Aislamiento d'e una estirpe de &treptomyces
griseus no productora de Estreptomicina

por

F. Bustinza

De una muestra de tierra recogida por mi en la Cueva de Zu-
garramurdi, en Navarra, he aislado una serie de Streptomyces
con el aspecto morfolégico y con caracteristicas culturales simila-
res ‘al Streptomwces griseus, pero dicha estirpe no produce es-.
treptomicina.

Para el aislamiento he diluido la muestra de tierra 'en agua
_ destilada estéril a las concentraciones de 1 en 1.000, 1 en 10.000
y 1 en 100.000. De estas diluciones se pusieron 1 .c. ¢. por placa
Petri iy se adicioné después en cada placa 10 c. c. de agar-albsiming
de huevo previamente fundida y enfriada después hasta unos 42°-44°,
se mezcl6 bien por ligero movimiento de rotacién de las placas, se
dejaron <stas enfriar para que se solidificara €]l medio y después
. se pusieron las placas en la estufa a 28°. Por cada dilucién se sem-
-braron tres placas. -

A los pocos dias de incubacidon aparecieron en las placas pe-
quefias colonias mates de color blanquecino algo grisiceo con el
aspecto tipico de colonias de Actinomicetos. Tomé de las colonias.
hice las preparaciones correspondientes y confirmé por el examen

microscépico que se trataba de un Actinomiceto.
Resembré de esas colonias en placas de agar-glucosa-esparra-

guing para obtener un cultivo puro y de las placas se resembré
a tubos con agar-glucosa-esparraguwing en los que los Sireptomy-
ces esporulan bien y que es el medio que corrientemente empleo
para conservar cultivas de Streptomyces.
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Cultivé también en portas en los que habia puesto previamenie
gotas de agar-giwcosa-esparragwing diluido y asi pude seguir la
formacion del micelio secunuario o aéreo a expensas del micelio-
primario y asimismo la formacién de las cadenas de esporas, lo
que me permitio identificar al Actinomiceio aislado como un Strep-
tomyces.
kKl aspecto macroscopico de es.e Streptomyces, en los medios
4 base de agar-g.ucosa-esparraguing, era del toao similar al Strep-
tomyces griseus de mi coleccion, que jyo habia trardo en 1946
de los Estados Unidos y que es el que corrientementé empleamos
en’lds experiencias y practicas de obiencidon de estreptomicina
En vista «e ello decidi explorar las 1acultades antagqnistas del
Streptomyces que habia aislado y para ello preparé seis placas

.Petri con medio nutritivo gue llamamos medio de explorgcion (1),
hice una suspensién en agua destilada estéril de esporas del Sired
tomyces aislado y las reparti con pipeta fina estéril en estria lon-
gitudinal a lo largo de una linea paralela al didmetro de cada
Petri. Se' incubaron durante tres dias las placas asi sembradas en
la estufa de cultivo a 28° y al cabo de ese tiempo se sembraron en
direccion perpendicular a la colonia del Strepiomyces cultivos en
caldo de veinticuatro horas de diversas bacterias: Estafilococo H,
Escherichia coli, Bacillus mvcoides, Myvcobacerium phlei, Myco
bacterium smegmatis, Sarcina lutea, Klebsiella 41, Klebsiella oze-

" nae, Pseudomonas aeruginosa y una especie de Proteus.

‘Se incubaron las placas en la estufa a 37° y a las veinticuatro
horas se hicieron las observaciones, resultando que las colonias
de Escherichia coli, Klebsiella 41, Klebsiella osenae, Pseudomo-
nas aerug:nose o bacilo piocidnico y Protews sp. crecian perfec-
tamente hasta el borde mismo de la colonia del Sireptomyces. El
estafilococo H no crecia en las proximidades del Streptomyces, lo
que indicaba que era algo sensible a la sustancia segregada por
éste ; los dos Mycobacterium ensayados, el M. phiei y el M. smeg-
matis eran bastante sensibles y la Sarcina lutea y el Bacillus my-
coides eran muy sensibles a la sustancia o sustancias segregadas
por el Streptomyces.

(1) La composicion de este medio es la que sigué: peptona, 5 gramos;
glucosa, 10 gramos; extracto de carne Difco, 3 gramos; cloruro sédico, & gra-
mos ; agar-agar, 15 gramos; agua destilada, 1.000 c. c., ¥y ajustar el pH a 7,5.
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Las fotografias 1 y 2 corresponden a algunas de estas expe-
" riencias. ' ‘

Como las bacterias Gram negativas ensayadas no se revelaron
sensibles a la influencia del antibiético elaborado por ese Sirep-
tomyces y en’cambio eran sensibles a la estreptomicina, pude in-
ferir que no era estreptomicina la sustancia responsable de la
accién antagonista de ese Sireptomyces ifrente al Bacillus my-
cotdes, Sarcina lutea y especies saprofitas de Mycobacteriem.
~ Sabiamos, por los trabajos de Waksman, que existen’nume-
rosas estirpes de Streptomyces grisews que no producen estrepto-
micina, y aunque el Streptomyces aislado tenia todo el aspecto de
un Sireptowmyces griseus, dudamos en la identificacion y aprove-
chando la visita del Dr. Addinall, envié con él al Profesor Waks-
man varios cultivos y entre ellos uno al que le puse en la etiqueta
la letra Z y que correspondia al cultivo del Streptomyces aislado
de la tierra de la cueva de Zugarramurdi.

Al cabo de varias semanas y en carta que lleva fecha del 17 de
marzo de 1949, el Profesor Selman A. Waksman, primera auto-
ridad mundial en Actinomicetos, me inform6 amablemente asi:
«El cultivo Z que usted me ha enviado es muy similar en aspecto
y en propiedades culturales al S. grisews, pero no produce nada
de estreptomicinay.

RESUMEN

Hemos aislado de una muestra de tierra de la cueva de Zugarramurdi un
Streptomyces con todo el aspecto del S. griseus, pero esta estirpe no produce
estreptomicina. Es bastante activa in vitro frente a las estirpes de Mycobacie-
rium saprofitos ensayadas y muy activa frente .2 Sarcina lutea y al Bacillys
mycoides y es inactiva frente a las estirpes ensayadas de bacterias Gram ne-
gativas.

SuMMARY

We have isolated from a sample of soil from Zugarramurdi a Streptomyces
with the aspect of a Sireptomyces grisews. It does not produce streptomycin,
but is active against the saproficit Mycobaterium tested, and very active against
Sarcing lutea and Bacillus mycoides. It is inactive against the Gram negative
bacteria tested.
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Fig. 1.—La colonia horizontal corresponde a la estirpe de Strepfomyces griseus aislads
de la tigrra Zugarramurdi.

Se han sembrado en estria y en direccién perpendicular a la colonia del S#repfomyces, de
izquierda a derecha, las siguientes bacterias: Esckerickia coli, Baciilus mycoides, Staphy-
lococcus H, Mycobacterium phlei y Sarcina lutea.

El B. mycoides, después de varios dias de crecimienta ha ido invadiendo la placa,

Fig. 2.—La colonia horizontal superior corresponde a la estirpe de Streptomyces gri-
seus aislada de la tierra de Zugarramurdi.
La zona inferior de la placa corresponde al Bacillus mycoides.



