas en el microscopio electronico Hitachi HU11A.

RESULTADOS

Este microorganismo se aislé a partir de licor ruminal de ganado vacuno F-1,
con una dieta impuesta de napier “ad libitum”, utilizando medio selectivo para
bacterias aniloliticas RS, sembrandose a partir de una dilucién de 1F, con un
nimero promedio de 15 a 50 celonias por tubo.

Se obtuve la cepa mediante seis pases sucesivos de subcultivacién en medio RS,
utilizando una dilucién de 105

Caracteristicas Morfolégicas

Es un coco Gram -+, de 0.7 a 0.96u, encapsulado que aparecen habitualmente
en parcjas y formando cadenas largas y cortas al cultivarse en medio liquido,
aunque es de seflalar que predominaron estas Oltimas. No presenta csporas ni
flagelos, constatado por les métodos tincionales clasicos ya descritos, asi como
por microscopia electronica al través de la técnica de tincidn negativa.

La captula varié entre 0.089 y 0.14u; la pared celular oscildé entre 150 y 210 A
y la membrana citoplasmatica presentd valores extremos de 50 a 90 A,

Forma colonias circulares, convexas, de contornos definides, de color blanco-
anacarado v en ocasiones con un color amarillo palido.
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Caracteristicas del Crecimiento

Es anaerobio facultativo de crecimiento ripido.

Sus caracteristicas de crecimiento determinan que se obtengan los valores mdximos
de densidad éptica en las seis primeras horas de cultivo en medio liquido, cons-
tatado al través de la turbidometria (Fig. 1)

La temperatura 6ptima de crecimiento oscilé entre 37 y 40°C, aunque resistié
60°C durante veinte minutos. El crecimicnto a 45°C se desarrollé con caracte-
risticas normales, no obstante, éste fue pobre en cuanto al nimero de colonias
presentes. No existié crecimiento a temperaturas inferiores a los 20°C.

Caracteristicas Generales

Es una cepa productora de SH,, que no presenta liquefaccién de la gelatina.
Da las reacciones de Voges-Proskauer y del rojo metilo positivas.

Se caracteriza por presentar en el medio de agar-sangre unas colonias de color
verde-parduzco, asi como un halo que la rodea con un punteado negro, compa-
tible todo ello con una hemolisis tipo «.

El criterio de fermentacién estuve basado en la turbidometria, indice de acidez
y produccién total de gas.

Asi, considerando en primera instancia los datos referentes al pH expuestos en
la Tabla II, encontramos que fermentd el almidén, glucosa, celobiosa, galactosa
y rafinosa; determinando un cambio de pH no tan definido frente a la arabinosa,
manosa, lactosa, manitol; en tanto no ferment el salicin, xilosa, ni la celulosa.

Acericp  Propishico

Farmica

Buririco

1sa-Yalerica
+ Valerica
TMeril Buririco

)

Fic. 1. Cromatograma de los patrones de écidos grasos volatiles.




TABLA II

FERMENTACION

bH Do AGY* Totales (Meg/L)
Sustrate Ira. Exp. 2da. Exp. Ira Exp. 2da. Exp. Aeético**  Propidnico®¥ Ira. Exp. 2da. Exp.
Almidén 5.3 5.2 0.47 0.48 73.1 26.9 3.00 5.04
Arabinosa 5.5 6.1 0.2 0.174 — — 13.03 13.94
Galactosa 5.3 5.1 0.48 0.47 65 35 37.02 41,06
Manosa 6.1 59 — — 7.7 22.3 30.02 —
Lactosa 5.9 3.9 — — 63 35 18.06 —
Rafinosa 5.3 3.3 — — 65.1 38.4 34.04 —
Manitol 5.8 6.1 — — 65.4 34.5 30.6 17.00
Xilosa 6.4 6.4 — — 57.1 43.1 17.02 —
Clelobiosa 5.5 5.4 0.56 0.44 67.5 325 12.76 8.00
Celulosa 6.4 6.4 — — 43 57 17.58 12.62
Glucosa 54 4.0 0.73 0.75 731 26.9 3.00 5.04
Salicin 6.1 6.1 - — — — 5.52 5.04

* Los valores expuestos son producto de la diferencia entre los medios liquidos inoculades y el contro] respectivo.

** Expresado en Yo de los totales.
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Considerando los datos expuestos en la Tabla IT referentes a la turbidometria,
encontramos que existidé un crecimiento maximo en ¢l medio con glucosa, obte-
niendo valores de 0.7 Do, y en orden decreciente con el almidén, celohiosa, galac-
tosa y arabinesa, No se constaté crecimiento con celulosa ni con xilosa.

Teniendo en cuenta la produccién de pas en wpl/min (Tabla TII) observamos
que la reiacidn mayor fue la de la glucosa, siguiéndole en orden la arabinocsa,
almidén, galactosa, lactosa y por dltimo la celulosa. ILos valores de pH de las
determinaciones de glucosa y almiddén oscilaron entre 4 y 5.

TABLA 1II

FRODUCCION DE GAS

Azitcar Produccidn total (uL) wL/Min AGV Totales* mEq/L
Ira: Exp. 2da. Exp.  Ira. Exp. 2da. Exp. lra. Exp. 2da.Exp.

Glucosa 113.3 113.7 2.7 2.7 3.02 3.96
Almidén 128.5 138.92 2.7 1.6 5.46 5.04
Celulosz 114.81 110.98 1.75 1.6 3.48 3.88
Arabinosa 129.6 — 2.6 — _ _
Galactosa 388.0 245.0 3.6 1.4 9.0 —
Lactosa 96.7 — 16 — 8.04 —

* Los valores expuestos son producto de la diferencia entre las experiencias y el control
respectivo.

Analizando los resultados seflalados en la Tabla II con relacién a la presencia
de AGV como productos de la fermentacién encontramos que los valores maximos
se obtuvieron con la arabinosa, galactosa, lactosa, oscilando entre 30.02 y 41.06
mEq/litro; en tanto la manosa, el manitol y la rafinosa presentan valores entre

17.00 y 18.06 mEqg/litro.

Los AGV totales determinados como productos de la fermentacion al través del
métode manométrico nos brindan valores minimos de 3.02 a 3.96 mEq/litro para
la glucosa y la celulosa; de 5.04 mEq/litro para el almidén y entre 804 v 9
mEq/litro para la galactosa v la lactosa.

Se encontrd una produccién acentuada de acético (Tabla II) con respecto al
propidnico, aunque no guardd esta misma relacién en el caso de la celobiosa que
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se invirtié, existiendo una proporcién mayor de propidnico; asi como el manitol,
en el que no resultdé tan definida la- desproporcién acético-propiénico. La relacién
promedio oscild alrededor de un 60% de acético con respecto a un 30% de pro-
pidnico. No se constatd la presencia de los restantes AGV.

DISCUSION

La cepa SB-69-1 presenta caracteristicas de fermentar con preferencia mono-
saciridos y polisaciridos con enlaces tipo @, aunque es necesario consignar que
no es exclusivo su comportamiento {rente a azficares con este tipo de enlaces,
pues determina un pH bajo asi come una Do alta con la celobiosa. Es cbvio
seflalar que la produccidn de AGV estuvo en razén inversa al fhdice de acidez
y a los valores de la turbidometria, lo que nos mueve a inferir que esta cepa
utiliza otras vias metabdlicas para la produccién de AGV, en cl caso de aquellos
susiratos que no son de cardcter preferencial. Surge como excepclén a esto el
caso de la celulosa, v a su vez, como un imperativo para profundizar en su estudio.
Pudiéramos pues plantearnos, que esta cepa utiliza la via degradativa de péptidos
y aminoacidos (Hungate, 1966 y Church, 1969) para satisfacer sus requerimientos
energéticos cuando estd en presencla de un sustrato que no estd contemplado
dentro de aquellos que puede degradar en razén directa de su composicidn enzi-
mética.

Azicares _______ Fermentacién AGV

Péptidos v
Amino-Acidos

Formico ACELNS  poninice

Bueiri
Buerico 130 - Valerica
+

. . Valerica
2 Medil Butirica

Is6 Butirico

Fic. 2. Cromatograma de los patrones acidos grasos volatiles,
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Los péptidos y aminocdicidos estin presentes cn grandes proporciones en el medio
basal de cultivo, y por tanto, pueden al través de esta via dar lugar a la formacién
de AGV. Queda puesta vsta aliernativa planteada para estudios metabdlicos con
esta cepa gue esclarezean estas consideraciones,

Se aprecia la correlacién entre los datos obtenidos utilizande las técnicas habituales
de fermentacién vy ¢l manométrico aunque este dltimo resulta engorroso  para
generalizar su utllizacidn con un caricter sistemdidtico en el estudio de las carac-
teristicas fisiolégicas de una cepa.

L.a cepa SB-69-1 presenta caracteres morfoldégicos que rermnemoran ol de Ia familia
Lactobacillaceae, y en particular el género Sireplococcear  (Bergey’s Manual,
1957%; su comportamiento segin su capacidad de fermentacién frente a cada
sustrato estd acorde en un 7539z con los datos relerentes al 8. bovis en particular,
no existiendo ningtin caricter diferencial especifico incomptabible con esta clasi-
ficacién. Teniendo en cuenta los dalos anteriormente sefialados, vy muy en particular
las consideraciones sobre la variabilidad de los microorganismos del rumen ex-
puestas por Brvant (7959): “Las especies, probablemente tendrin que ser defi-
mdas para mecliiv mochas caracteristicas variables, o el ntmere de especias Tlegard
a ser inmanejable”, planteamos la similitnd de nuestra eepa a las gue se le asignan
habitualmente al 8. hovis,

Fia, 3. Coloracion de Gram. Se observan rocos en parcjas y en cadenas cortas, 2000 X
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Fic. 5. Coloracién de Tyler, donde se constata la presencia de la cépsula. 2560 X
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a

Fiz, 6. Se observa un streplococus cuya capsula ha side parclalmente disuelia, Se distinguen
la pared cclular, membrany plasmatica ¥ on su interior un material denso al haz electronico
compatible con material protoplasmatico, Se observan también zonas claras, con granulaciones
mas densas gque corresponden i material nuelear, 60 000 X
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Fie. 8. Las mismas eslructuras antes senaladas, 100 000X

CRECIMIENTD BACTER AND

o7 ) u/u

46y

G5

a3

o2

2 3 4 0% b 7T 8 8 0 2 13 14 .5 16 7 I8 HORAS

Fra. 9. Curva de crecimiento bacleriano al través de Ja torbidometria a 700 mp. Se constata
el crecimienio rapide de cste microgrganisma,

Fic. 7. Microfotografia de la forma en pareja, constatindose definidamente la capsula y las
demndas estrucluras celulares. Se obscrvan zonas clavas compatibles con pérdida de material
citoplasmatico. 90000 X
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Fig. 10. Colonias crecidas en wedio de agar sangre donde queda definida 1o hemolisis in-
completa por 1o presencin de un punteado debido a los hematies en el hale de hemolisis.
compatible con una hemolisis tipo ¢ 32 X
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