304 MICROCOCCUS VERNAE

Microcoeccus vernae *

Nueva especie utilizada como indicador de antibiecsis de
venenos de serpientes

por Fedcrico J, Herrero (#%)

En un trabajo anterior en relacion a la propiedad antibidtica de
venenos de serpientes (1), tuvimos necesidad de aislar un gran name
re de bacterias de la ticrra, leche, agua, 1ire y piel, a fin de conseguir
una cepa que por sus condiciones de sensibilidad, eoularldad de
comportamiento frente al veneno, v condicicnes culturales si
como indicador.

De todas las cepas que mostraron ser sensibles a los venenos de
serpientes se eligié la N© 235 por los motivos siguientes:

1% Sensibilidad a los venenos de B. alternatus, B. newwiedii, C.
terrificus v Naia Naia.
29 Resultados regulares en diferenies enmsayos para un mismo

veneno.
3% Optimas condiciones culturales en los medios de cultivos co-
Munes.
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Flegida la cepa 25 se llevd a cabo la marcha para su caracteri-
zacidn, estudidndose para ello los caracteres culturales, tintoriales
bioquimicos, etc. llegandose a la conclusién de que se trata de una
nueva especie de coco, cuyos caracteres no cowmciden con ninguno de
los descriptos en el ““Manual de Determinaciones Bacteriologicas”,
de Bergey (2), por el que nos hemos guiado juntamente con la clave
de géneros de Bertacchini (3).

(*) En homenaje al Profesor de Microbiologia de la Universidad Nacio-
nal de Tucuman, Dr. Luis G. Verna.

(**) Becario de la Asociacién Argentina para el Progreso de las Cien-
cias, en el instituto Bacterioldégico “Dr. Carlos G. Malbran”, Seccidon Sueros.

Presentado en la reunidn de comunicaciones del 28 de noviembre de 1946.
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Fotogralia N* 1. — Mi
perficie, agar, diseminacion.

Fotografia N* 2. — Micrococcus vernae, colonias en su-
perficie, agar, por diseminacién,
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B. — Colonias en gelatina, superficie; temp. ambiente; edad
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MICROCOCCUS VERNAE

Forma: puntiformes.

Borde: entero.

Elevacidon : convexas,

Licuacién: nula.

Superficie: lisa.

Caracteres Gpticos: opacas brillantes.
Trazc en agar, temp. 37°C.; edad 24 horas.
Crecimiento : moderado.

Forma de crecimiento: filiforme.

Brillo: brillante.

Olor: ausente.

Consistencia: butirica.

Cromogénesis: blanco (ne cromogénesis).
Medio: inalterado

Caldo nutritivo comun, temp. 37
wuperticie de crecimento: nuia.
Turbidez : moderada.

Qadimenta « yricenen
AL LLLAC AL, Y LOL\ION .

Cantidad de sedimento: regular.

Olor: ausente.

Puncién en gelatina, temp. ambiente, 30 dias.
Desarrollo : uniforme.

Linea de puncion: filiforme,

Licuacion : nula.

Medio: inalterado.

Agar estria, temp. 37° C.; edad z4 horas.
Aspecto parecido a estafilococo blanco.

— Agar blando, puncién, temp. 37°C.; edad 15 dias.
Trazo erizado y con tendencia a conicidad, no hay mo--

vilidad, el aspecto no varia con el tlempo (igual que a
las 24 hovas).

Colonias en profundidad; agar 2 %, tem. 37°C.; edad
48 horas.

Esféricas, algunas biconvexas, pequefias, poca confluen-
cia (sembradas masivamenie).

Colonias en profundidad; gelatina 10 %, temp. ambien-
te, edad 12 dias.

Esféricas, pequefias, algunas biconvexas, no hay licuacién.
Trazo en gelatina, temp. ambiente, edad 30 dias,
Crecimiento: escaso y lento, en rosario.

Brillo: brillante.

Cromogénesis: no hay cromogénesis.

Olor: ausente.

Consistencia : butirica.

Medio: inalterado.
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Fotografia N¢ 3

Micrococcus vernae, desarrollados por estria en agar comin a las tempe-
raturas de 20-25-30 y 87'C.
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MICROCOCCUS VERNAE

Tiempo de temperatura letal.
Cuitivo de 24 horas en agar, suspension en solucion fi-

siologica; dicha su:penmon se calenté a baflo maria a

14 A [P S R, - P -
las temperaturas indicadas tomandose iniestras que  se
+
H

sembraron en agar, se levé a la estufa a 37°C
55°C.  muerte a las dos hovas v media.

80°C.: muerte en menos de tres minutos.
Comogénesis.

Nula en agar, papa, medios sintéticos y albuminados
(mas de freinta dias).

Oxigeno libre.

Tubos de Fiall, Agar blando 0,5 %, caldo de Tarozz
Crecimiento de aerobiosis presente y mejor que en anae-
robiosis, (parte inferior poco desarrollado; Tarozzi po-
co desarrollo).

Leche descremada tindalizada, temp. 37°C.; edad 48
horas.

Alcalimiza ligeramente la leche llevandola de pH 68 a
7.3 (rojo fenol en piedra de toque, testigo sin sembrar
también ilevado a la estufa), no se observa peptoniza-
cion.

Agar-leche 1
dias.

No se observa peptonizacion.

Leche tornasolada tindal., temp. 37°C.; edad 48 horas.
Reaccién: débilmente alcalina.

Ligero coagulo de cuajo a los 10 dias aproximadamente.
No hay reducadn de tornasol.

Accion sobre eritrocitos.

Método: agar-sangre 5 %, placas de Petri, temp. 37°C.;
edad 48 horas.

Se produce hemdlisis neta.

Indol.

Medio: agua peptonada clorurada (0.10-0.5, %) ; cdad
24 hs., 37°C.

Indol, no formado (Reactivo de Erlich).

Hidrégeno sulfurado.

Test usado: Papeles impregnados en sub-acetato de plo-

mo.
Medio: caldo comun, agua peptonada, 37°C., 48 horas.

Hidrogeno sulfurado presente, débil a las 24 horas, ne-
to a las 48 horas.

Reduccion de nitratos.

Medio: Caldo exento de nitritos, nitratado, 37°C., has-
ta 15 dias.

Se observa a las 24 horas desarrollo abundante sin pro-
ducirse reduccién de nitratos; tubo de Durham, no hay

gas.

Tome Xl
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No produce amoniaco a partir de caldo comin.

12, —

13. — No trasforma urea en carbonato de amonio.

14. — No desarrolla en medio de AMcKonkey.

15. — No hidroliza el almidén.

16, — Catalasas positiva.

17. — Sensible a los venenos de cobra, alternatus, neuwiedii,
crotalico.

18. — Patologia.

Suspensiones de Micrococcus v. de cultivo en agar ds
24 horas en solucién fisiolégica, inyectada a lanchas,
cobayos, conejos por diferentes vias no tienen accidn
patdgena.

CARACTERES RESUMIDOS

Micrococcus wvernae, de nombre propio Verna.

Esferas, alrededor de 1 micrén; en diferentes medios: diplo-
cocos, tetradas, otras agrupaciones; Gram. positivo; no acido alcohol
resistente ; no esporulados; no capsulado, mmovil,

Puncién en gelatina, 25°C.: no lictia.

Gelatina 37°C.: licuacién a los 15 dias.

Agar-caldo, colonias en superficie: puntiformes-circulares, con-
vexas, lisas, borde entero, opalescentes.

Caldo comun: superficie de crecimiento nula, turbio, sedimen-
to viScoso.

Trazo en agar: moderado filiforme, brillante, butirico, blanco,
sin olor, medio inalterado.

Leche y leche tornasolada: ligera alcalinizacion.

Papa: blanco, brillante, butirico, crecimiento regular.

No forma indol.

No reduce nitratos.

No patogeno para animales de experimentacién, hombre?

Aerdébico, microaerdfilo.

Optimo de temperatura: 37-41°C.

Fermenta sin producir gases: glucosa, manita sacarosa, malto-
sa, trehalosa. :

No fermenta: d-arabinosa, inosita, arabinosa, rhammnosa, xilosa,
galactosa, lactosa, almidém, inulina, dextrina, glicogeno, glicerina,
adonita, sorbita, dulcita, y salicina.

Sensible a los venenos de Neaja, aliernatus, neuwwiedii, crotalus.

Utilizado como indicador de antibiosis y neutralizacién de ve-
nenos de serpientes.
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DiscuUsiON DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los caracteres cultulales, bxoqulmlcos t1nt0r1al etc., siguien-
2 ,

eg
o
-
(i

Pmbmm) dc los Eubactm 1a1cs

Siguiendo la clave de géneros de Bertacchini llegamos al Micro-
coco N? 33 del Manual de Bergey (Micrococcus saccatus). La inclu-
sion en el género Micrococcus y su diferenciacidn, segun el Manual
de Bergey nos lieva por sus caracteres a la sigulente discriminacion
sistematica: I) especies aerobicas, C) no forman pigmentos, 1 liciia
gelatina, aa) leche alcalinizada, b) desarrollo blanco en papa, ¢)
reduce nitratos a nitritos, 33 Micrococcus saccatus.

Los caracteres del Micrococo en estudio no coinciden totalmen-
¢ con los del saccatus, diferenciz'mdose en la forma de licuar la ge-
atina v en la temperatura Optima de desarrollo que en lugar de ser

25°C. (saccatus) es de 37-41°C., caracteres suficientes para indicar-

nos que se trata de dos espeues diferentes. Arreglo del “Bergey's
Manual of Deteriminaiive Bacteriology” (quinta dicidn) para la ca-
racterizacién del Micrococcus wvernae (pag. 239).

i
£
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C. No forma pigmento.
L. Gelatina licuada.

aa. Leche alcahinizada.

b. Desarrollo blanco en >papa‘

¢. No produce nitritos de nitratos.

d. Temperatura optima de desarrollo 25°C.; licta gelatina 25°C.

33. Micrococcus saccatus.

dd. Temperatura optima de desarrollo 37-41°C.; licha gelati-
na a 37°C.

Micrococcus vernae.

Los cultivos “tipo” se encontrardn en el Instituto Bacteriolégico “Dr.
Carlos G. Malbran”. Buenos Aires, Reptiblica Argentina; ademdas, serdn remi-
tidos a:

Americin type Culture Collection, Georgentown University, School of
Medicine, Wiashington D. C.

The Lister Institute of Preventive Medicine, National Collection of type
cultures, Chelesea Bridge Road, ondon S. W.

Catedra de Microbiologia General y Sistematica Microhioldgica, Univer-
sidad Nacional de Tucumén, Repiblica Argentina.
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Resvmrn

Micrococcus wernae, nueva especic utihizada como indicador de

aiti o103ty

5‘7' ’ - 4
CCUS saccams) pelo se tzata ¢ otro micrococo, ya que hcu la gelati-

na a 37°C. en 15 dias siendo ¢l 6ptuno de temperatura de desarrollo
de 37-41°C.; mientras que para el saccatus el Optimo de temperatura
es de 25°C., siendo el desarrollo para el vernae muy pobre a esa tem-
peratura.

Caracteres resumidos: Micrococcus wernae, del nombre propio
“Luis C. Verna”; esferas de I micrdn; pares, tetradas, otras agru-
paciones no caracteristicas; Gram positivo, no dcido alcohol resisten-
te, no esporulado, sin capsulas, no moévil; lictia gelatina a los 15 dias

37°C.; agar, colonias en superficie: puntiformes-circulares, conve-
xas, lisas, borde entero, opalescentes; caldo: superficie de crecimien-
to nula, turbio, sedimento viscoso; trazo en agar: moderado, filifor-
me, brillante, butirico, blanco (no cromogéncsis) ; leche: ligera alca-
lnizacién; papa: blanco, brillanie, butirico; indol negativo; no re-
duce nitratos; no patooeno para animales de experimentacién, hom-
bre?; aerdbico, 5 tima de desarrollo: 37-
41°C.; fermenta sin gases: glucosa, manita, sacarosa, maltosa, tre-
halosa ; sensible a los venenos de B. alfcrnatzm, B. newwiedii, C. terri-
ficus y N. naja.

g
-6bico, microacrdfilo; temperatura 6p
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DUMMARY

Micrococcus wernae, new species used as antibiosis indicator for
suakes venom. According to “Bergey’s Manual of Determinative Bac-
y’ this species characteristics are similar to M. saccatus, ai-
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T
mn 1§ days and its optimum growth temperature 1s 37-41°C., while
the optimum temperature 1s 25°C. for saccatus, its growth being ot-
herwise very poor.

Micrococcus wvernae derived from the name ILuis C. Verna;
spheres: 1 micron; occuring in pairs, tetrads and other not characte-
restis agrupations; gram positive, non acid fast, non sporulated, non
motile, non capsulated; gelatin: hquefied -at 37°C. 15 days; agar,
surface colonies: dots, circular, convex, smooth, whole edge, opales-
cent; broth: negative surface growth, turbid, viscid sediment; agar
slant: moderate, filiform, glistening, butiric; indol not formed; ni-
trites not produced from nitrates; non pathogenic for experimenta-
tion animals, man?; aerobic; optimum growth temperature 37-41°C.;
produces fermentation without gas formation: dextrose, mannose,
sucrose, maltose, trehalose; sensitive to snake venoms: B.alternaius,
B, newwiedii, C. terrificus, y Naia naia.
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(**) Mi reconocimiento al Seflor Director del Instituto DBacteriolégice
Dr. Andrés Arena y al Jefe de la Secciéon Sueros Dr. Ignacio Pirosky por
ias facilidades que me han brindado durante mi permanencia en el Instituto.
Mi agradecimiento a los Doctores Ignacio Pirosky y Héctor Sosa v al Sr»
Carlos Bertacchini por sus consejos sobre el tema tratado.



