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La resistencia que ofrecen losímicroóïganigmosgpeéógenosfrente a los antibióticos

hasta ahora conocidos, hace necesaria la búsqueda constante de nuevos agentes bactg

ricidas. El estudio del género Streptgmces y la clasificación de las cepas que o

frezcan interés desde el punto de vista de la inhibición del crecimiento in vitro de

dichos microorganismos, sigue siendo tema de pacientes investigaciones en el campo

de la Microbiologia. Ello constituye el motivo de esta tesis que resumimosa continua

ción.

Se hizo un compendiobibliográfico presentando los métodos de estudio, aislamiento,

conservación y clasificación del género Stre to ces, y de las propiedades antibió

ticas de los mismos.

Se estudiaron cepas del género Streptomyces, analizando sus propiedades macromorfoló

gicas, micromorfológicas y culturales, incluyendo ensayos de utilización de fuentes

de nitrógeno en función del peso de micelio aéreo producido.

Conel fin de conocer la influencia de la composiciónde la tierra y de las distintas

plantaciones sobre el crecimiento preferencial de Stre to ces, se tomaronveinticin

co muestras de tierra del Jardín Botánico de BuenosAires, aislando de esa manera o

chenta y una cepas del género en estudio.

Las cepas aisladas fueron conservadas mediante desecación por vacio en suelo estéril,

encontrando luego de seis meses una supervivencia que alcanzaba solamente al 17.3 S.

Fueron emprendidas nuevos ensayos de aislamiento con muestras de tierra de Córdoba,

Buenos Aires y Chaco, aislando treinta cepas más de Stre to ces, que sumadas a las

sobrevivientes del primer aislamiento nos permitió totalizar 44 cepas. Se observó un

decrecimiento de norte a sur en el porcentaje de Streptogyces aislados. Se ensayaron

distintos substratos, asi comoel agregado de agentes bactericidas y funguicidas con

el fin de facilitar el aislamiento del microorganismoen estudio.

Nuestros cuarenta y cuatro aislamientos y once cepas tipo pertenecientes a coleccio

nes de cultivo oficiales, fueron analizadas desde el punto de vista de sus caracte

rísticas micromorfológicas, macromorfológicasy culturales, con el objeto de su cla
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sificación. Las cepas tipo ruáïofi'íáéïuidá; a ÉÏH dé compararlas con nuestros aisla

mientos.

Fueron efectuadas coloraciones de Gram, colonias gigantes sobre agar nutritivo, es

tudio de caracteristicas taxonómicasy pigmentodel micelio aéreo sobre agar-extrac

to de levadura y agar, pasta de tomate-avena; pigmento melanoideo sobre agar-peptona

y agar tirosina y las siguientes reacciones bioquímicas: prueba de hidrógeno sulfura

do, utilización de rafinosa, ramnosa, xilosa, arabinosa y manitol, reducción de ni

tratos, y leche.

Las observaciones de los colores del micelio aéreo y del micelio substratal, asi co

moel pigmento soluble, se hicieron teniendo comoguia un diccionario de colores. Se

han incluido las fotografias de las coloraciones de Gramy de las colonias gigantes,

comouna ayuda adicional para la evaluación de las cepas.

Para la clasificación de las mismasfueron tenidas principalmente en cuenta las cla

ves del Manual Bergey y los esquemas de Pridham, Hesseltine y Benedict; de Gottlieb;

de Benedict, Pridham, Lindenfelser, Hall y Jackson; de Pridham y Gottlieb, y de Ku

rosawa, Kuroya e Ishida. Es de hacer notar que dado que el concepto de grupo es mu

cho más seguro que la definición de especies dentro del género Str to ces, en al

gunos casos sólo se podrá asegurar el grupo mas que 1a especie particular.

Sobre cuarenta y cuatro aislamientos se encontraron diez cepas únicas, ocho duplica

das, dos triplicadas y una cuadruplicada, correspondiendo en total a veintidós espe

cies distintas. Nose logró determinar la especie en seis de las cepas aisladas, ubi

cándolas solamente en Secciones y Series, de acuerdo con el esquema de Pridham, He

sseltine y Benedict.

Se efectuó un breve estudio al microscopio electrónico con el fin de conocer la es

tructura de los esporos en lo que atañe a la presencia de apéndices característicos

en su superficie.

Para los ensayos de poder antibiótico se utilizó el métodode "screening" por estria

múltiple, testando cada organismo potencialmente antagónico contra microorganismos
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Gramnegativos, Grampositivos: ácido.resistentesíïesporulados, levaduras y hongos,

tabulando en milímetros la zona de inhibición de cada microorganismo ensayado.

Se encontró que tres cepas de Streptogyces inhibian el desarrollo de E c li, trece

inhibian al S.aureus, dos al S,cereviciae, diez al B.subtilis, doce al szghgphxtgn

mentaggophxtes y quince al Ml ghlei.

Ademásquince cepas no presentaron poder antibiótico (nueve de las cuales correspon

dían al primer aislamiento y habian sido conservadas alrededor de diez y ocho meses

en el laboratorio), catorce actuaban sólo contra un microorganismo, ocho contra dos,

cuatro contra tres, una contra cuatro y una sola también contra cinco de los seis mi

coorganismos de prueba.

Por comparación de los espectros antibióticos obtenidos en cepas clasificadas como

especies idénticas, pudoinferirse la inutilidad del mismocomocriterio auxiliar en

1a clasificación de Streptogxces.

Se ha incluido un apéndice con medios de cultivo seleccionados para la conservación

y estudio del género Stre t ces, ademásde citas bibliográficas que podrán orientar

a los interesados en el tema.

Creemosque nuestra contribución será de utilidad en un momentoen que los Streptggx

ggg no sólo llaman la atención comoagentes bactericidas y funguicidas, sino que tam

bién ofrecen un campode exploración comoantagonistas potenciales en la lucha contra

el cáncer.
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1) PROPOSITO DEL TRABAJO

La resistencia que ofrecen los microorganismospatógenos frente a los antibióti

cos hasta ahora conocidos, hace necesaria la búsqueda constante de nuevos agen

tes bactericidas.

El estudio del género Streptomxgggy la clasificación de las cepas que ofrezcan

interés desde el punto de vista de 1a inhibición del crecimiento "in vitro" de

dichos microorganismos, sigue siendo tema de pacientes investigaciones en el cam

po de la Microbiología.

Ello constituye el motivo de esta tesis.
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2) EL GENERO STREPTOMYCES

Los Actinogxcetes (l) comprendenun grupo de organismos unicelulares, ramificados,

que se reproducen por fisión o por conidios especiales. El micelio puede ser de

una clase: vegetativo, o de dos clases: vegetativo y de fructificación. Por el he

cho de tener el micelio y las esporas de diámetro similar al de las bacterias, se

clasifican entre las mismas, creándose el orden de los Actigggxcetales (del griego

actino: rayo y myces: hongo), para distinguirlos de las verdaderas bacterias o Eg

bacterialeg.

Estos organismostienen la particular propiedad de producir antibióticos.

Waksmany Henrici, en l943,(2) proponen el nombre de Streptogvces para separar los

actinomycetes aerobios y en su mayoria no patógenos, los cuales producen micelio

aereo y se multiplican por formación de verdaderos esporas en cadena, de las formas

anaerobias, por un lado, y de los tipos sin esporos o con esporos únicos, por el o

tro. La designación combina los dos primeros nombres dados a los Actinogzcete :

Streptothri; y Actigomxces. Se reserva la nomenclatura de Agtinomïces para las ve;

daderas formas anaerobias.

La clasificación de Waksmany Henrici se basa en la actividad en medios naturales

con respecto a la acción patógena o no patógena en las caracteristicas culturales,

comopigmentación y licuefación de gelatina y en la morfología, en especial la fo;

made esporulación. Esta clasificación es en resumen la siguiente:

A - Micelio rudimentario o ausente: Micobacteriaceae

I. Organismosácido resistentes - Mgcgbacterium

B - Producen verdadero micelio.

I. Micelio vegetativo fragmentadoen elementosbacilares o cocoides............

Actinggxcetaceae

a - Anaeróbicoo microaerófilo, parásito, sin ácido resistencia ............

Actinogxces

b - Aeróbico,parcialmenteácido resistente o sin ácido resistencia ........

Mcg
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II. Micelio vegetativo no fragmentadoen elementosbacilares o cocoides..............

Streptogxcetaceae

a) Multiplicaciónpor esporosen cadenasde hifas aereas........................

Streptoggceg

b) Multiplicación por espora terminal única sobre cortos esporóforos............

Micrgmgngspgra

El Bergey's Manual (3) los ubica taxonómicamente dentro de los Schizgmxcetes (bacte

rias) comosigue:

Orden II : Actinggxcetales

Familia I : Mycobacteriaceae

Género I : chgbacterium

Familia II : Actinogycetaceae

Género I : Nocar a

Género II : Actinggzces

Familia III : Streptggxcetaceae

Género I : Streptogyces

Género II : Micromonospgra

En cuanto a la Familia III, Streptgmxcetaceae, que nos interesa en particular, puntug

liza: micelio vegetativo no fragmentado en formas bacilares o cocoides. Esporos naci

dos sobre cortos esporóforos. Se encuentra principalmente en el suelo. A veces es te;

mofilico en estiércol descompuesto(4). Pocas especies son parásitas.

Ydentro del Génerg I, Streptomxceg, especifica: esporos en cadena presentados en hi

fas aéreas. Organismos que cultivan en forma de micelio muyramificado, con un tipico

micelio aéreo. Conidróforos dispuestos en cadena - Aerobios -. Formas saprófitas del

suelo, menos comunmenteparásitos de plantas o animales. A su vez divide a este géne

ro en cinco grupos, de acuerdo con la estructura de la hifa esporulante.

Menciona73 especies, dando comotipo al Streptomyces albus, con las siguientes carac

teristicas:

Tip : Streptgmlces glbus (Rossi Doria)
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I - Saprófitos, de psicrofilicos a mesofilicos.

A - Pigmentos solubles en medios orgánicos - Marrón tenue, amarillo dorado o azul.

El pigmento puede estar totalmente ausente.

l - Pigmento ausente o debil pigmento marrón formado al principio y luego perdido.

Abundante micelio aéreo blanco.

l. Streptomlces albug.

Especie tipo. Hifa vegetativa ramificada, l/u de diámetro. Micelio aéreo: abundante,

blanco, con hifas de 1.3 a 1.7/fl de diámetro. Esporos elipsoidales, de l/x de largo,
arrollados en cadena sobre ramas laterales de las hifas aéreas. Gelatina: la licua 

Colonias grises - Pigmento insoluble. Agar - calcio-malato: Colonias medianas con el

centro solamente cubierto con el micelio aéreo blanco.

Agar - almidón: Micelio aéreo blanco, cubriendo toda la superficie.

Agar - glucosa: Micelio aéreo gris, pasando a marrón.

Peptona y caldo - agar : Sin micelio aéreo. En las colonias viejas se forma un depó

sito blanco tiza.

Olor: terroso o mohoso.

Caldo: cultivo escamosoo botonoso con pelicula superficial en los cultivos viejos.

Papa: colonias y micelio aéreo blanco.

Zanahoriay otros vegetales: excelente desarrollo.

Nodesarrolla en celulosa.

Nohidroliza almidón.

Activamenteprotcolitico.

Reducenitratos a nitritos.

Leche: Coagulación y luego peptonización. La reacción se hace alcalina.

Aeróbico.

Fuentes: de aire y suelo; de jardines.

Lugar donde se encuentra: polvo, suelo, granos y paja. Muydistribuido en la naturaleza

Los Streptgmxces tienen características comunescon los hongos y con las bacterias (l).
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Por esta razón podria hacerse la tentativa de colocarlos en un grupo taxonómico entre

los Schizogmcetes (verdaderas bacterias) y los Hiphomxcetes (verdaderos hongos).

Las formas anaerobias de los Actino cetales, los Actino ces, son altamente patóge

nos para animales. Algunas especies de Nocardia son también patógenas.

El grupo Streptogxceg es característico del suelo y el tipo Micrgmonospgrase ha en

contrado en estiercol a alta temperatura, asi comoen rios, lagos y lechos de rio.

Así comola división del orden Actinommcetales, lo anteriormente expuesto es un tanto

arbitrario.

Krassilmikov (5) ilustra en forma didáctica las formas tipicas de esporulación de es

pecies de Streptgmxces.

Para la obtención de preparados para la observación microscópica de los Actino cetes,

son recomendables los métodos de Henrici y Dreschsber.

En el método de Henrici (2) se coloca una gota de agar estéril, fundido, sobre un

portaobjetos; se deja enfriar a 45°Cy se inocula con un cultivo de Actinomxcetes.

Se extiende en una pelicula delgada. Se incuba luego el portaobjetos en una cámara

estéril. Cuandotiene lugar el desarrollo se seca, fija con alcohol y se colorea con

Gramo con azul de metileno. Puede observarse asi la colonia entera, con micelio aé

reo y vegetativo, sin sufrir disturbios.

En el métodode Drechsler (l) el cultivo se desarrolla en medio sintético y la colo

nia totalmente desarrollada se corta cuidadosamente del agar. Se pone en contacto un

portaobjetos untado con albúmina con el micelio superficial de la colonia, apoyando

firmemente una superficie sobre la otra. Si el cultivo no es demasiado joven, la por

ción superior del micelio aéreo se adherirá sin muchodesgarramiento. El cultivo ad

herido se fija por calor, se tiñe, y la preparación se cubre con bálsamo. Las prepa

raciones en las cuales las cadenas de esporos han comenzadoa desintegrarse, están

perjudicadas por amplias masas de esporos libres.

El agente fijador más conveniente es el alcohol al 95 %. Para colorear la estructura

protoplasmática se recomienda la hematox ilina - hierro-alumbra de Haidenhain. La

hematoxilina de Delafield puede dar una intensa coloración actuando durante 24 horas.
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Las preparaciones lavadas muestran las diferencias de coloración entre las diversas

estructuras de los micelios de los organismos. En general todos los Actinomxcetes son

Grampositivos, aunque ciertas formas termofílicas pueden ser Gramnegativas a tempe

raturas mayores de 50Q C (6).

La mayoría de los Actinomyggtgs no presentan ácido resistencia excepto algunas espe

cies de Nocardia y muchas de las formas patógenas. El micelio tiñe uniformemente ex

cepto en cultivos viejos.

Se han observado gránulos (l) que para algunos investigadores sugieren pleomorfismos.

Se tiñen fácilmente con azul de metileno (l : lOOO)y se decoloran con ácido sulfúri

co. Frecuentemente, pueden verse en el microscopio gotitas de grasa, a menudopigmen

tadas. Se observa también la formación de vacuolas.

MORFOLOGIA GENERAL

El micelio vegetativo desarrolla dentro del medio, en tanto que el micelio aéreo de

sarrolla en la superficie. Las hifas esporulantes y las esporas reproductivas son

producidas en el micelio aéreo (7). Algunos Actinomxcetes forman solo micelio vege

tativo. Otros producen ambostipos.

El micelio vegetatixg es brillante, de aspecto gelatinoso, presentándose en varias

medidas, formas y grosores.

El desarrollo puede ser coloreado, blancuzco o crema, así comorojo, amarillo, rosa,

anaranjado, verde o marrón. Los pigmentos pueden ser solubles o insolubles. Cuandose

inoculan esporos en medio fresco, germinan rápidamente (2 a 6 horas).

Las hifas pueden ser largas o cortas. En los cultivos viejos el micelio se rompeen

fragmentos muy pequeños.

Micelio aéreg: MuchosActingmxggtes, sobre todo del género Stre to ces, son capaces

de formar micelio aéreo en la superficie del cultivo. Usualmentelas hifas aéreas son

cortas, rectas u onduladas y ramificadas. Algunos organismos producen hifas largas y

poco ramificadas, rectas o ligeramente curvas. El micelio aéreo puede cubrir la colg

nia en forma de masa algodonosa o pulverulenta, con aspecto de tiza o granular. Algg
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nos organismos presentan micelio en forma de penacho o de zona concéntrica sobre el

cultivo.

La esporulación es favorecida por 1a sequedad, aerobiosis y nutrición con hidratos

de carbono (8) Y (9).

En el género Streptomxces la esporulación por fragmentación consiste al comienzodel

proceso en la formación de esporos en el extremo de las hifas aéreas, siguiendo lug

go por la base. En medio liquido se considera que los Streptomxces forman pseudo

colonias, a diferencia de lo que sucede con los hongosy las bacterias.

REQUERIMIENTOS BIOLOGICOS I CULTURALES.

Comoregla general los Actinomzcetes prefieren las proteinas a los hidratos de carbg

no comofuentes nutricias. Liberan nitrógeno en forma de amoniaco. El hidrato de ca;

bono se usa comoregulador del pH, dado que el amoniaco liberado alcaliniza el medio.

Ademáslos carbohidratos aumentan el desarrollo (10).

La gran mayoria de los Actinomycetes licúan gelatina. Ademáscoagulan la leche y lug

go la peptonizan. En la práctica la peptonización ocurre sin previa coagulación. La

coagulación de la leche es un efecto proteolitieo debido más a la formación de en

zimas que a un efecto ácido.

Se ha encontrado que los fosfolipidos favorecen el desarrollo de los Actinogyces.

Nunca producen turbidez en el medio de cultivo comolo hacen las bacterias. Los

únicos casos de turbidez pueden ser debidos a algunas de las llamadas variantes bag

terianas. Desarrollan mejor en cultivo sumergidoy aireado que en cultivo estacio

nario. En general hay una relación definida entre la concentración y disponibilidad

de las fuentes de carbono y la cantidad de material celular sintetizado por los ¿gr

tinogxcetes (l).

Comoresultado del desarrollo de los ¿ctingmxcetes en diferentes medios de cultivo,

hay siempre una tendencia a alcalinizar dichos medios, a menosque las únicas fuentes

de nitrógeno sean sales de amonio o ácidos organicos, en cuyo caso se produce una

acumulación de iones ácidos. Sin embargo, en presencia de carbohidratos, algunos o;

ganismos son capaces de producir ciertos ácidos orgánicos. Tarde o temprano el ácido
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será descompuestoo el organismo producirá substancias neutralizantes, con el resul

tado que la reacción tenderá a hacerse alcalina. El máximode alcalinidad es usualmen

te de 8.6 - 8.8. Se debe a la acumulación de iones básicos (Na+ , K+ ) o a la forma

ción de iones amonio.

Fue aislado un ¿ctingmzcetes que reacciona acidificando el medio y al que se llamó

S. agiggpgilgg. Para deSarrollar los Actingmxgetegprefieren reacción neutra o lige

ramente alcalina. Son sensibles a la acidez alta. Muchasespecies no crecen a pH de

4.8.- La temperatura óptima para su desarrollo oscila entre 23 y 37°C.

Las formas más comunesson rapidamente destruidas a altas temperaturas.

La resistencia de las esporas es solo ligeramente más alta que la del micelo. Cuando

un cultivo se mantiene lO minutos a 709 C pierden su capacidad vital tanto el micelio

comolas esporas.

Para el Streptgmxceg lavendglge la producción óptima de estreptomicina oscila entre

20 y 2890.- A 37°C se produce muy poco antibiótico.

La producción de olores es una de las caracteristicas de los ¿ctingmmcetga.

De acuerdo con Lieske (ll) sólo aquellas formas aerobias que producen micelio blanco

tiza, con esporas esféricas, son capaces de producir olor. Las formas no esporuladas

del tipo ygcargia y aquellas con esporas cilindricas, no dan ningún olor. La presen

cia de carbohidratos en el medio favorece la producción de olores. Los Actingmycgteg

termofilicos son responsables de la mayorparte de los olores de fruta que se manifies

tan particularmente en los cultivos Jóvenes.

La substancia odorifera es soluble en eter. Otras de las caracteristicas de los ¿gy

tinogxcgteg es la producción de una variedad de pigmentos en medios orgánicos o sin

téticos (12).- Ciertas especies producen más de un color comoel g¿zig;ggggg:gggg;

y el S,tricglg¡.

Algunos pigmentos son sint‘ticos. Otros se forman comoresultado de la transforma

ción de ciertos constituyentes del medio, según estudios de Cohny Beijerink. Esto

es cierto particularmente en el caso de los pigmentos negros y marrones producidos

en medios con proteinas.
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Las variaciones de color dependen de muchosfactores, estando involucrados no sólo

la naturaleza del medio sino también la edad y los cultivos previos.

Por otra parte, los pigmentos insolubles son mas constantes que los pigmentos solu

bles. Los acidos y alcalis ejercen una marcadainfluencia en la naturaleza del pig

mento. La producción de pigmento marrón o negro, soluble en agua, en medios de cul

tivos orgánicos es caracteristica de un gran número de Stregtgmxces. La acción de

la tirosinasa, caracteristica de estos organismos, puede servir para explicar el mg

canismo de producción de estos pigmentos (13).- I

Producentambiénproteasas, enzimasceluioliticas, bacterioliticas, autoliticas y v;

taminas. Posee además mecanismos oxidativos.

Las propiedades antagónicas de los Actinomycetes serán analizadas más adelante.

Consideramosde interés puntualizar la diferenciación entre Nocardia y Streptgmmces

(14).

Primerg: Las Nocardia generalmente no producen micelio aéreo y si lo hacen, tal micg

lio no se diferencia del vegetativo y ademasno forma nunca espirales; el Streptomx

ce , por otra parte, produce un micelio aéreo característico, propiedad que puede pe;

derse, sin embargo, por cultivos continuados o bajo condiciones especiales. Este mi

celio formafrecuentementeespirales caracteristicas.

Segugdg: La Nocardia se multiplica por concentración y segmentación del protoplasma

dentro de una célula filamentosa, seguido por la disolución de la membranacelular,

mientras que el Stregtgmgceg produce verdaderos esporos, no fragmentándose esponta

neamente el micelio vegetativo en elementos bacilares o cocoides y permaneciendo no

septado y coherente aún en cultivos viejos.

Tercero: En la Nocardia el micelio aéreo representa una extensión del micelio vege

tativo; no exhibe diferenciación protoplasmática y ademáses estéril. Por otra parte,

cuando un Streptgmxces ha perdido su capacidad de producir micelio aereo, puede re

sultar una forma análoga a la ugggggia, excepto por la estructura del micelio y por

la capacidad del Streptomíces degenerado para regenerar su capacidad perdida (15).
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933539: Otra diferencia entre Nocardiay Streptogzces es la ácido resistencia total

o parcial de las primeras cuando desarrollan en ciertos medios.

La diferenciación entre especies de Streptogxces y de Micrgmonggpgrano es demasiado

dificil dada que la formación de micelio aéreo y la esporulación de ambosgéneros es

muydistinta. Puedepresentarse alguna dificultad en diferenciar especies de estos

dos géneros de aquellos de Thgrmgactinggxces dado que las últimas producen esporas

únicas, similares a las de Micrgmogggpgra,pero mas en el micelio aéreo que en el vg

getativo, comoen el caso de la Micromonospora°

El desarrollo de Streptomyces en medios sólidos es duro, de textura densa, eleVada Y

adherida al medio.

En medios liquidos, en especial en cultivos agitados, el desarrollo se presenta gene

ralmente en forma de copos, o en forma esférica. El primer tipo es el más recomenda

ble desde el punto de vista.de la producción de antibióticos.

Muchosde los cultivos ya sea en medios sólidos o liquidos, pueden sufrir autolisis,

frecuentemente producida por un fago, lo que es perjudicial debido a la prematura des

trucción del micelio.

.Han sido las evidencias más recientes con respecto a la sensibilidad de los Actinomx

ggg a los antibióticos y a fagos especificos, asi comola naturaleza de su desarrollo

circunscripto, factores decisivos en 1a inclusión de los mismosmás cerca de las bag

terias que de los hongos.

Los Streptggxcgs sufren variaciones cualitativas y cuantitativas que permiten hablar

de "razas fisiológicas" (16).- Por ejemplo, la cepa de g¿g;igggi productora de estrep

tomicina ha dado dos tipos de variantes una de las cuales no produce micelio aéreo

ni forma estreptomicina, y otra que produce un micelio vegetativo rojo y forma otro

antibiótico, la rodomicina, pero no estreptomicina. Las diferencias cualitativas de

las variantes tienen su máximaexpresión en la cantidad de antibiótico producido, que

puede variar en proporciones de muchoscientos en la mismaespecie.

En la bibliografia más moderna (17) encontramos cuidadosamente analizado el problema

nomenclatural del orden de los ¿gtingmxggtglgg.
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La estrecha relación de los mismoscon las bacterias está confirmada por:

l) El diámetro de 0.5 a l.O¡¿lde las hifas o de las células.

2) La ausencia de verdadero núcleo.

3) La composición de la pared bacteriana (18)

4) La fago especificidad.

Hay además una serie de formas como Nocardia, chgbacterium y gggxnebacterium que

se sitúan entre los Actinomxcetegy los Eubactegigles, pero no hay series que los

conecten con los hongos.

Se ha. presentado la moción (19) de designar como cepa ATCC3004 (American Type Cul

ture Collection), IMRU3004 (Institute of Microbiology, Rutgers University), como

cepa neotipo de Streptgmxces albug (Rossi Doria), denominación original dada por

waksmany Henrici en 1943 (2).

Distribuci n de 1 s ctin cete en a natura eza.

Se encuentran en tierras virgenes y cultivadas, en suelos fértiles e infértiles en

varias regiones del mundo.

Son particularmente abundantes en suelos alcalinas y en suelos ricos en materias or

gánicas.

Pueden usarse cuatro métodos para determinar la presencia de Actigggmceteg en el suelo:

l) Métodomicroscópico directo en suelo teñido.

2) Examenmicroscópico directo del suelo fijado o sin teñir.

3) Métododel portaobjetos en contacto con la tierra.

4) Métodode cultivo por dilución en placa.

Conndemostró que los Astingmxggtgg estan presentes en abundancia en suelos con ma

teria orgánica.

Las colonias de Aggiggnggtgg pueden distinguirse facilmente de las colonias bacte

rianas por requerir un mayor periodo de incubación.

En primavera, el 20 %-de las colonias en placas con suelo, son de Actinomycetes (l).

En otoño, aumentan a un 30 %del total. En invierno decrecen a un 13 %por el frio.
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Cuandoel suelo se trata con estiercol, hay un marcado incremento en el total de or

ganismos. A medida que aumenta la profundidad, aumenta el porcentaje de Actinommce

tes en relación con la flora total. A 75 cm. de profundidad aumenta a un 75 fl del

total, pero disminuye éste de 743.000 a 240.000 microorganismos por gramode suelo.

En suelos ácidos hay un menor porcentaje de Actinomycetes. Se han efectuado traba

jos sobre la distribución de Streptomyces en distintas regiones. Nishimuray colabo

radores (20) estudiaron 48 muestras de suelo recogidas en 3 áreas cercanas a Osaka

(Japón) y aislaron 848 cepas de Streptomwces que investigaron sobre las bases de clg

sificación de los mismosautores.

Craveri y colaboradores (21) estudiaron la distribución de Streptggxces productores

de antibióticos en suelos de Italia.

Ganze (22) analizó la distribución de microorganismosproductores de antibióticos.

Encontrá que cada gramo de suelo de bosque o de campo contiene algunos miles de es

poras de hongos, algunos cientos de miles de Actinogxcetes y algunos millones de bag

terias.

Usualmente, en una mismamuestra de suelo, se observan unas pocas formas microbianas

aún en centenares de pequeñas submuestras. Pero si se toma otra muestra de distintas

condiciones ecológicas, se ve que está poblada por diferentes clases de microbios.

Las formas antagónicas son muyfrecuentes en este grupo y usualmente oscilan entre

el 20 y el 80 5 del total de cepas aisladas de suelo. Se observan a menudofluctua

ciones dentro de estos limites en diferentes muestras de suelo de una mismalocali

dad.

El regular incremento de norte a sur, tan característico en bacterias y hongos, no

se observa en los Actinomycetes.

Stregtggzces g cáncer.

La deficiencia reapiratoria de las células de tumores malignos, observada original

mente por Warburg,y la acción potencial de ciertos antibióticos que inhiben su de

sarrollo, comola actinomicina C y la actinomicina 6270, ofrece un renovado interés

en el estudio de los Streptomyces (23).
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Se hicieron ensayos en el laboratorio produciendomutazrtes con alteraciones en la

respiración en levaduras, estafilococos y bacterias del colon (Bl cgli y B. pgracoli)

y en algunas bacterias del suelo (B.choides). Las mutantes se indujeron por radia

ción U.V. y en especial por uretano. Se encontró que el desarrollo de microorganis

mos con respiración dañada, es selectivamente inhibido por un númerode substancias

'anticancerosas, comoalgunos de los denominadosagentes alquilantes biológicos, los

antimetabolitos dc los ácidos nucleicos y los antibióticos anticancer, actinomicina

c y 6270 -(24) y (25).

Las mutantes de microorganismos con respiración dañada pueden ser usadas en el estu

dio de mecanismosde acción selectiva de substancias anticancer. Las mutantes pueden

también emplearse comodetectores en la búsqueda de nuevos egentes que inhiben seleg

tivamente a células con respiración dañada (26).

Estos agentes puedenconsiderarse potenciales substancias anticáncer, sujetas a pos

terior screening sobre animales inoculados con tumores varias.

Antes de concluir con esta breve reseña sobre el género Streptomxces consideramos

de interés incluir el claro análisis de la morfología de los Actinomycetes,presen

tado por Negroni en el 69 Congreso de Microbiologia en Roma (27).

Diremos entonces que los caracteres fundamentales de este grupo son: a) su pared ce

lular rígida; b) su micelio filamentoso que crece por el vértice y presenta ramifi

caciones verdaderas; c) la formación de thallosporos especiales comoelementos de r9

poso, que difieren de los endosporos de las bacterias; d) el diámetro de su micelio,

igualal de los Eubacteriales; e; la ausencia de núcleos verdaderos o diferenciados

de reproducción sexuada y de plástidos.

El micelio vegetativo es continuo, carácter que se pierde en algunas cepas en el cu;

so de las 24 horas de su desarrollo, o algo más tarde. La ramificación de este mice

lio es por regla general monopodial, pudiendo presentar también una dicotomía verda

dera o falsa (seudodicotomia).
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El diámetro de los filamentos veria poco para una misma cepa, oscilando entre 0.5 y

1.%/4 . Los filamentos jóvenes son, a veces más finos. Las cepas aerobias pueden

formar un micelio aéreo cuyas hifas doblan en diámetro las del micelio substratal.

Los filamentos pueden ser rectos, poco flexuosos o, por el contrario tan ondulados

en algunas cepas que dan la impresión de ser espiraladcs o en barreno. El micelio

continuo de ciertas formas aerobias y el de las cepas anaerobias, comienzaa tabi

carse al cabo de 24 a 48 horas de su desarrollo. Los tabiques están regularmente es

paciados y los articulos que delimitan (esporos por segmentación de Lachner - Sandg

val),sufren un desplazamiento en zig-zag, probablemente por el hecho de continuar

su crecimiento. Estos articulos puedenaún, emitir brotes por debajo de los tabi

ques formando cortas ramitas que los prolongan, y con las que forman un ángulo muy

abierto. Este proceso se extiende del centro a la periferia de la colonia y a veces

en ambas direcciones, completándose al cabo de 4 a 6 días. Orkov, en 1923, llamó a

estos articulos células finales o terminales, porque se forman más abundantemente

cuando el desarrollo está por detenerse. Ciertas especies tienen tendencia a pasar

a otro tipo de desarrollo, el desarrollo angular, sin que sea posible, entonces, es

tablecer limite alguno con los chobacterium y Cogxnebacterium. Los articulos forma

dos se tabican en su parte media, el tabique se abre sin separarse completamente las

dos ramas, que pueden presentar aún cierto grado de crecimiento, forman un ángulo de

grado variable, tomando aSpecto de una V, Y o H.

En los cultivos viejos se han observado ocasionalmente abultamientos terminales o

subterminales, recordando a los clamidosporos de los Eubacteriales.

Micelio de fructificación: Se lo observa exclusiVamenteen ciertas cepas aerobias,

formando parte del micelio aéreo y disponiéndose a veces, en un aparato esporifero.

Las hifas esporógenas detienen su desarrollo en longitud y aumentan luego su diámg

tro hasta sobrepasar el del filamento Vegetativo que le dió origen. Las hifas fruc

tíferas pueden ser fértiles o emitir ramas de segundo o más orden. En ocasiones exig

te un filamento axial rigido y robusto del cual nacen, a intervalos regulares, las
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hifas esporógenasdispuestas en verticilos.

Estas hifas son rectas o espiraladas. Las espirales comienzana formarse, en este

último caso, cuando la hifa esporógena ha alcanzado aproximadamente la mitad de su

crecimiento en longitud y se detienen antes de la esporulación.- El númerode vuel

tas y la orientación de las mismas(levógira o dextrógira) parece ser variable pa

ra una misma cepa.

La esporulación comienzapor el vértice y progresa hacia la base de la hifa esporá

gena, separada del filamento vegetativo o de la rama estéril por un tabique. El con

tenido celular se condensa a intervalos regulares formandouna cadeneta de esporos

separados por otros tantos espacios vacios. Probablemente se forme una membranapor

condensación lipoproteica en la zona de separación. Las paredes de la hifa esporó

gena se contraen y estrangulan en los espacios huecos hasta rodear casi completameg

te al esporo, manteniendo la formación de la cadeneta merced a sendos istmos membrg

nosos comparables a los conectivos de las cadenas de oonidios de ciertos Egmxcetes.

Estos esporos son esféricos (de 0.3” a 0.5¡4de diámetro) u ovales o cilindricos (de

0.8 a l¿¿ x 0.2;4). En ciertas cepas de Actinomïces aerobios (grupo III, Microggnos

9923, de Orkov), carentes de micelio aéreo, los esporos comienzan a formarse en el

centro de la colonia, son únicos y terminales, y están separados de la rama esporé

gena mediante un tabique. Las ramas esporógenas son cortas, de 5 a 10/“. de longitud,

rectas y frecuentemente ramificadas en racimo. El esporo terminal es esférico, de l

a 1.3¡1 , oval o suboval, de 1.3- 1.5 x 1.2¡Al.

Los esporos germinan al cabo de un plazo variable según 1a temperatura de incubación

y otras condiciones mesológicas. A 37°C lo hacen al cabo de 4 a 5 horas, y a la tem

peratura del laboratorio en el lapso de 24 a 48 horas.

Tambiénlos esporos viejos requieren más tiempo para germinar. Los esporos globula

res emiten de 2 a 4 tubos germinativos cilindricos en sitios opuestos.

Si ificad de los e or e ct cete .

La formación de los elementos reproductores de los Actino cetes, ha motivado una
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gran confusión en la terminología e interpretación de los mismos.

Los elementos reproductores son siempre thallosporos, puesto que se originan a expen

sas de una parte del thalo que desaparece en su formación.

Los articulos formadospor tabicamiento del micelio vegetativo, del substratal o del

aéreo, sin diferenciación de micelio fructifico alguno, correspondena los artróspo

ros de los Eumxcetes (esporos por segmentación de Lachner - Sandoval; oidiósporos de

Newkirch; células finales o terminales de Orskov; elementos artrosporoides de Balda

cci). Estos son elementos vegetativos que asumen, secundariamente, las funciones de

propagación de la especie, no poseen mayorresistencia que la del micelio vegetativo

frente a los agentes fisicos o quimicos y detienen completa o incompletamente su vi

da vegetativa. En este último caso se produce un desplazamiento en zig-zag o se mul

tiplican con el tipo de crecimiento angular. Este crecimiento, propio de los M1cobac

tggigm y gggxnebacterium, seria, en los Actinomxcetes, una especie de thalo reducido

por el desarrollo acelerado y el tabicamiento precoz.- La liberación de los artrospo

ros comienzapor el "clivaje" de los tabiques que los separan y se termina por la rup

tura de la membranaen el punto de su inserción.

Los esporos formados en cadenetas en un micelio de fructificación aéreo corresponden

a un tipo particular de thallosporos designados por Vuillemin con el nombrede "en

tosporos" (aleurias, artrosporos, conidias y endoconidias segúndistintos autores).

Estos esporos han recibido erróneamente la designación de conidias.

La "conidia vera", en el sentido de Vuillemin y de Mason, es un esporo asexuado for

madoen el vértice de un esporódbro afilado (fialide), fácilmente caduco. El vérti

ce de este esporóforo representa un punto meristónico abierto, en crecimiento.- Al

separarse la conidia queda, a ese nivel, un collar ligeramente infundibiliforme que

proyecta la membranadel conidióforo indicando, también, que la conidia se reviste de

una membranapropia. En hifa-fértil de los Actinomxcetes detiene su crecimiento en

longitud, aumenta de espesor, se separa mediante un tabique del micelio vegetativo o

del aparato esporifero del cual forma parte y, en su interior, se delimitan los "en

tosporos" comenzandopor el vértice. Adquiere asi el significado de una "proconidia".
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Comolos hemisporos de los Egmxceteg, estos entosporos son thallosporos con las pro

piedades biológicas de los esporos verdaderos, en cuanto detienen su vida vegetati

va, tienen un contenido celular denso y son capaces de resistir, en mayor o menor

grado que el micelio vegetativo, 1a acción de los agentes quimicos y fisicos.

Finalmente, los esporos únicos terminales (microaleurias) del género Mier mons ra,

tienen su equivalente en las aleurias de los Egmxcetes.



-183)-__. -
Es deseable aislar los Actinogxcetes aerobios del suelo con un minimode interferen

cia con bacterias asociadas y hongos superiores (28).

Crooky colaboradores (29) encontraron que el propionato de sodio es un efectivo in

hibidor de hongos.

Corkey Chase, en 1956 (30), en sus investigaciones microbiológicas de tierras alta

mente infectadas de suelos ácidos y boscosos, estudiaron el uso de propionato de so

dio y de cicloheximida comomedios aditivos. Encontraron que la cicloheximida es el

más efectivo de los dos y recomendaron su uso en concentraciones de 4Q¡¿g por ml de

agar. Por otra parte, la cicloheximida, aún en concentraciones de lOQ/(g por ml de

agar, no produjo supresión en ninguno de los 85 cultivos de fitreptgmces estudiados

por los autores.

Dulaney y colaboradores (31) aislaron selectivamente Streptomgces de un medio conte

niendo, por ml, 20 unidades de cicloheximida, 20 unidades de polimixina, 20 unidades

de subtilina y 20 unidades de penicilina.

Benedict y colaboradores (32) encontraron que seleccionando la fuente de nitrógeno

puede favorecerse el desarrollo de colonias de Streptomxces en relación con las bac

terias, en placas de agar. Observaron que la LL_arginina es fácilmente atacada por

la mayoria de los Stre to ces, recomendando el uso de este aminoácido en reemplazo

de la glicina del medio de Lindenbein (33).

Porter y colaboradores (28) lograron condiciones muyfavorables para el aislamiento

preferencial de Actinomxcetes del suelo, combinandoel principio de inhibición seleg

tiva de tierras con el uso de la modificación de Benedict del medio de Lindenbein

para limitar el desarrollo bacteriana. Para acrecentar la efectividad del procedimieg

to de aislamiento, los autores prepararon las placas de agar de acuerdo con el método

de Kelner (34).- Esta técnica asegura el desarrollo de los microorganismos comocolg

nias superficiales y acelera en mucholas tentativas de identificación y comparación.

Consiste en colocar una alícuota de 15 ml de un medio apropiado en una caja de Petri,
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dejando solidificar para tener una capa o lecho basal. Las muestras de suelo se sus

penden en agua destilada estéril, en la dilución apropiada, y se pipeta un ml de cada

dilución en una porción de 14 ml del medio de agar, manteniendo a 48°C en baño de a

gua. Se agregan 5 ml de esta suspensión sobre las superficies solidificadas de dos

cajas de Petri, para tener placas duplicadas para cada dilución. Se usa la mismacom

posición de agar en el medio basal y en las capas superficiales.

Unnúmero de medios nutritivos, comolos de asparagina-glucosa, Emerson, Czapek, ex

tracto de levadura y agar Bennett, se usan comunmentepara investigar el cultivo y

el desarrollo de los Actigggxcetes aerobios. Cuandolas bacterias son numerosas en el

suelo, ninguno de estos medios son particularmente satisfactorios para el aislamiento

de Streptomxces, y algunos, comoel agar -extracto de levadura, en realidad potencian

la propagación de colonias bacterianas.

Porter y colaboradores (28) han obtenido buenos resultados con la modificación de 3g

nedict del medio de Lindenbein (ver apéndice). Coneste medio pueden obtenerse pla

cas en las cuales desarrollan casi exclusilamente los Streptomceg.

Comparandocon los medios de agar -extracto de levadura, agar-asparagina-glucosa, y

agar Bennett, los autores destacan la imposibilidad de aislar soïamente gtggptggxggg

usando los tres medios citados y preconizan las grandes ventajas del medio de Benedict.

Aunqueel medio de Benedict favorece el desarrollo de Actingmxcetes sobre bacterias,

se llama la atención con respecto al uso de agentes antifungales.

Unantibiótico, designado comoA-5283, e identificado comopimaricina, es muyútil

para eliminar mohosusado en concentraciones de 5Qxcg por ml. No produce efectos ob

servables sobre el desarrollo de los Streptomyces aún en concentraciones de 1091Lg

por ml.

El antibiótico A-5283es insoluble en agua y puede esterilizarse a una atmósfera de

presión durante 15 minutos con menos del 10 %de pérdida de su actividad. Para su uso

se prepara una solución stock en concentración de 1 mg por m1 en N_N'_ dimetilforma

mida y se dispersa en el medio de agar, en la concentración deseada, antes de esteri

lizar. Según la experiencia de Porter y colaboradores el medio de agar conteniendo
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A-5283 tiene la gran desventaja de no poder guardarse durante más de tres dias aún

en refrigerador, sin sufrir pérdida de su actividad antibiótica.

La facilidad con que los Streptogvces pueden ser selectivamente aislados de suelo,

mediante agar Benedict A 5283, hace que esta combinación haya sido incorporada a las

técnicas de rutina en los programas de aislamiento.

Asi comoel A-5283es un agente antifunguicida eficaz en los trabajos de aislamiento

de Streptomyces de suelo, se ha sugerido también su uso para decontaminar cultivos

infectados con hongos.

Para ensayarlo se preparó una suspensión de esporos de una cepa de Streptggxces lg

vendulae en una solución salina estéril, y varias porciones se mezclaron separada

mente con cada uno de los siguientes hongos: Rhizgpus nigricans, Penicillium chrigo

ganga, Sacharogzcgs cereviciae y Neurogpgra crassa. Aproximadamente0.5 ml de cada

mezcla se incorporaron a un medio de agar-levadura-malta conteniendo 50,;4g por ml

de A-5283, en cajas de Petri. Se comprobóque el antibiótico A-5283no tiene efectos

visibles sobre el desarrollo del Streptomuces, pero que inhibe completamenteen to

dos los casos el desarrollo del hongo contaminante. Varios cultivos de Streptoglces

de la colección de Porter y colaboradores (28), contaminados con hongos, han sido li

brados exitosamente del contaminante usando este antibiótico. Se encontró también

que el n statin, es concentraciones de 5Q¿;g por ml, es eficaz para eliminar conta

minaciones por hongos.- Otro procedimiento aconsejado para el aislamiento de ¿trep

tgmxces, consiste en mezclar lO gramos de suelo con 30 ml de solución fisiológica

estéril, en un recipiente de vidrio esterilizado (35). Esta suspensión se filtra a

través de gasa o algodón y se agrega penicilina y estreptomicina a razón de 5000 y

1000unidades respectivamente, para contrarrestar la acción de las bacterias existen

tes. Se deja reposar por espacio de una hora y se retira el sobrenadante con pipeta

estéril.- Se siembra en caja de Petri, en los medios adecuados.

Es importante el problema de la conservación de los Streptogzces aislados, por la

degeneración o pérdida de algunas cepas durante el mantenimiento en cultivos activos,

asi comopor la marcada variación que ocurre en este género, probablemente debidas,
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al menos en parte, al hecho de cultivarse en medios poco óptimos para el crecimiento

y la esporulación. Pridhamy colaboradores (36) estudiaron la selección de substratos

para el mantenimientoy la investigación taxonómica, cultural y morfológica de cepas

de Streptogzces.

Para preparar cultivos en suelo se colocan aproximadamente2 gramos de tierra fina

mente pulverizada en tubos de ensayo comunes. Se esteriliza 30 minutos a 12096 en

dias alternados. Despuésde cuatro esterilizaciones se efectúa control de esterilidad

en tubos seleccionados al azar, por adición de caldo Bennett e incubación entre 25

309C durante una semana.

Los cultivos en suelo se preparan para inocular lO ml de caldo Hickey-Tresner en tu

bos de 25 x 150 mmcon cada cepa particular desarrollada en agar inclinado.

Los tubos inoculados se colocan en un agitador rotatorio y se incuban durante 2 días

a 289G. Se introducen 2 ml de este caldo en los tubos con suelo estéril y la suspen

sión se mezcla con la punta de la pipeta.

Los tubos se tapan y se dejan al aire seco, a temperatura ambiente durante 2-3 sema

nas. Aparece usualmente una superficie cubierta con abundante micelio aéreo.

En las fases iniciales de la investigación (36), un cierto númerode cultivos debili

taba al crecer, por lo que se ha dejado de lado el medio de Bennett para la prepara

ción de cultivos de suelo.

En la preparación del inóculo para los ensayos comparativos, se dispersa una pequeña

porción del cultivo de suelo en 5 ml de agua destilada estéril. Cadamedio en pico

de flauta se inocula dejando deslizar 0.1 ml del inóculo sobre la superficie. Se es

tria con la punta de la pipeta. Los cultivos se incuban 14 dias a 28-3090. Se exami

na cada cultivo y se estima visualmente el grado de formación del micelio aéreo.

Uncultivo con el 75-100 Z de su superficie cubierta con micelio aéreo se clasifica

como excelente. Con 50-75 % como bueno y con menos del 50 % como pobre.

Ademásse tienen en cuenta el color del micelio aéreo, el color del reverso del cul

tivo y el pigmento soluble eventualmente producido.

Para inducir formación de micelio aéreo se recomiendan los siguientes medios: pasta



-22

de tomate - avena,agar-extracto de levadura, agar Hickey - Tresner, agar pasta de

tomate, agar Bennett, agar papa glucosado, medio de Carvajal con avena y asparagina

glucosa.

Ademáshan dado buenos resultados los de agar almidón con sales inorgánicas y el agar

Czapek.

Algunos medios, comoel agar - asparagina - glucosa, el Czapek, el agar - harina de

maíz y el medio de Difco de papa glucosada, dan desarrollo muy pobre con varias cg

pas de Streptomxce . Fue atribuido inicialmente al bajo pHde los mismos, pero sin

embargono mejoraron los resultados al modificar el medio.

De los ocho medios seleccionados, el agar —pasta de tomate no se usa habitualmente,

a pesar de ser bastante similar al agar - pasta de tomate - avena.

El agar - papa - glucosado no se usa rutinariamente dado que su preparación insume

bastante tiempo y ademásdebilita el desarrollo de algunas cepas.

El medio de Bennett podría eliminarse ya que el agar Hickey - Tresner es el substrac

to preferido entre estos dos últimos medios. Sin embargolos medios de pasta de tomate,

de papa glucosada y de Bennett se recomiendan comosubstratos útiles para el estudio

de los Streptogxceg, aunque no para su mantenimiento. El agar pasta de tomate - avena

se recomienda para el mantenimiento, determinación de morfología de esporóforos y de

terminación del color de las esporas (color del micelio aéreo esporulante maduro).

No se recomienda para la determinación del reverso de las colonias ni del pigmento

soluble.

El agar extracto de levadura se recomienda para el mantenimiento, determinación de

morfología de esporóforos, color de esporas, color del reverso de las colonias y cg

lor del pigmento soluble de Streptomlces, al igual que los medios de Hickey - Tres

ner, agar - asparagina, glucosa y Czapek.- Este último no es aconsejable para mante

nimiento de cepas.

El medio de Carvajal con agar - avena es útil para determinar la morfología de los

esporóforos y el color de las esporas. La determinación de la morfología de los es

poróforos es a menudodifícil debido a la opacidad del medio.
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Por el mismomotivo no pueden ser obserVados el color del reverso de las colonias

y el del pigmento soluble, a menosque sean totalmente distintos.

El medio de agar almidón con sales inorgánicas se recomienda para determinar la mcg

fologia de los esporóforos y el color de las esporas de los Streptomxceg. Da asimis

mo información de 1a habilidad de las cepas para hidrolizar el almidón, lo que es espg

cialmente útil en la determinación de la morfología de Streptogxces verticílados

(Para la preparación de los medios de cultivo, ver apéndice). El resultado del estu

dio de Pridham y colaboradores indica claramente que aún hay muchoque aprender en lo

que respecta a la fisiología de Streptomxces, particularmente en lo que se refiere

a factores que influyen en la formación de esporos. Pareceria que ciertos factores

de crecimiento y algunas sales inorgánicas, juegan un papel importante en el proce

so de esporulación.

La mayor parte de los medios recomendadoscontienen fuentes nutricias complejas, por

ejemplo extracto de levadura, extracto de malta, extracto de carne y pasta de tomate.

La preferencia de muchosautores por los medios de sales inorgánicas complejos, par

te de la tesis que el uso de substancias químicamentedefinidas es un prerrequisito

para el adecuado estudio taxonómico de los Streptgmmces. Sin embargo, para el desa

rrollo de elementos morfológicos que pueden usarse para la separación de un conjun

to heterogéneo de Streptomxces en grupos morfológicos bien definidos, esos medios de

jan mucho que desear.

El medio de Emersonde excelente desarrollo vegetativo pero sólo un débil micelio aé

reo. En estudios taxonómicos se ha observado que el uso de este substracto produce

estructuras morfológicas aberrantes o deformadas en un númeroapreciable de cepas.

Esto no ocurre con los medios recomendados anteriormente.

Conrespecto a las caracteristicas morfológicas de las cepas estudiadas, se encontró

considerable dificultad en la interpretación de los colores del pigmentosoluble,

aún con la ayuda de un manual de colores. Esto es especialmente cierto cuando están

presentes el marrón obscuro, el amarillo o el marrón amarillento. En opinión de Prid

ham es muycustionable el uso del pigmento soluble comoun criterio primario para se
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paración de Streptomxces. Esta caracteristica tiene solo un Valor limitado, por ejem

plo cuando el pigmento soluble tiene un color poco usual, comolos particulares ro

jos y azules del S, coelicolor o los amarillos brillantes de ciertas cepas producto

ras de actinomicina.

La interpretación del color del micelio aéreo de cultivos esporulantes maduros (co

lor de las esporas), ofrece también dificultades. El uso de un manual de colores, sin

embargo, permite una razonable seguridad en la apreciación de esta caracteristica.

Conrespecto al color del reverso de las colonias, hay que hacer notar que en ciertos

medios por ejemplo agar - extracto de levadura o agar - Emerson, la mayoria de las cg

pas pueden ubicarse en uno o varios grupos definidos. El color del reverso puede ser

a veces custionable para el adecuado tratamiento de los géneros, pero puede emplear

se eventualmente reforzando el uso de la micromorfologia para establecer una clasifi

cación más natural de las especies de Streptomxces.

La morfología de los esporóforos) el color de las esporas y el del reverso del cul

tivo, son tres criterios que eventualmente permiten la determinación de rangos de va

riación en una especie particular.

waksmany Lechevalier (14) preconizan la necesidad del uso de medios standard, asi

comode condiciones tipo para el desarrollo de Streptggïces.- Lo mismosucede con la

aireación y el control de la temperatura.

Encuentran que los medios sintéticos son útiles en el estudio de la morfología y fi

siologia de estos organismos, y especialmente en el reconocimiento de la pigmentación.

Los medios orgánicos, a menudomuyespecificos, son recomendados para obtener eviden

cias suplementarias, especialmente para cepas que desarrollan dábilmente en los medios

inorgánicos comunes.

La gran mayoria de los Actinomycetes son aerobios, muy pocos son anaerobios y muchos

son microaerófilos. Proporcionandola aireación adecuada, los organismos desarrollan

sobre la superficie de los medios sólidos, en la parte superior de los medios liquidos

o en cultivos sumergidos muybien aireados.

Las temperaturas entre 25-3090 se usan habitualmente para la incubación de 1a gran
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mayoria de los Streptogxces, Ngcardia y Micromonospgra.Para formación de antibióti

cos se usan frecuentemente temperaturas algo diferentes. Los organismos patógenos re

quieren para su crecimiento temperaturas de 37°Cy los termofilicos necesitan 50-609C

o aún más.

El almacenaje de los cultivos en suelo, o bajo aceites minerales, o la conservación

por liofilización, son métodos aceptables para una larga conservación de cepas de

Streptomxces.

Másrecientemente (37) las técnicas a temperaturas por debajo del punto de congela

ción, ofrecen igual importancia comomedios de mantenimiento de cultivos. En experien

cias de Tresner y colaboradores, una colección de alrededor de 400 cultivos del géne

ro Streptogxces, incluyendo algunas de las 135 especies descriptas en la literatura,

han sido conservadas bajo frio intenso (-229C) durante largo tiempo.

Alrededor del 60 %permanecieron congelados durante más de tres años, y el resto por

periodos variables en el término de tres años.

En registros generales se observó una viabilidad excepcionalmente buena y dentro de

las averiguaciones factibles no se observó modificación en los cultivos originales o

en las formas morfológicas.

La capacidad de producción de antibióticos de 16 cultivos se encontró esencialmente

sin cambios después de 2 años de almacenamiento.
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4) Esouemasde clasificación

Desde que se encontró la habilidad de algunos Actinomïcetes para producir antibióti

cos, se postularon una serie de sistemas de clasificacion de este grupo de microorga

nismos, varios de los cuales analizaremos a continuación. La utilización de carbohi

dratos ha sido considerada desde hace muchotiempo una ayuda valiosa en tales esque

mas. Ya en 1948, Pridhamy Gottlieb (38) postularon la utilización de compuestos de

carbono por algunos Actinomxcetgs, comoun auxiliar para la determinación de espe 

cies. Los procedimientos determinantes usados están basados en el estudio de la morfg

logia, pigmentacióú y desarrollo característico en medios Compuestospor mezclas na

turales de substratos. En tales medios sc puede observar a menudouna variedad de

pigmentos y colonias tipicas producidas por algunos organismos.

En manosinexpertas puede'haber dificultad en la interpretación de los resultados y

a veces podrá designarse una especie particular comouna de las muchasespecies antes

descriptas más bien que comouso espécimei distinto.

Pridhamy Gottlieb, comoidentificación de rutina, determinaron reacciones de Gram,

medidasde los esporos e hifas y el desarrollo característico de varios aislamientos

en los medios siguientes: caldo nitrato, caldo triptona, agar almidón,'medio doble

de azúcar de Kliger, gelatina, leche, caldo tirosina, caldo nutritivo, agar D. glucg

sa, agar Czapek glucosado, agar n-butirato de calcio, medio de huevo de Dorset, me

dio de suero de Lcefflez,papa y zanahoria. Algunos de los resultados fueron usados en

la identificación de especies aisladas, siguiendo las reglas del ManualBergey. Los

aislamientos desconocidosfueron dificiles de identificar por los inconvenientes en

la evaluación de la producción de pigmentos y colonias tipicas.

Los desarrollos en los distintos medios fueron bien definidos y similares en los di

ferentes experimentos que realizaron durante un periodo de 18 meses.

Encontraron que todas las especies probadas podian ser diferenciadas una de otra so

bre la base de su desarrollo en varias fuentes de carbono, y que esta caracteristica

podia ser complementadacon ayuda de otras reacciones bioquímicas.
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Los autores mencionados (38) usaron un medio basico para utilización de compuestos de

carbono, cuya composición se da en el apéndice. Después de esterilizado, se enfrió a

45°C y se agregó 1a solución estéril acuosa de los hidratos de carbono en las siguien

tes concentracionesfinales: D.l inositol, alcoholes polihidroxilados y galicina, al

l %; fenoles, al 0.1 %y sales de ácidos orgánicos, a1 0.15 %.

Concluimos con los autores que el conocimiento en la utilización de compuestos de ca;

bono en medios químicamente definidos, podria reportar una ayuda en lo que respecta a

determinación de reglas para la identificación de los miembrosdel orden Actinomyceta

les, y en especial del género Streptomyce .

En 1955, Benedict y colaboradores (39) reseñaron los últimos estudios en la evalua 

ción de ensayos de utilización de carbohidratos comoayuda en 1a diferenciación de es

pecies de Streptomyces.

Los ensayos sobre la habilidad de varias especies de Streptomyces para utilizar cier

tos hidratos de carbono individuales comosola fuente carbonada en un medio sintético,

fueron primero realizadas por Waksman(40) y subsecuentemente por Pridham y Gottlieb

(38) quienes estudiaron 27 cultivos de Streptomyces, Nocardia y Micromonospgrapara

probar su habilidad en la utilización de 33 distintas fuentes de carbono, en un medio

químicamentedefinido.- Encontraron que todos los cultivos utilizaban D.glucosa, D.

manosa, almidón, dextrina y glicerol, pero que no usaban eritrol, fenol, o cresol,

formiato de sodio, oxalato de sodio o tartrato de sodio. Las substancias remanentes

fueron atacadas por algunas especies pero no pudieron ser utilizadas por otras.

Verificando unas pocas cepas, cuatro años mas tarde (41) Pridham, Hall y Shekleton,

encontraron que los patrones de asimilación no habían sufrido cambios considerables.

Ciertos investigadores Japoneses, incluyendo a Kurosawa (42) y Okami(43) han utili

zado la técnica de asimilación de hidratos de carbono comoauxiliar en la identifica

ción de varios Streptomyces productores de antibióticos.

Dulaney (44) ensayó una cepa de Streptomyces griseus, en cuanto a su habilidad para

iniciar el desarrollo sobre 49 hidratos de carbono, azúcares, alcoholes y sales de

ácidos orgánicos.
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En el trabajo de Benedict y colaboradores (39) se ensayaron un gran número de cepas,

asi comoalgunas fuentes Carbonadas no usadas previamente por Pridham y Gottlieb

(38). Fueronutilizadas con este fin alrededor de 75 especies distintas de Strepto

ce , variando el número de cepas de cada especies entre l a 8. Ademásse incluye

ron 52 cultivos de cepas únicas de varias especies.

Aunqueno parece Justificable presentar los datos de utilización de carbohidratos

en cepas únicas de cada especie, parecería notarse que no hay exacta duplicación en

los esquemasde utilización de las S2 especies representadas por cepas únicas.

Ademásno encontraron duplicación para dos cualesquiera de las 75 especies estudia

das

Infieren los autores que hay suficiente variación en los esquemasde asimilación de

carbono comopara que dichos ensayos sean promisorioe comouna ayuda en la diferen

ciación de especies de Streptomlces.

Aunqueno han sido hechas comparaciones criticas, es interesante notar que la treha

losa permite la formación de micelio aéreo en el medio basal en dos cultivos que no

lo producen sobre las otras 23 fuentes de carbono, ni en los medios de avena, aspa

ragina - glucosa-agar, Bennett, Emerson, Kelner, Morton y Czapek.

En una evaluación de sales de ácidos orgánicos, Pridham y colaboradores (41) encon

traron que la sal de sodio del ácido citrico parece más promisoria que la sal de sg

dio del ácido succinico. Observaron que poco o nada de desarrollo fue alcanzado en

36 especies de Streptomceg sobre formiato de sodio, oxalato de sodio o tartrato de

sodio, pero que prácticamente todas las cepas puedenutilizar el citrato de sodio.

De los carbohidratos estudiados la LL sorbosa no es atacada por ninguna especie de

Strgptgmyces, y en cuanto al eritrol y a la maltosa, se encontró que tienen valor

limitado en estos ensayos. Se obtuvieron también resultados relativamente pobres

sobre melicitiosa, sorbitol y escullna.

En 1953, Haksmany Lechevalier (14) publican en "Actinogxcetales and their antibi&-'

tigg" una guia para la identificación y clasificación de dichos organismosy de los
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antibióticos por ellos producidos. Clasifican a ciertos grupos importantes de espe

cies de Streptogxces desde el punto de vista de la producción de antibióticos.

Dos de los grupos seleccionados para esta comparación son típicamente cromógenos,

siendo capaces de producir pigmentos solubles que oscilan entre el marrón y el ma

rrón obscuro o casi negro. Estos pigmentos se producen en medios con proteinas, de

bidos principalmente a la formación de la enzimatirosinasa (S.antibioticus x S,la

vendulae). Otro de los grupos no es cromógeno, aunque produce un debil pigmento solg

ble, color marrón, sobre ciertos medios; este pigmento puede deberse a la lisis del

desarrollo y en algunas cepas, o bajo ciertas condiciones, es verde oliva (S,grigeus)

Otro grupo, que comprendeun gran número de especies, se caracteriza por el desarro

llo amarillo sobre varios medios y la subsiguiente producción de un pigmento solu

ble amarillo,anaranjado, dorado, o amarillo verdoso (S,flavus).

Los grupos 5 y 6, que no son cromogénicos, se caracterizan por la producción de un

crecimiento entre rojo a rojo-naranja y rojo claro, con un micelio aéreo pobremente

desarrollado entre blanco y blanco rosado o con micelio aéreo rosado, bien desarro

llado S ruber y S,fradiae).

Finalmente, fue agregado un grupo en razón de su distribución universal, su facil

reconocimiento y por el hecho de incluir la especie tipica del género Streptogxces

(S.albus).

Ademásdel género Streptomïces, los autores analizan el género Nocgrdia, con la cla

sificación de Krassilnikov y la de thsman y Henrici; el género Mi monos ra, con

los sistemas de Krassilnikov y de Jensen; el género Thermoactinomxceg,y finalmente

el género Actingmxces, incluyendo una descripción de especies de todos los géneros

mencionados.

En 1958, Pridham y colaboradores (45) proponen unaacabada guia para la clasificación

de Streptogxces en grupos selectivos.

En el trabajo se recalca la conveniencia de la cuidadosa evaluación, mantenimiento

y conservación de las cepas de interés, antes de asignarles nuevos nombres. Los re
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sultados de estudios de Pridhamy colaboradores de descripciones de cepas originales,

indican claramente que algunos investigadores han ignorado los tratados taxonómicos,

faltando el conocimientode las técnicas ideales adecuadas para la evaluación de es

tas formas.

Hanintentado seguir un esquemalógico y práctico para postular un sistema de clasi

ficación de acuerdo con el Código de Nomenclatura Botánica.

Formalizaron la creación de cuatro de las secciones propuestas con inscripciones lati

nas, e incluyeron 3 secciones adicionales no formalizadas aún en 1958.

La dificultad encontrada en identificar cepas desconocidas de Streptogzces, estriba

principalmente en que las claves están basadas casi exclusivamente sobre criterios

morfológicos. Haciendo una reseña cronológica de las mismas veremos que:

l) La clasificación de Krainsky (46) se basa en la medida de colonias y de esporos,

proponiendo dos grupos principales.

2) La de Waksmany Curtis (47) se apoya en criterios de proteolisis y formacíán de

pigmento soluble, postulando cuatro grupos principales.

3) El esquemade Dreschler (48), referido a morfología de esporóforos, no incluye gru

pos definidos.

4) El de Waksman(49). basado en la formación de pigmento soluble, separa a los Streptg

mxggs en dos grupos.

5) Millard y Burr en 1926 (50), basaron su clasificación sobre el desarrollo caracte

rístico en soluciones sintéticas glicerinadas, proponiendocinco grupos.

6) Jensen, en 1930 (51) postuló dos grupos en base a la formación de pigmento soluble.

7) En 1934, Duché (52) estudiando caracteristicas culturales, separó los Actinggzgetes

en varias clases y grupos.

8) Waksmany Henrici, en 1948 (53) los separan en cuatro grupos basándose en la ecolg

gia y requerimientos de temperatura.

9) Krassilnikov, en 1949 (54) se basa para su esquema en la morfología de esporóforos,

proponiendo dos grupos principales.
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lO) La clasificación de Baldacci y colaboradores, presentada en 1953 (55) y perfec

cionada en 1954 (56) se funda en el color del micelio vegetativo, separando los ¿trep

tggxces en dos grupos.

ll) En 1954, Hesseltine y colaboradores (57) basaron su clasificación en el color de

las esporas y la morfología de los esporóforos, determinando ocho grupos principales.

12) En el esquema de Yagamuchiy Saburi, en 1955 (58) encontramos cuatro grupos sepa

rados de acuerdo con la morfología de los esporóforos.

13) Ganzey colaboradores (59), en 1957, fundaron su esquema de clasificación en quin

ce grupos, en el color del micelio aéreo y en el color del micelio vegetativo.

La mayorseguridad sobre criterios fisiológicos para agrupar y distinguir especies

del género Streptogxcgs, ha llevado a la creación de un gran númerode "especies nue

vas" (más de 100 desde el descubrimiento de la actinomicina en 1946). Esta tendencia

continuará en tanto sean aislados nuevos antibióticos u otros productos metabólicos

interesantes, a menosque la seguridad se refiera a características taxonómicas más

constantes. Esta continua adición de nuevas especiegoes sorprendente si se considera

la marcada diversidad fisiológica demostrada por este género. En realidad, muchasde

las nuevas especies no son más que variedades o formas fisiológicas de una variedad

ya descripta.

Poniendo énfasis en la morfología de los Stre to ce , el concepto de grupo, basado

previamente en criterios fisiológicos, puede tener un fundamentomás estable. Además,

puede lograrse, reevaluando los muchosensayos fisiológicos actualmente aplicados, una

posterior diferenciación de las cepas dentro de cada "sección morfológica", y seleccig

nando para la aplicación de rutina los ensayos que parezcan ser másútiles.

Según Pridham y colaboradores (45), la morfología de los esporóforos de una cepa par

ticular no cambia apreciablemente variando los medios substratales, siempre que en

los mismoshaya formación óptima de micelio aéreo y de esporas. Aconsejan apreciar la

morfología de los esporóforos por obserVación directa en placas de Petri con aumentos

de 100 x a 500 x. Conaumentos mayores pueden verse claramente los detalles de las ca
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denas de esporas.

Los métodos y medios recomendados para determinar la morfología de esporóforos ya

han sido registrados (Ver Sección 3, cita (36) y apéndice).

El género Stzeptgmxcegpuede dividirse en varias "secciones morfológicas" distintas.

Para ello se cultiva la cepa en estudio sobre agar Czapek, medio de Hickey.-Tresner

y medio de pasta de tomate-avena, haciendo observaciones morfológicas después de dos

semanas de incubación a 28-309C. Si queda alguna duda razonable con respecto a la

ubicación de la cepa en la sección apropiada, o si se requiero una caracterización

más completa, puede subcultivarse en los siguientes medios conteniendo agar: Bennett,

almidón-sales inorgánicas, extracto de levadura, pasta de tomate, papa glucosada, ha

rina de avena (Carvajal) y asparagina-glucosa.

Basándonosen el color de las esporas, más precisamente en el color del micelio a6

reo esporulante, podemossubdividir posteriormente en series a cada una de las sec

ciones morfológicas. Cada serie puede ser probablemente subdividida luego en grupos

de formas estrechamente relacionadas, que representan especies, utilizando criterios

fisiológicos. Si fuera necesario podria entonces usarse una determinación adicional

para crear "variedades" o "formasfisiológicas".

Considerando la Variedad de entidades morfológicas que existen en el género Strepto

mxgggse ha sugerido (45) un esquemafilogenético para la evolución de los distintos

tipos a partir de un antecesor comúncaracterizado por estructuras reproductivas

extremadamentesimples, partiendo de un tipo de hifas rectas hasta llegar a las fo;

masfasciculadas con espirales abiertos y biverticiladas con espirales. Puedeinfe

rirse de ahi una explicación para las anomalías que han sido encontradas ocasional

mente en varias especies.

Por ejemplo, pueden observarse en algunos casos, en un cultivo aislado, esporóforos

rectos, entrelazados y en curvas abiertas simultáneamente. Estas cepas podrian reprg

sentar formas evolutivas "intermediarias" o de"transición" de los tipos rectos o

flexuosos. Este esquemafilogenético es meramenteespeculativo y se incluye a los
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efectos de definir claramente el sistema propuesto por Pridhamy colaboradores.

En efecto, los autores citados proponen la subdivisión del género Streptomxces en sig

te secciones morfológicas de acuerdo con la taxonomía de los esporóforos.

Ademáshan subdividido cada sección en seis series basadas en el color de las esporas

(color del micelio aéreo esporulante maduro)

En el mismosistema han sido incluidas tres secciones provisorias para que sirvan de

orientación al lector.

Las secciones han sido formalizadas con designaciones latinas.

Cadadescripción de las secciones incluye una guia provisoria para las series y especie

componentesy para las cepas individuales.

La mayoria de las especies de importante valor económico por su poder productor de an

tibióticos están tabuladas en la guia.

Krassilnikov (60), en 1960, aconseja nueVamenteel uso de propiedades culturales, mo;

fológicas y fisiológicas comouna base para el reconocimiento de especies, revelando

la heterogenicidad de las mismas por los grupos pigmentados en la gamade los verdes,

los rosa-rojo y los naranja.

Aconseja la ayuda de propiedades fisiológicas para diferenciar especies dentro de cg

da grupo. En este caso podrian subdividirse convenientemente las especies de acuerdo

con la asimilación de carbohidratos, usando los métodos de Kurosawa (42) y Pridham.

Gottlieb, en 1959 (61) puntualiza las dificultades en los sistemas de clasificación,

debidas al gran númerode criterios interpretados de diversas maneras por cada uno

de los investigadores, a las dificultades para reproducir algunos medios, a la ausen

cia de muchoscultivos tipo y a los cambiosy variabilidad en los cultivos, proponieg

do 1a discusión de los criterios en lo que respecta a caracteristicas morfológicas,

olores característicos, desarrollo en función de la temperatura, caracteristicas mg

tabólicas, serologia y fago especificidad.

Küster, también en 1959 (62) presenta el protocolo de la mesa redonda sobre Strepto

nggg, efectuada en ocasión del 79 Congreso Internacional de Microbiologia, realizado

en Estocolmo entre el 4 y 5 de agosto de 1958.
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Horvath, de Hungria, refirió la gran variedad que existe entre los Streptogxce . Es

to podria atribuirse parcialmente al menosa la heterokariosis. Este fenómenoconsis

te en la presencia de varios núcleos de diverso origen en un micelio común.En la

formación de esporos cada "conidio" recibe sólo uno de los varios núcleos, de mane

ra que las colonias derivadas de este "conidio" exhiben propiedades diferentes en

tre ellas mismas, asi comode los cultivos relacionadoa.

Frommer,de Alemania, observó que ciertas caracteristicas podian permanecer constan

tes dentro de un grupo, pero variar en otro. Esto conducea la ineptitud para clasi

ficar una caracteristica dada comoestrictamente constante o comovariable. Además,

sugirió el\examen del color del micelio substratal y de los pigmentos solubles, su

plementado por el uso de ensayos quimicos elementales (solubilidad de los pigmentos

en diferentes solventes, cambiosdel color con el pH, etc.)

Pfenning, también de Alemania, considera la importancia, desde el punto de vista de

las investigaciones ecológicas, del uso de una clasificación basada en la morfología.

Despois, de Francia, hace notar el serio defecto, en los últimos trabajos, de consi

derar esencialmente sólo los organismos productores de antibióticos. Considera a la

morfología y al color del micelio aéreo comolas propiedades más importantes para la

caracterización.

Krassilnikov, de Rusia, complementasus primeras comunicaciones, recordando que es

pecies que antes se consideraban uniformes se dividen ahora en Varias especies, ba.

sándose la diferenciación de las mismasprincipalmente sobre la producción de dife«

rentes antibióticos.

Hizo referencia al fenómeno, que los organismos que producen antibióticos no están

usualmente influido; pg; sus propios productos. En consecuencia, es posible a veces

clasificar los productores de antibióticos ensayandouno contra otro. Esta regla,

sin embargo, no es válida en todos los casos, porque hay algunas especies que se inh;

ben a si mismas. Krassilnikov considera también 1a importancia del criterio morfoló

gico para la caracterización de las especies.
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Gottlieb, de los Estados Unidos, analiza los temas de discusión presentados por él

anteriormente (61) comola dificultad para reproducir algunos medios, la discusión

de criterios y el concepto de especie.

En cuanto al primer tópico, se aconseja para la elección de un medio de cultivo para

Streptggzces, diferenciar los substratos usados para mantenimiento de aquellos emplg

ados exclusivamente para caracterización. Ettlinguer, de Suiza, preconiza que los mg

dios para mantenimientodeben permitir esencialmente un desarrollo satisfactorio del

micelio aéreo.

Unade las dificultades esenciales para la preparación de los medios estriba en la

diferencia en la constitución de los componentesentre un laboratorio y otro.

En cuento al punto que se refiere a discusión de criterigs, fueron establecidas las

siguientes caracteristicas.

l) CÉEÉCTERISTICASggRFOgggICég

a) Cglogia: Es aconsejable para la caracterización la consideración de la morfología

general de las colonias. Para cepas que no forman micelio aéreo sobre ningún medio,

debe apreciarse 1a naturaleza del micelio substratal.

b) Micelio: Comoresultado de discusiones previas respecto a la manera de designar el

micelio, fueron establecidas las siguientes definiciones:

Micelio ggbgtratal: La totalidad de las hifas que desarrollan en el agar o en la so

lución.

Micelio aéreo: La totalidad de las partes del micelio que se elevan por encima

de la superficie del substrato.

Micelig Iegetativg: La totalidad del micelio que no está dividido en esporas (micelio

substratal máslas partes estériles del micelio aéreo).

Espgróforgs: Las partes del micelio divididas en esporas.

En general, la morfología del micelio substratal no Juega un papel importante en la

descripción de las cepas.

c) Estructura de egpgréfgros: Huboun completo acuerdo sobre la importancia de la de;
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cripción de la morfología del micelio aéreo. La división en siete tipos morfológi

cos, que fue sugerida por Pridham y colaboradores (45) fue discutida y recomendada

para su aplicación general. Baldacci, de Italia, sugirió algunos cambiosminimos, ens

tre otros:

prjgham galggcci

gggtig recto - - - - - - - - - - - - - recto

22233; flexuoso

flexibilig Lfasciculado -‘—v
flexuoso

Sectig retinacu- espirales primitivas

Lumapgrtum curvas abiertas - - - - - - - curvas abiertas

Sect [espirales abiertas¿giga kespirales cerradas - - - - - - espirales

Kutzner, de Alemania, llamó la atención sobre la disposición de las espirales sobre

el micelio aéreo, así como1a forma y númerode arrollamientos espiralados. La constan

cia en la dirección de rotación (diestro, siniestro), no se consideró esencial para

la clasificación.

d) Mótggggg formación de esporas: Se hizo una diferenciación entre segmentación y

fragmentación comométodo en la formación de esporas. Dentro del género Stre to ces,

se considera generalmente que la esporulación se produce por fragmentación, mientras

que la segmentación es tipica de las Nogggdia. El método de formación de esporas de

be usarse más para 1a diferenciación de estos géneros que para la determinación de

especies.

e) Morfología de las espgzgs.

La observación de los esporos mediante microscopía óptica o por contraste de fase,

permite un reconocimiento demasiado limitado de las diferencias que podrian usarse

comocriterio de referencia en la identificación de especies.

Conel uso del microscopio electrónico fueron puestas en evidencia por primera vez,
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incuestionables diferencias morfológicas de los esporos. Pudoreconocerse los deta

lles de la superficie fina de los mismos(lisa, espinosa, vellosa), considerándose

una caracteristica muyconstante, asi comouna importante propiedad para la carac

terización.

Se recomendó el uso de un medio que favorezca una buena formación de micelio aéreo

y de esporas, dado que en un medio inadecuado pueden desaparecer los apéndices ca

racterísticos. La preparación debe efectuarse por el método de impresión, porque

las esporas pueden perder sus apéndices por suspensión.

La descripción de los esporos comose aprecian al microscopio electrónico, se consi

dera esencial para una adecuada determinación de especies. Sin embargodeben recono

cerse las dificultades que implica el uso de esta caracteristica, dado que el micro;

copio electrónico está fuera del aleance de muchoscentros de estudio.

2) Colores caracterigticos.

Los tres componentesdel cultivo de Stregtggxces, micelio aéreo, micelio substratal

y el substrato en si (mediode cultivo) suelen desarrollar colores que pueden ser

útiles en la clasificación.

a) Color del micelig aéreg: El color del micelio aéreo fue definido comoel color

del mismo en su etapa de madurez, sobre un medio de cultivo óptimo para la produc

ción de micelio aéreo y de esporas. Este color se considera generalmente comouna

constante, y su descripción es esencial para la caracterización.

Baldacci sugirió que además de 1a descripción en la etapa de madurez, deben evaluar

se las etapas intermedias. Basándose en una observación del cambio de color del mi

celio del S,grigeug por acción de vapores de yodo, de vries, de Holanda, encaró la

posibilidad de caracterizar el micelio aéreo por reacciones químicas.

b) legr del micelig substratal: Esta apreciación del color se considera menosimpor

tante, dado que es más variable que el color del micelio aéreo y en muchoscasos no

es característico. En aquellas cepas que muestran un calor característico del mice

lio substratal, puedeser interesante registrarlo. En tales casos debe especificarse
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la dependencia del color con la composición y el pHdel medio.

c) Color gel medig; El color del medio, también llamado a menudopigmento soluble,

no presenta importancia, salvo contadas excepciones, dado que, o no es caracteristi

co, o cuando está notablemente pigmentado tiene el mismocolor del reverso del mice

lio substratal, aunquemenosintenso.

Además, se ha observado que es más variable que el del micelio substratal. Después

de varios pasaje puede frecuentemente perderse la pigmentación del medio, pero se

gún wallhaüser puede regenerarse mediante un solo pasaje por suelo. Bebe puntuali

zarse que el color del micelio ng inclgxe la pigmentación melanoidea de un cultivo

conteniendo peptona. Ademásdebe hacerse una distinción entre "pigmento" y "color".

Krassilnikov definió estos términos comosigue: Ezgmentg:es el producto metabólico,

químicamente uniforme, que puede ser extraido y que no está sujeto a cambios por fag

tores externos. Por ejemplo los tres tipos de pigmentodel S.viglageus, una antocia

nina, un carotenoide y un lipocromo.

Color: esti sujeto a la influencia de factores externos en el cultivo, comotrazas

de elementos, valores de pH, etc. Para terminar digamos que deberia anotarse siem

pre el color del micelio aéreo maduro (esporas en masa).

En algunos casos puede registrarse también el color del micelio substratal u, ocasio

nalmente, el color del medio, describiendo para el último el medio especifico, los

cambios de pHy demás datos similares.

3) De arr en unción e a tem ratura.

La mayoria de los Streptggxceg son mesofilicos y tienen requerimientos muysemejan

tes en cuanto a temperatura.

Sólo en los casos en los cuales la temperatura óptima es muysuperior a la de las eg

pecies mesofilicas, puedeusarse este dato comouna característica en la diferencia

ción de especies.

4) Caracteristicas metabólicas.

a) Prgducgión ge ácido sglghágricg: no se considera necesario este ensayo.
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b) ggdugcióg de_nitratos; Apesar de la experiencia un tanto limitada al respecto,

este ensayo representa una buena caracteristica, siendo en consecuencia recamendado.

c) Licuación de gelatina: Se observaron diferencias únicamente en el grado de licue

ración. Esta prueba es aplicable para la descripción sólo cuando es notable el tiem

po en que comienza la licuación.

d) Peptgnización de la leche

Este ensayo parece depender en gran medida de las condiciones externas del experimeg

to. Por ejemplo, de Vries observó la influencia de la temperatura y tiempo de este

rilización de la leche, asi comodel origen de la misma, en el grado de peptoniza

ción. El resultado puede depender también del tamaño del inóculo.

Otra dificultad es la variabilidad en 1a descripción de los resultados. Dadaslas di

ficultades de llevar a cabo este ensayo en medio liquido, se sugirió el uso de agar

leche o, en algunas circunstancias, de agar caseina.

También se recomendóel uso del método de Gorin, que consiste en cubrir los cultivos

viejos en agar con una capa de leche. De esta manera se observa muchomás frecuente

mente la coagulación, en comparación con el procedimiento usual en tubos de ensayo.

Pese a todas las dificultades anunciadas se considera que este ensayo tiene cierto

valor siempre que se efectúe el experimento en condiciones tipificadas.

e) Utilización de carbghidratgg.

l) Sanchez Marroquín (de Méjico), wallhaüser y Pfenning, de Alemania y Pdnnert y de

Vries, de Francia, entre otros, recomendaronesta prueba comoútil, pero limitándo

la a unos pocos carbohidratos, dado que muchosresultados no son reproducibles.

2) Hütter, de Suiza y Ciferi,de Italia, rechazaron completamenteeste ensayo basán

dose en sus propios estudios. Hütter, por ejemplo, encontró que esporos aislados de

una única cepa poseían diferente espectro de asimilación de carbono.- Pinnert, por

otra parte, encontró que después de una reacción rotulada comonegativa aparecían

colonias individuales positivas que designó comomutantes. AdemásGiolitti encontró

que algunas cepas desarrollaban en el medio basal sin la adición de carbohidratos.
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3) En cuanto a la metodologia del ensayo, se hizo notar que puede efectuarse el mig

mo ya sea en agar, en medio liquido o en cultivo sumergido.

Los cultivos flotantes han dado resultados poco satisfactorios - Hallhaüser utilizó

con éxito el cultivo sumergido, encontrando que la cantidad de micelio puede determi

narse cuantitativamente por centrifugación.

A pesar de los comentarios criticos, el uso de los ensayos de utilización de hidra

tos de carbono, fue recomendadopara la caracterización de cepas.

f) Utilización de nitrógeno: Los resultados que se tienen hasta el momentoson dema

siado escasos para dar opinión concluyente sobre el mismo.

g) Producción de antibióticos: Por las razones que se exponen a continuación se re

chazó la producción de antibióticos comocriterio para la caracterización de espe

cies:

l) Esta propiedad no se considera constante, dado que en las condiciones de laborato

rio puede perderse frecuentemente la formación de antibióticos.

2) Hay numerosas especies de Streptogzgeg que contienen tanto cepas inactivas como

cepas capaces do producir antibiótico.

3) En varios casos una sola cepa forma más de un antibiótico.

4) Unmismoantibiótico puede ser formado por diferentes especies. Kutzner estable

ció que en muchoscasos cepas muysimilares en cuanto a sus caracteristicas morfolé

gicas y culturales sobre diferentes medios, exhiben tambiénun espectro antibiótico

correspondiente, contra cinco diferentes organismos de prueba. Sobre la base de es

ta observación, concluyóque podia utilizarse el espectro antibiótico para la clasi

ficación de subgrupos.

Debeespecificarse que el espectro antibiótico sólo es útil para la descripción de

una cepa, pero no para la definición de especies.

h) Sensibilidad a los antibióticos. Hasta la fecha existe una experiencia muylimi

tada con este ensayo. Krassilnikov lo usa para fines de diagnóstico.

5) Serglggia.
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Los miembros presentes en el 79 Congreso de Microbiologia de Estocolmo, no tenian ex

periencia en este métodode investigación.

6) Fago especificidad

Kutzner realizó investigaciones con cinco fagos diferentes en su grupo I, correspon

diente aproximadamenteal grupo griseus.

xDosfagos demostraron ser bastante especificos, esto es, sólo unos pocos subgrupos de

Streptomxcesfueron sensibles a ellos; los otros tres, entre ellos el Iago especifico

contra el S.griseus, tenian un espectro muyamplio. Esta diferencia en la especifici

dad de los actinofagos puede ser considerada en cuanto a la evaluación de su utilidad

en el diagnóstico de Streptomxces. Baldacci ha hecho estudios con fagos especificos

solo contra el grupo griseus, pero no para las otras series do su clasificación.

Especificacién

Baldacci presentó un diagrama que resume su concepción de las caracteristicas sugeri

das para una división de especies y cepas.

Para la determinación de especies recomienda basarse en la estructura de esporóforos,

color del micelio vegetativo, color del micelio aéreo y morfología de los esporos (mi

croscopia electrónica)

En cuanto a los caracteres infraespecificos, proponecaracteristicas metabólicas, pig.

mentos solubles y, con reservas, la producción de antibióticos.

Nelsch, en 1959 (63), presentó una nota referente a la clasificación de Streptomzces.

“ado que cualquier caracteristica aislada de un microorganismopuede variar dentro de

limites más o menos amplios, considera que es importante analizar un gran número de

caracteres diferentes, y preferentemente aquellos que la experiencia ha mostrado menos

variables.

Estudió personalmente 1a producción de antibióticos, encontrando que esta propiedad

tiene un valor secundario únicamente, dado que está sujeta a variaciones cuantitati

vas aparte del hecho que un dado antibiótico puede ser producido por organismos no

relacionados entre si.
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En cuanto a la sensibilidad a los antibióticos, encuentra que esta propiedad puede

ser másútil. Se admite que puedenobtenerse mutantes resistentes a cualquier anti

biótico mediante técnicas apropiadas. Sin embargo, la aparición de tales mutantes y su

selección bajo condiciones naturales (por ejemplo en ausencia de manipulaciones de la

boratorio), no es tan frecuente que ocurra en grado tan apreciable.

En lo que se refiere a la producción de actinofagos lisogénicos, encontramos en la

literatura que muchosactinofagos tienen un espectro de actividad muyamplio. Sin

embargo, Bradley y Anderson (64) demostraron mediante fagos, la afinidad de especie.

colocadas en dos géneros, Streptgmxcegy Ngcardia, incluidas en dos familias diferen

tes.

Por otra parte son también conocidos actinofagos con un rango de actividad muchomás

restringido.

Ungrupo de fagos mostró actuar exclusivamente sobre cepas pertenecientes al grupo

S.ggiseus (65) y (66) según fue definido por Ettlinger y colaboradores (67).

Unode los virus actuaba (68), aunque con diferencias cuantitativas, sobre todos los

organismos ensayados del grupo (pero uno probó ser una cepa lisogénica portadora de

un profago relacionado).

No tuvieron acción, excepto en pocos casos, sobre Streptomxces no relacionados, aún

empleandoaltas concentraciones.

Se considera que la fago sensibilidad y los portadores de profagos (69) y (70), son

propiedades que podrian ayudar a los taxonomistas. Sin embargo queda muchopor ha

cer en cuanto al ordenamiento de una metodologia apropiada.

Debehacerse notar que la mayoria de los actinofagos hasta ahora conocidos, actúan so

bre el grupo griseus.

Antes de dar una opinión definida sobre el uso de fagos, deberian obtenerse fagos pa

ra Actingmxcetes no relacionados (71).

Trabajos recientes han mostrado claramente que pueden obtenerse heterokarios y más rg*

ramente verdaderos híbridos, por apareamiento de dos cepas mutantes diferentes de un

Streptomzces.
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Hütter (72) propuso el uso de cuatro grupos de caracteres para la individualización

y diferenciación de especies, a saber:

a) Morfología de las esporas bajo microscopio electrónico.

b) Color del micelio aéreo.

c) Morfología del micelio aéreo

d) Habilidad para formar pigmento melanoideo en medios conteniendo peptona.

En cuanto al punto a), si biegjes la característica principal, reviste significación,

Es importante obserVar si el esporo es liso o si tiene apéndices, y en tal caso notar

las formas específicas (vellosa, espinosa, etc.), ya que estas formas son también con;

tantes.

b) Hütter distingue los siguientes grupos de colores:

niveus - - - - - - - ——- - - - - —(blanco nieve)

griseus - —- - - - - - - - - - - - (gris-verdoso-amarillento)

azureus - - - - - - - - - - - - - - (azul)

cinnamomeus- - - —- - - - - - - - (cinamón - rosa)

cinereus - - - - - - - - - - - - - (gris)

prasinus - - - - - - - - - - - - - (verde)

No se encontró demasiado práctica la determinación del color mediante tablas, dado

que no se puede indicar el rango total del color. Hütter tomó comopatrón para cada gru

po de colores a cepas tipo de colecciones de cultivos, que mostrarán una buena forma

ción de micelio aéreo y que poseyeran determinado color en un matiz típico.

c) El sistema de definición de la morfología de los esporóforos es en principio simi

lar al sistema de Pridham, Hesseltine y Benedict (57). Pero mientras estos autores a

grupan varios tipos en la misma sección, Hütter reconoce cada tipo comouna unidad e

quivalente.

Es importante para el reconocimiento del tipo de morfología del micelio aéreo la prg

sencia o la ausencia de ejes medios estériles, de los cuales ramifican las cadenas de

esporos fértiles; la forma de ramificación (simpodial - monopodial); la habilidad o
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la inhabilidad para formar penachos (debe notarse que el autor no los separa en pe

nachos simples y dobles); la capacidad o la incapacidad para formar espirales y la

clase de estos espirales (abiertos-cerrados, regulares-irregulares).

d) Hútter posee un métodopor el cual se puedendistinguir fácilmente los tipos cro

mogénicos de pigmento melanoideo.

Detodas las posibles combinaciones de caracteres, se encontraron en la práctica sólo

un pequeño número. Asi, por ejemplo, los colores grisens y cinnamgmeusestán siempre

asociados con esporos lisos, y las cepas con micelio aéreo de los colores azureus o

rasinus, tienen esporos con vellosidades u espinas. Todas las cepas con apéndice

en sus esporos muestran formaciones espiraladas en el micelio aéreo y finalmente to

das las cepas con micelio aéreo del tipo griseus tienen penachos simpodiales con ra

mas flexuosas en el micelio aéreo.

Comoresultado de estas conclusiones fueron agrupadas un número de cepas en especies.

Concluyendo, se considera de primordial importancia para la sistemática del género

Streptgmxcgs¡ a) la determinación de especies con ayuda de cepas tipo provenientes

de colecciones oficiales y b) la caracterización de especies empleandosólo caracte

res estables.

Küster (73) en la nota preliminar presentada ante el 7Q Congreso Internacional de

Microbiologia (Estocolmo), hizo notar la necesidad de establecer un sistema único

para la clasificación do Streptgmxcegy la creación de una colección de cultivos ti

po para este género.

Krassilnikov (74), presentó en el mismoCongreso un somero análisis de los proble

mas para la clasificación de stgeptgmxces.

wallhaüsser (75), con la ayuda de una tabla de clasificación, estudió la forma de los

esporos, el color del micelio aéreo y del vegetativo, el pigmento soluble, la produc

ción de antibióticos y los espectros de utilización de carbono y nitrógeno.

Kutzner (76), en una reseña de los conocimientos sobre la sistemática de los Strepto

mxces, señaló la importancia del color del micelio aéreo, considerando que es tan ca
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racteristico que puede permitir por si solo un primer agrupamiento de los microorga

nismos en estudio.

waksman(77) analizó los factores de importancia en la clasificación de Actinogxcetes.

Considera que debe darse prioridad al reconocimiento de géneros y especies, estimando

de importancia secundaria la ubicación en grupos característicos.

Divide el orden de los Actinomycetales en tres familias: Actinomcetaceae, Streptom

cetaceae y ¿ctingplanacgae, con diez géneros en total, de cuardo con el siguiente es

quema:

A) Formación de esporos pero no en esporangios.

I. Micelio substratal fragmentado en elementos bacilares o cocoides.

Familia I - Actinomzcetaceae - Buchanan

l) Anaerobioso microaerófilos, parásitos,sin ácido resistencia. l - ¿gtinomxces

Harz.

2) Aerobios, algunos parásitos, parcialmente ácido resistentes o sin ácido resis

tencia.

2 —Ngcardia - Trevisan

II. Micelio substratal sin septar, no fragmentado en elementos bacilares o cocoides.

Familia II - Streptgmxcetaceae - Haksmany Henrici.

l) Noproducen micelio aéreo.

a) Esporos únicos formados sobre cortos esporóforos.

al - Fgrmasmesgfilicas

3 - Micrgmonospgra —Orskov

bl - Formas termofilicgg

4 —Thermggggggpgra - Henssen

2) Producen micelio aéreo.

a) Formaciónde esporos en cadenas, formas mesofilicas y termofilicas.

5 - Streptgmxceg - waksmany Henrici

b) Esporos únicos; formas termofilicas.

6- Thermogctingmxceg- Tsiklinsky
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c) Esporos formados en pares.

al - Formasmesofilicas.

7 - Egkgmggig- Lechevalier y Iechevalier

(Micrgbiggpg; - Nonomuray Ohara)

bl - Formastermofilicas

8- Thermgpglispggg - Henssen

B) Esporos formados en esporangios.

Familia III - Actingplgggceae - Couch

I - Micelio aéreo usualmente ausente; sin conidróforos en espiral, esporangióforos

móviles.

9 - ¿ctinoplane - Couch

II - Micelio aéreo abundante; conidióforos en espiral asi comolos esporangios forma

dos en algunas especies, esporangióforos sin movilidad.

10 - Streptgspgrangium. Couch

En cuanto al problema de 1a diferenciación de especies, especialmente dentro del gó

nero Strgptggxces, Waksmanaconseja tener en cuenta principalmente criterios morfoló

gicos y culturales. Algunascaracteristicas bioquímicas ofrecen información suplemen

taria. Estas propiedades se resumena continuación:

l) La morfología incluye la estructura de la colonia y del micelio substratal, la na

turaleza del micelio aéreo o superficial y el modode esporulación; la medida, forma

y estructura superficial de los esporos.

2) Las propiedades culturales, incluyen desarrollo característico sobre ciertos medios

orgánicos y sintéticos. Se usan principalmente los medios sólidos. Los medios liquidos

no ofrecen demasiada información suplementaria. Son más importantes 1a pigmentación

del micelio aéreo y del substratal o vegetativo, la formación de pigmentossolubles,

la actividad proteolitica, la licuefación particular de gelatina y la proteolisis y

coagulación de la leche, así comoel desarrollo sobre papa y sobre otros medios se

leccionados.
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3) La actividad bioquímica incluye, además de lo dicho más arriba, la inversión de

sacarosa, las propiedadesdiastásicas y reductores, la utilización de diferentes

fuentes de carbono y la formación de antibióticos.

4) La sensibilidad a fagos especificos y, en alguna extensión, las reacciones sero

lógicas, ofrecen caracteristicas especiales adicionales.

5) Debenadoptarse medios standard para propósitos de caracterización. Esto compren

de tanto los medios sólidos sintéticos bien definidos comolos medios sólidos orgá

nicos cuidadosamente seleccionados y los medios liquidos.

Para propósitos de caracterización de especies, deberian ser constantes las condi

ciones de desarrollo.

6) Para el establecimiento de cepas o variedades de organismos, dentro de eSpecies

aisladas, deberian tambiénreconocerse ciertas caracteristicas importantes. Estas se

basan usualmente en variaciones morfológicas y culturales, en la habilidad para pro

ducir substancias de importancia económica, tales comovitaminas, enzimas y antibié

ticos y en otros, propiedades comoresistencia cruzada y sensibilidad a fagos y a

antibióticos.

7) Los cultivos tipo deberian preservarse adecuadamente, depositarse en colecciones

de cultivo reconocidas, y poder obtenerse por todos los investigadores del mundo.

8) Ningunapublicación cientifica deberia aceptar contribuciones en las cuales se pos

tule una especie nueva o sin una descripción apropiada del organismo en un lenguaje

internacional reconocido o referido a una descripción previamente publicada y sin

el depósito previo en una colección oficial de cultivos.

Desde los primeros tiempos del estudio de los Actingmxcetes, se reconoció que algu

nas de las formas, que ahora se clasifican dentro del género Streptomxces, represen

tan grupos de organismos más que especies únicas.

Cualquier sistema de clasificación de un grupo tan variado de organismos comoson

los Stre t , debe reconocer la continuidad entre las diferentes especies.

Debenadmitirse las formas de transición, que podrian servir para llenar los claros
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que existen entre las cepas individuales. Debenconsiderarse ademásde las propieda

des morfológicas y culturales, las propiedades ecológicas, la anaerobiosie vs. aero

biosis, patogenicidad frente a saprofitismo, y termofilia vs. mesofilia. Tambiénde

ben tenerse en cuenta las actividades fisiológicas, incluyendo utilización de carbo

no y nitrógeno y finalmente las actividades bioquímicas, tales comoformación de an

tibióticos, enzimasy vitaminas. Todas estas propiedades pueden utilizarse comoca

racteristicas suplementarias para describir especies y variantes de Actingmxcetes.

Waksman(77) dió al respecto una serie de recomendaciones. Entre otras propone uti

lizar una combinaciónde propiedades ecológicas, morfológicas y algunas fisiológicas

para caracterizar los géneros de los Streptgmxce . Algunas de las propiedades morfolóe

gicas, culturales y fisiológicas puedenser usadas para establecer grupos dentro de

estos géneros.

Las propiedades culturales y bioquímicas se utilizan para caracterizar especies. Fi

nalmente se presenta a los investigadores el problema del reconocimiento de varieda

des, pudiendo considerarse las mismasdesde el punto de vista de las actividades bio

químicas especificas, tales comoutilización de azúcares y producción de antibióti

cos.

Comonota complementaria waksmananalizó el apropiado uso de las palabras vernáculas

"actinomyces" y "actinomwcetes" y "streptomyces" y "streptomycetes".

Desde que Harz, en 1877, dió la primera descripción válida de un actinomycete, hubo

considerable confusión en cuanto a la nomenclatura de este grupo de organismos. Hay

ciertas razones para esta confusión: 19) La estrecha similitud entre el nombrecien

tifico, ¿gtiggmxgggy los nombres vernáculos "actinomyces" y "actinomvcete", ha lle

vado a confusión a los investigadores en este campo. 29) Especialmente desde 1943,

cuando Waksmany Henrici propusieron el nuevo género Streptgmxces, que incluye mu

chas, pero no todas las especies consignadas previamente en el género Actingmxces,

la situación se hizo más confusa.

La reciente literatura sobre los actinomycetes, está repleta de ejemplos del uso de

las palabras “actinomyces” y ¿gtigggmggg, siendo virtulamente imposible determinar
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cuando el autor se refiere a todos los actinomycetes, al género Streptgmxces o al

género Actingmxces.

Para atenuar estas dificultades, waksmanpropuso los siguientes postulados:

l - El nombre "actinomyces" puede ser usado comola expresión vernácula sólo para

los miembros del género Actinomxces. No deberán considerarse comosinónimo del sin

gular "actinomycete" o del término plural "actinomycetes". Del mismomodo, "strepto

myces" es el nombrevernáculo aceptable cuando se usa para referirse exclusivamente

a los miembros del género Streptomxce .

2 - Los términos vernáculos "actinomycete" y actinomycetes" pueden usarse apropiada

mente incluyendo miembrosde cualquiera de la totalidad de organismos pertenecientes

al orden de los Actinogzcetales, exclusivo de los Mzggbacteriumy gggxgebacterium sin

referirse a familias o géneros. Las palabras "streptomycete" y "streptomycetes" debe

rian limitarse a los miembrosde la familia Streptomxcetaceae.

Baldacci, en 1959 (78), proporcionó criterios para mejorar la clasificación de los

Actinomxcetes.

En lo que se refiere a caracteristicas y reacciones, y su utilidad en la clasifica

ción, analiza las mejoras logradas resumióndolos comosigue:

a) Conocimientode la estructura microscópica y particularidades de la estructura de

los esporóforos. En este campohan contribuido Krassilnikov (54) Burkholder y cola

boradores (79), Hesseltine y colaboradores (57) y Pridhamy colaboradores (45).

b) Conocimiento de la forma de los esporas y de sus apéndices por microscopía elec

trónica. Relacionado con esto, deben mencionarse los trabajos de Kris: (80); Küster

(81), (82) y (83) y los de Baldacci y colaboradores (84) , (85) y (86).

c) La elección de aquellos caracteres morfológicos que estén menossujetos a varia

ciones o que no varian en absoluto en relación Conel uso de substratos culturales

varios. En este campohan contribuido Baldacci y colaboradores (55) y (56), Flaig y

Kutzner (87), Kutzner (88) y Hesseltino, Benedict y Pridham (57).

d) La producción de productos catabólicos y en particular antibióticos. Dadolo nu
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meroso de las contribuciones en este aspecto, mencionaremos sólo las de Waksman(14)

y (89).

El problema mayor estriba en el método de utilización y el montaje adecuado de estos

elementos para permitir un reordenamiento de la clasificación de los Actingggceteg.

Hansido sugeridas soluciones para este problema, por investigadores aislados, pero

las mismasestán basadas generalmente en sus propios trabajos. Asi, varios investi

gadores han creado nuevos géneros tales como Micrgmgngspgra (Nonomuray Ohara) (90),

Streptospgrangium y ¿ctingglgges (Couch) (91) y Tgegggmgngspgra,Thermgpglïspgra,

Thermgactingmxcetegy Pseuggngcardia (Henssen) (92). Otros han preferido formar se

ries, grupos o secciones más bien que géneros, comoBaldacci y colaboradores (55) y

(56), Flaig y Kutzner (87) y Pridhamy colaboradores (45).

Por otra parte, la excesiva multiplicación de especies ha sido el principal trabajo

de aquellos que han asumido la tarea de examinar los productos catabólicos tales co

mo pigmentos y sobre todo antibióticos (93).

Un buen examende la situación muestra la ausencia de un método claro y sistemático

de clasificación para este grupo de microorganismos. A esto debe agregarse el he

cho que de acuerdo con algunos investigadores, los Actinomxcetes deberian considera;

se comobacterias mientras que de acuerdo con otros son hongos.

Baldacci analizó también la selección de un medio apropiado, así comola jerarquía de

las caracteristicas a aplicarse en una clave de clasificación, proponiendo:

a) La confirmación y la nueva formación de géneros utilizando la estructura micros

cópica de los esporóforos.

b) La confirmación y nueva formación de especies utilizando caracteres morfológicos

del micelio aéreo y vegetativo y el tamañode los esporas bajo microscopio electró

nico. Estas especies deberían reemplazar las actuales secciones o grupos.

Este propósito modificó los esquemasprevios del autor (55) y (56).

c) Agrupamientosobre el nivel de variedades o clones de las descripciones de espe

cies que utilizan caracteres bioquimicos,ecológicos, productores de antibióticos,

etc.
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La nomenclatura de los géneros, especies y variedades debería seguir las reglas del

Código Internacional de Nomenclatura de Bacterias 1 Virus y las Reglas Internaciona

les de Nomenclatura Botánica.

Ciferri (94) hizo una distinción entre taxonomíasistemática y taxonomíaclasificato

ria de los Actinomxcetales.

La taxonomía sistemática (o sistemático) distribuye los microorganismos de un cierto

rango considerando todas las afinidades, inmediatas o remotas y la probable herencia.

Esta interrelación puede expresarse desarrollando un árbol filogenético. Esto cons

tituye, ciertamente, una taxonomía "natural", que se hace más compleja con el pro

greso del conocimiento, pero que es bastante objetiva.

La taxonomíaclasificatoria (o clasificación) distribuye los microorganismosde un

cierto rango sobre la base de un reducido númerode características fácilmente recong

cibles, buscandodivergencias o similitudes, y sin considerar relaciones o herencia.

Estas afinidades o divergencias se expresan en claves. Es, por supuesto, una taxono

míaartificial, simplificada y bastante subjetiva.

La mayor parte de las taxonomías son una mezcla de ambas, pero la etapa sistemática

ha incrementado evidentemente con el avance del conocimiento de cada grupo de micro

organismos.

La taxonomíade los ¿ctinomxcetales está aún en la etapa clasificatoria. Los especia

listas, ciertamente, puedenconcordar en la selección de ciertas características y es

tablecer la jerarquía de las mismaspara desarrollar una clasificación tipo de acuer

do eon los conocimientos actuales.

La taxonomía de los microorganismos se complica a1 nivel de las especies delimitadas

sobre la base de criterios profundamentedivergentes.

En general pueden distinguirse:

A) Criterios morfológicos.

a) Características macrgmorgglégicas: En el caso de los Actinggxcetales se usan

más para géneros que para especies.
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b) Caracteristicas micromgrfológicas: Poco usadas.

c) Caracteristicas biométricas: Deaplicación inusual.

B) Criterios biglégicgs

a) Especialización "in vivo"

l) Especialización de huésped: Usada para Actinomxcetales parásitos del hombre,

animales o plantas.

2) Especialización grganotrópica: Comoantes.

3) Caracteristicas pgtngnómicas: Comoantes.

b) Especialización "in vitro"

l) Caracteristicas fisioggómicag: Por ejemplo color y medida de las colonias en

medios sólidos y liquidos. De uso común.

2) Caracteristicas fisico - Quimicas: Por ejemplo desarrollo en función de la

temperatura; licuefación de proteinas; peptonización de la leche. Deuso co

múne

3)Caracteristigas bigguimica : Por ejemplo producción de ácido sulfhidrico, re

ducción de nitratos, utilización de carbono y de nitrógeno, producción de an

tibióticos, sensibilidad a los antibióticos, naturaleza de los pigmentosy

de la pared celular, reacciones serológicas (de uso común).

Okami,Hashimoto y Suzuki (95) han examinado la sensibilidad a los antibióticos de

actinomycetes y de organismos relacionados, comoguia para la clasificación de los

mismos .

Colocaron discos de papel conteniendo 100 mgde cada antibiótico sobre placas de agar

sembradascon distintos microorganismos provenientes de cultivos agitados, leyéndose

el diámetro de la zona de inhibición alrededor de los discos.

Los antibióticos fungicidas no mostraron efecto inhibitorio sobre Stre t ce , Eggggy

dig_y bacterias, incluyendo Mycobacterium.Los antibióticos antibacterianos inhibie

ron ampliamente a los Streptgmxces pero no a los hongos. Esto sustenta la estrecha re

lación de los Actingmcetes con las bacterias más que con los hongos.
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Cadaantibiótico mostró un espectro característico de sensibilidad, lo que según a1

gunos autores podria ser una guia para la clasificación de gtggptggzgg_.

Ryosaku Komi (96) propuso la.división del género gtggptgmgggg en ocho tipos morfoló

gicos caracterizados por la morfología de las partes reproductivas terminales y de

las otras partes del micelio aéreo.

Cuatro de los tipos morfológicos están subdivididos en secciones, sobre la base de

las propiedades morfológicas de los espirales y ramas laterales que surgen a lo lar

go de las hifas axiales.

Dada la propiedad que tienen los Streptgmxces de producir ácidos a partir de fuentes

de carbono y de nitrógeno, Nomi propuso una modificación del medio de Bennett, por

la cual al desarrollar los StrthQmICQQincrementa gradualmente el valor del pH, au

mentando la formación de iones amonio hasta sobrepasar la producción de ácido. Los

cambios en el valor del pHdurante el desarrollo de los cultivos dependen de las cg

pas y de las fuentes carbonadas, estando esencialmente influido: por la relación C/N

en el medio. Unagran relación de carbono a nitrógeno tiene tendencia a decrecer el

pHen el desarrollo del cultivo y recíprocamente.

Cuandono se logra un buen desarrollo de micelio aéreo en el agar Bennett modificado,

son útiles las siguientes variantes;

l) Modificar la cantidad de fuente de carbono a 0.5 o 3 5 (según se desee alcalinizar

o acidificar el medio)

2) Variar el pHinicial entre 5.5 a 8.2, por el mismomotivo que antes.

El profesor Sánchez Marroquín (97), en una conferencia pronunciada en la Facultad de

Farmacia y Bioquímica de BuenosAires, destacó la'importancia industrial del género

Streptogzceg, refiriéndose a las reacciones y estudios a seguir para la identifica

ción taxonómica del mismo.

Analizó los siguientes métodos, expuestos en el Simposio sobre Stregtgmxces realiza

do en Filadelfia.

l) Micelio aéreo (método de Pridham)

2) Micelio substratal.
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3) Pigmento melanoideo, en medio a base de peptona.

4) Auxonogramade hidratos de carbono (menos importante)

5) Aspecto superficial de los esporos.'

Para ordenar los datos, recomendóel método de las tarjetas perforadas, empleado por

wallhaüser.

Llegó finalmente a las siguientes conclusiones:

a) La micromorfologia es muy importante. Se ha modificado el esquema de Pridham que lo

clasificaba comomono,di y triverticilados, tabulándose ahora solamente comovertici

lados.

b) Se vió que carece de importancia el estudio del micelio substratal.

c) El muyimportante el pigmento desarrollado en medios con peptona, no siendo úti

les los demás pigmentos.

d) Para simplificar el trabajo se usan sólo cinco carbohidratos en los estudios de as;

milación, a saber: rafinosa, ramnosa, xilosa, arabinosa y manitol.

Se agita 48 horas el Streptomxces en estudio, sembrando luego en placas con cada uno

de los azúcares.

e) Aspecto de las esporos bajo microscopio electrónico . Se enc0ntraron una serie de

formal que pueden reducirse fundamentalmentea tres: lisas, espinosa: o rugosas y

pilosas.

Se vi6 que las técnicas con fagos, empleadas en los Estados Uhidos y en Alemania, son

valiosas para la determinación de cepas pero no para la taxonomía de los Streptomxceg.

En una comunicación posterior (98), Sánchez Marroquín analiza los siguientes puntos.

l) Aislamiento: de muestras de suelo, diluidas usualmente l/lO0.000. Se recomienda

sembrar las diluciones en medio Czapek o en agar extracto de levadura, incubando a

2890, durante 4 a 7 dias.

2) ggnggrvacién: las cepas aisladas pueden conservarse en los medios antes mencionados

si solo se tiene interés taxonómico,pero si se trata de estudiar antibióticos es con

veniente conservarlas en suelo estériles o liofilizarlas.
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3) Identificación taxggómica: Se recomiendan los medios de agar - extracto de levadu

ra y pasta de tomate - avena, con el fin de estudiar las características micromorfo

lógicas y el pigmento del micelio aéreo,

Para las descripciones micromorfológicas conviene ajustarse al sistema de Pridhamy

colaboradores (45).

4) La descripción del color del micelio aéreo debe hacerse únicamente en términos de

los siguientes colores: rosa, rojo, azul, verde, gris, café y negro. Comoa veces es

dificil distinguir entre anaranjado, rosa y rojo, se recomiendaen estos casos dcst

narlos como"serie roja". Para una descripción más precisa de los colores se recomieg

da el uso de un diccionario de colores (99).

5) Pigmento del micelig substratal: Aunqueno es muyrecomendable su descripción, es

necesaria a veces comoayuda para la identificación. En estos casos se anotarán los

colores ya indicados.

6) Producción de pigmento melggoideo: Es un dato muyvalioso. Se recomiendan los meu

dios de agar peptona y agar tirosma, haciendo observaciones a los lO, 15 y 20 dias.

Además,todas las observaciones de micromorfologia, colores, etc., deben hacerse a

los diez dias.

7) De las pruebas bioquímicas sólo son recomendables las siguientes: a) Asimilacián

de compuesto de carbono (los cinco ya mencionados) siguiendo la técnica de Pridham

y Gottlieb (35) y (39). b) Producción de ácido sulfhidrico en el medio de agar - pep

tona —hierro de Difco enriquecido con 0.1 % de extracto de levaduras. c) Reducción

de nitratos. d) Acción sobre la leche; estas dos últimas pruebas se consideran sólo

ensayos complementarios.

8) Actividad antibiótica: Por el métodode la estria cruzada.

Gottlieb, en 1961 (100) presentó una evaluación de los criterios y procedimientos

usados en la descripción y caracterización de Stgeptgmxce . De ella se deduce que a

pesar que los criterios empleadosestán lejos de ser ideales, y a pesar también de

las variaciones individuales en la interpretación de los resultados, algunos taxono

mistas han logrado clasificar adecuadamente un número de cepas del microorganismo en
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estudio.

Para finalizar nuestra reseña taxonómica, mencionaremosel trabajo de Cummins(101)

sobre la composición quimica de la pared celular de los Actinomycesy su aplicación

en la taxonomía, tarea que ya habia llamado la atención, entre otros, a Romanoy

Sohler (102) y al mismo Cummins, en colaboración con Harris, en 1956 (103).

Se encontró que la Nocardia asteroides, por ejemplo, está caracterizada por tener

arabinosa, ácido glutámico, alanina y ácido DL aminopimélico. El Streptgmxces hor

tggsig y el Actinomxceshominis se caracterizan por poseer cuatro aminoácidos: ala

mina, ácido glutámico, glicina y el isómero L L del ácido diamiñopimélico.

Ademásse diferenció la composición de los Actingmxcetes aerobios, que parasitan al

hombre y al bovino.

Los resultados obtenidos permiten apreciar que la composición de la pared bacteriana

de los Actingmxcetes tiene importancia taxonómica por la presencia de algunos amino

ácidos particulares y de ciertos hidratos de carbono, comola arabinosa en la. flgggg

gg; y la ramnosa en algunas cepas anaerobias de origen bovino. Tambiénes caracte

ristica de ciertas cepas la presencia de lisina o de algún isómero del ácido díami

nopimélico.
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5) Antibiosis

Desde que en 1852 Mosse refirió el uso de levadura comúnen una epidemia de foruncu

losis (104) producida en el oeste de Inglaterra, se sucedieron las comunicacionesrg

firiendo el uso de distintos microorganismoscomoantagonistas bacterianos.

Tyndall, veinte años después, describió la acción antagónica de una especie de ¿pair

cillium sobre el crecimiento bacteriano (105),

La primera referencia clara con reapectc al fenómcuoen estudio, fue hecha por Pasteur

y Joubert, en 1877, quienes inocularon gagillus.antrhacis con bacterias aerobias comu

nes, observando que el primero c no desarrollaba o lo hacia muyescasamente.

Cantani, en 1885, en "Ugtgntativg de bacterioterapia" trató por primera vez de curar

una enfermedad infecciosa mediante el reemplazo de una población bacteriana por otra.

En la misma época, Soyka y Bebés demostraron que ciertos microorganismos eran capaces

de elaborar y segregar substancias capaces de detener el desarrollo de nuevos especies.

Otro precursor destacado fue Garré, quien en 1887 escribió un trabajo titulado " bre

los antagonismos entre las bacterias", en el que detalló métodos para descubrir orga

nismos capaces de anular a otros.

De positiva trascendencia fue 1a tesis presentada en 1889 por Doehle, en la que figu

ra la descripción de un coco no patógeno, capaz de inhibir al B anthracis.

La foto que incluyera en su trabajo parece ser el primer documento gráfico de una an

tibiósis.

Emmerich,en 1887, llegó a probar que una inyección de estreptococos permitía sobre

vivir a una gran proporción de conejos inyectados posteriormente con bacilo de ántrax“

En 1889, Freudenreich investiga el efecto inhibitorio no sólo de cultivos Varios de

Pseudomonaggggyaneasino también de filtrados esterilizados, estableciendo que exis

tia una substancia particular más dañina para los microbios que para las células. Este

primer atisbo de toxicidad diferencial fue un factor de primerisima importancia en la

evaluación de las propiedades clinicas de los antibióticos.

Metchnikofi‘, en 1891Hal estudiar también los efectos causados por substancias segre
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gadas por la Ps oc anea, informó acerca de las formas gigantes que aparecían en

los microorganismos sometidos a la acción de un antagonista, hecho que luego se ob

servó repetidamente con 1a penicilina y otros antibióticos de hallazgo más reciente.

Llegamos asi a 1889, cuando por obra de Vuillemin se introduce en la nomenclatura

cientifica el vocabloantibiosis.

Hacia 1928, dos precursores destacados, Papacostas y Gaté (106) apoyaron esta deno

minación en los Siguientes términos: "Cuandoresulta una inhibición de la asociación

de dos microbios "in vitro" se le llama antibiosis (anti: contra; bios: vida). Si ambo:

microbios son inhibidos la antibiosis será reciprgg . Si son afectados el desarrollo o

la reproducción de uno de los microbios, la antibiosis será orgánica y mientras que

si sólo hay interferencia de una actividad metabólica (comola producción de una toxi

na o de un pigmento) la antibiosis es funcional"

Al mismotiempo los autores aclararon otro importante par de conceptos: "La palabra

antaggnigmg, comola palabra sinergismo, implica acción y debe ser lógicamente res

tringida a aquellas instancias en que una afección natural o experimental es atenua

da o contenida en su desarrollo por la interacción de dos eSpecies microbianas. Aqui

también el antagonismopuede ser unilateral o recíproco de acuerdo a si la virulen

cia de una o de ambas especies es atenuada o abolida".

Estos últimos términos hallan actualmente mayoraplicación no en lo que atañe a la

interrelación de microorganismossino a la influencia mutua de substancias antimicrg

bianas sobre los gérmenes que se pretende atacar.

Sinergismg involucra un efecto superior al esperado de 1a simple adición de las accig

nes parciales de cada participante, mientras que el antagonismo está evidenciado por

el perjuicio resultante en la capacidad antibiótica de un producto por la presencia

simultánea de otro antibiótico.

Unconcepto menosconocido, si bien de no inferior interés cientifico, es el de la

hgrmesis, definido comoel efecto estimulante de concentraciones subinhibitorias de

cualquier substancia tóxica sobre un organismo.
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waksman,en 1956 (107) postuló que "los antibiótico; son suhgtancias Quimicas produ

cidas por microorganismosx gue tienen la capacidad, en solución diluida, de inhibir.

el crecimiento x aún de destruiz g gtzgs microorganismos"

Propiedades antggónicas de los ¿gtjngmxgetales.

Desde que Waksman,en 1944 (108) diera a oonocer su hallazgo de la egtzeptgmicigg,

producida por el Stre to ' , se intensificó la búsqueda de propiedades an

tagónicas de estos microorganismos.

Ya en 1890, Gaeperini (109) describió una digestión del micelio de un hongo por un

miembrode la familia Streptgnggtgggag (denominadoentonces Streptothrix foersteri).

En 1917, Greig Smith (110) publicó un informe en el que se mencionaba el fenómeno de

inhibición de bacilos comunesfrente a colonias de Actinomyces.

En 1921, Lieske (lll) describió propiedades antagónicas, mencionandoigualmente po

sibles usos terapéuticos.

Gratia y Dath (1923 - 1926) (112), hicieron conocer el hallazgo de un Streptgguces

capaz de disolver cultivos vivos o muertos de estafilococos.

Luego de ensayos con lisados producidos por cepas de Streptomxceg y después de un fa

llido intento de utilizar una substancia denominadaactinomicetina por Welsch (1930),

surgieron las experiencias de Waksmany colaboradores (113) quienes en 1940 presen

taron la primer pareja de antibióticos de la serie: las actinomicinas A B, infortu

nadamente demasiado tóxicas para los tejidos animales.

En Inglaterra, Gardner y Chain (114) aislaron, en 1942, la protgactiggmicina, a par

tir de cultivos de Nocardia gardneri.

En 1948, Johnstone y waksman(115), estudiaron la producción de estreptomicina por

el S.bikiniingig¿_encontrando que esta cepa, aislada de tierra de Bikini, y distinta

tanto morfológica comoculturalmente del S. griseus, produce un antibiótico que es

similar, si no idéntico, a la estreptomicina aislada del S. Griseus.

Naksman,en 1950 (l) recomendómétodos para el aislamiento y dosaje de antibióticos.

Para ello, luego del aislamiento de los actinomycetes de suelo, se pasan a un medio
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apropiado y se seleccionan los organismosenfrentándolos contra distintas bacterias.

Los cultivos selecoionados se siembran en cultivo estacionario y sumergido o con a

gitación. Se determina luegc»el espectro antibiótico de la solución del metabolito.

Después de establecido el medio adecuado y las condiciones culturales para el orga

nismo particular, se desarrolla hasta obtener una gran cantidad de solución del me

tabolito determinado.

El metabolito está ahora listo para el aislamiento, concentración y purificación del

antibiótico.

Se estudian las propiedadesantíbióticas, fisicas y químicasdel antibiótico purifi

cado, porque el espectro del antibiótico aislado puede no corresponder con el de la

solución del metabolito. Se ensaya la toxicidad en animales, asi comosu actividad

in vivo.

Se ha logrado cristalizar algunos de los antibióticos aislados.

En muchos casos, organismos que producen inhibición en placas con agar no forman nin

gún antibiótico cuandodesarrollan en medioliquido.

Según Waksman,las formas antagónicas son los representantes más abundantes del gé

nero Strggtgmuce .

Algunos antibióticos, comola actinomicina, son producidos por diferentes organismos.

Por otra parte, algunos organismos (S, griseus) producen más dc un antibiótico.

waksmany Lechavalier (14) Presentaron una descripción de los antibióticos aislados

de Actino cetes, hasta 1953, incluyendo métodos de extracción, propiedades fisicas

y químicas, actividad biológica,toxicidad y referencia. bibliográficas.

Vuillemin, Lechavalier y waksman(116) presentaron en un cuidadoso trabajo un estu

dio de los antibióticos de Actinomxcetes, con especial referencia al papel que juegan

en la fisiología de los organismos que los producen. Destacan que la producción de un

antibiótico está íntimamente relacionada con el desarrollo del cultivo en un medio

nutriente. Los máximosde producción para diferentes antibióticos en varios medios

se encuentran en el punto máximode desarrollo del organismo que los produce o en un



-61

entorno muycercano. La relación entre el crecimiento de Actingnxcetes y producción

de antibióticos, puede resumirse comosigue: 19) no se obtiene apreciable producción

de un antibiótico sin un buen desarrollo del organismo; 29) puede ocurrir un buen

desarrollo sin producciónde antibiótico. Esto indicaria que los factores nutricios

y ambientales tales comoaereación y temperatura, son sumamenteimportantes para la

producción de antibióticos.

Ademáslos antibiótiCOs no son productos que se presenten siempre comoresultado

del metabolismo de los Actincnïgeteg.

Ls temperatura óptima para el desarrollo do Agjingmxggtggy la producción de anti

bióticos oscila entre 25 y 309G, siendo el pu más favorable ligeramente superior

s 7. El uso ds sales reguladoras, comofosfatos, es a menudoútil. Los mejores rendi

mientos de antibiótico se observan generalmente en medios complejos, requirióndoss

fuentes carbonadas, nitrogenadas y ciertos iones metálicos.(como hierro en el caso

de la estreptomicina).—

En general se estima que la producción de antibióticos es mas una caracteristica de

cepas o variedades de Actinomxcetes que de especies o grupos.

Podríamos decir que las condiciones que dan lugar a la formación de un antibiótico

son en cierta medida anormales desde el punto de vista del metabolismo de los Acti

n cetes, ya que los medios que producen un máximorendimiento de antibióticos son

muchomás ricos en cuanto a fuentes nutricias que el suelo donde crecen generalmente

estos microorganismos.

Los antibióticos podrian ser el producto final de uns cadena metabólica especifica;

no serian demasiado útiles comometabolitos para la célula y podrian acumularse en

el micelio o excretarse en el medio bajo condiciones favorables. Podrian ser enton

ces eliminados por la célula comoproductos de desecho.

Thornton y Skinner (117) analizaron la interacción de los ¿gtingmxcetes con otros

microorganismos del suelo. Destacaron los autores que un antibiótico puede exhibir

tres tipos de actividad frente a especies susceptibles de microorganismos, en con

cordancia con lo expuesto por Reilly, Schatz y Waksmanen 1945 (118), aunque el ti
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po exhibido puede depender solamente de condiciones tales comoconcentración de an

tibiótico. Ellos son: 19) puedenproducir la lisis de la célula susceptible o de su

contenido; 29) pueden matar tales células y 39 pueden inhibir solamente su desarrollo.

En cuanto a la acción de los Actingmxceteg comoantagonistas contra otros organismos

del suelo, podria deberse no sólo a la producción de antibióticos sino también a una

competición por nutrientes, Comoproceso colateral.

Pratt y Dufrenoy (119) postularon la necesidad de numerosas etapas previas al aisla

miento y purificación de un antibiótico, destacando la prueba del screening. Esta prug

ba representa la primer etapa en la detección de un microorganismo productor de anti

bióticos. Los métodosmás útiles de screening son aquellos que involucran una disper

sión de muestras de tierra sobre agar nutriente. Se presume que las áreas claras que

aparecen a menudo, son debidas a colonias antagónicas de otros organismos del suelo,

pudiendo aislarse para su uso en ensayos contra organismos patógenos especificos. Es

te segundo paso puede llevarse a cabo por diferentes caminos, uséndose generalmente

el métodode las estrías. El principio involucrado en el mismoen todas las variantes

del método, a saber: un gradiente de antibiótico desarrollará en el campode difusión

alrededor del antagonista y el microorganismode prueba no crecerá en laersonae del

campode difusión donde la concentración del antibiótico exceda su particular umbral

de sensibilidad. El mótodode la entria múltiple, que consiste en la siembra longitu

dinal, en placas de Petri, del organiSmoantagónico, enfrentado con estrias transveg

sales de los microorganismos de prueba, permite ensayar simultáneamente un antagonista

potencial contra varias cepas de organismos de prueba.

un cierto númerode factores pueden interferir en la detección de organismos antagó

nicos, debiendo observarse precauciones para obviarlos. Los obstáculos más comunesse

enumeran a continuación:

l) El uso de un medio inadecuado.

2) El uso de suspensiones de suelo demasiado densas en la placa original.

3) La excesiva lentitud en el desarrollo del antagonista con respecto a los organis

mos de prueba.
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4) El uso de organismos de prueba poco sensibles, dado que en las primeras etapas

del screening, cuandoel antibiótico potencial se encuentra sólo comoun metabolito

difusible, su concentración en el medio circundante es sumamentebaja.

5) El ensayo en etapas inapropiada. del desarrollo del antagonista (por ejemplo la

producción de estreptomicina por el SI griseus en placas de agar, es despreciable

hasta que el cultivo esporula).

6) Los antagonistas puedenno liberar el antibiótico en el medio.

Aunqueno hay mayores dificultades para demostrar el antagonismo microbiano sobre

placas de suelo diluido, el descubrimiento de un antibiótico clínicamente útil, esto

es, que posea los atributos que se enumerana continuación, es un proceso muylargo

y está, en gran parte, librado al azar.

Las cualidades que un antibiótico potencial debe poseer para ser clínicamente útil,

se consideran desde el punto de vista industrial y clinico.

l) Desdeel punto ge vista industrial.

a) Posibilidad de obtención por biosintesis en medios no demasiado caros o de lo con

trario por sintesis quimica.

b) Periodo de fermentación relativamente corto ( 2 - 3 dias).

c) Posibilidad de obtener el antibiótico en cultivos sumergidos.

d) Al finalizar la fermentación el antibiótico deberá estar presente en el liquido

madre y no incluido en las células del organismo productor.

e) El antibiótico deberá ser soluble en agua.

f) El antibiótico deberá ser recuperable del liquido madre por extracción con sol

ventes o por técnicas de adsorción y elución.

g) El antibiótico deberá ser estable, no destruyéndose por calor, ácidos, álcalis,

luz, enzimas, etc.

2) Punto de vista clinico.

a) El compuestodeberá ser soluble en agua y en solución salina fisiológica (hay algu

nas excepciones)
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b) El compuestodeberá tener un amplio espectro antibiótico¿

c) El compuestono será alergénico, ni inducirá toxicidad aguda o crónica.

d) Deberá ser activo contra los microorganismos a valores de pH cercanos a la neutra

lidad.

e) Nodeberá ser de naturaleza proteica.

f) La actividad antibiótica no deberá ser reducida en presencia de pus, suero, gran

des cantidades de bacterias u otras condiciones comunesen las enfermedades infeccio

sas.

g) Los organismos esencialmente sensibles al antibiótico no deberán desarrollar rápida

resistencia a su acción.

Antes de la entrada comercial para su uso medicinal, un antibiótico debe ser some

tido a ensayos de potencia, esterilidad, toxicidad, limpidez, ausencia de pirógenos

y contenido de humedad.

Ciertos compuestos, comolos 5-5' dialquilbarbitúricos, estimulan la producción de

estreptomicina, hecho referido por Ferguson y colaboradores (120).

Mencionaremoafinalmente, que entre los métodos usuales para el dosaje de antibióti

cos se encuentran los de cilindros en placas de agar y los turbidimátricos, compren

diendo ambosacciones biológicas (121).



6) CONCLUSIONES EXPERIMENTAIES

ó-I- Estudig del género Streptggïces.

Se comenzóel estudio del género Streptomxces analizando cinco cepas no clasificadas,

proporcionadas por la Cátedra de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales (Bs. Aires), con el objeto de tener una visión general de las caracteristi

cas de las mismas.

Todas ellas se observaron con microscopio óptico y por contraste de fases, en preparaw

dos frescas y en tinciones de Gramy azul de metileno. Las propiedades bioquímicas y

los requerimientos culturales se estudiaron en los siguientes medios: gelatina; agar

nutritivo; agar A; agar almidón A; agar glucosa A; caldo nitratado; papa; medio sin

tético con lactato y medio basal con agregado de fuentes de carbono (la composición

de los medios figura en el apéndice). Fueron ensayados los compuestos siguientes: glu

cosa, lactosa, maltosa, sacarosa, galactosa, manita, citrato de sodio, arabinosa, le

vulosa y xilosa, en proporción del l %en el medio basal, empleándose el medio sinté

tico mencionado, pero substituyendo el lactato de amonio por cloruro de amonio.

En la expresión de los resultados, usaremos las siguientes abreviaturas: C. a creci

miento; D. = desarrollo; D.a = desarrollo abundante; D.m= desarrollo moderado; D.e, :

desarrollo escaso; Col = colonias; Li = licuefación; Ac. = acidificación; Ale = alca

linización; Pep. = peptonización; —= negativo; + : positivo; t Z dudoso; sup. = supe;

ficie; pig. = pigmento; pig.sol. : pigmento soluble; MA= micelio aéreo; MS= micelio

substratal; bl. = blanco; am. u amarillo; az. s azul; ver. n verde; ro. : rojo; gr. =

gris; ne. = negro; ros. = rosado; cel. = celeste; dor. : dorado; vio. : violeta; Pur

: púrpura; mar. = marrón.



-66

Tabla l - Cepa I (Temperatura de incubación: 2899)

Medios 2 días 5 días 7 días 14 días

Gelatina D.m. D.m. li.filiforme Idem 7 dias
y D. en la
sup.

Agar D.a.;Col.redon Idem 2 días Idem 5 días Idem 7 días
nutritivo das,bl.,adher; “.8. am.

das al agar

Agar A D.e. D.e. D.e. D.e.

Agar glucosa A D.e. D.e. D.e. D.e.

Agar almidón D.a.;Col.ais- MA.bl.am.;
A ladas bl. +' MS.am.integ Idem 5 días Idem 7 días

so

Caldo nitrito:-;D.
nitratado en 1a sup. y nitrito:- Idem Idem

en las pare
des.

Leche - Ac. Idem 5 días Pep.

Mediosintético
con lactato

Papa — Col.aisladas Col.bl.am. Col.ver.
bl.

Fuentes de C - - — 

Colonia gigante - Qggg_l: (AumentolO x). Se observaron hifas tupidas, onduladas.

Micelio aéreo: blanco, poco elevado (mediode cultivo: agar nutritivo)

Micelio substratal: amarillo pálido.

Olor: terroso

Coloración de Gram; En cultivos de 8 dias, a 2890, se observó: Gram+; hifas rec

tas u onduladas, biverticiladas. Conidios esféricos.—
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Medios 2 días 5 días 7 días 14 días

Gelatina D.e.,bl. Idem2 días Li. filiforme Idem7 días

Agar D.e.;MA bl., Idem 5 días Idem 7 días
nutritivo D.m. pig.sol.am.

Agar A D.e. D.e. D.en D.e.

Agar glucosa - — Col.aisladas Col.gr.con re
A . borde más claro.

Abu].tad:'15

Agar almidón D.e.; bl. MA:am.gr.; Idem 5 días
A MS: am. Pig.exógeno am. Idem 7 dias

Leche - Ac. Idem 5 días Pep.

Caldo nitra- Col.bl.;ni- Idem 2 días Idem 5 días Idem 7 dias
tado trito 

-Medio sintéti- - — - 
co con lactato

Papa — D.e.; bl. Idem.Col.en Col.bl.y ver.
relieve

Fuentes de C — — _ 

Colonia gigante - Capa II (en agar nutritivo). Con aumento 10 x se observó: borde lo

bulado. Hifas cortas, rectas, levemente onduladas. Conidios pequeños en cadena.

Micelio aéreo: blanco, elevado.

Olor: terroso.

legración de Gram: Gram+ , hifas rectas, monoverticilados, algunos levemente ondu

lados.
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Thb a - Ce III (Temperatura de incubación: 2890)

Medios 2 dias 5 días 7 días 14 dias

Gelatina - Col. bl. Idem 5 días Idem 7 dias

Agar nutriti- D.a. MA:mar Idem 5 dias Idem 7 dial
vo. MS: am.pálido

Agar A D.e. D.e. D.e. D.e.Pig.sol.celJ

Agar glucosa - Col.aisladas Idem 5 días Col.en.racimo
A bl. mnr,Centro ru

goso.

Agar almidón Col.aisladas Col.bl.con Col.b1.con Idem 7 dias
A centro gr.ver. borde ro.

lecho o - Ac. Idem 7 días

Caldo nitra- Col.bl.en la sup Idem Idem 5 dias Idem 7 dias
tado y en el fondo. Nitrito:

Nitritoz

Medio sintético - — - 
con lactato

Papa - D.a. am. ros., Idem 5 días Idem 7 días
relieve alto

Fuentes de C - á _ _

Cglgnia gigante: (En agar nutritivo). Observada con aumento lO x. Borde levemente

ondulado; hifas cortas (4mm),todas aproximadamente del mismo largo.

Micelio aéreo: blanco grisáceo, con discreto relieve. Bordodeprimido.

Olor: terroso

Co;oracién Qe Gram: Gram1 . Trozos de hifas rotas. Conidios esféricos.
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Medios 2 dias 5 dias 7 dias 14 dias

Gelatina Col. ro. Idem 2 dias Idem 5 dias Li.filiforme

Agar nutriti- D.a. ;Col.ais— MA:gr. Col.con borde Idem7 dias.
vo. ladas bl. MS:am. bl.;incipien

te pig.az.

Agar A — D.e. D.a.;ro.,az. Idem.Acentuado
y ble pig.sol.az.
Píg.sol.az.

Agar glucosa - MA:bl.,bor- Idem 5 dias Col.bl.,borde
A de ros.,M.S. ro.az.;pig.sol.

ro. az.intenso.

Agar almidón - Col.bl. MA:az.ro.,bog Mszirando al
A de bl. bl.,borde ro.az.

MS:az. pig.sol.az.

Leche Ac. Col.ro.y az. Pap. Idem 7 días.

Caldo nitra- Nitrito: + Idem con Col. Idem 5 días Idem 7 dias.
tado. Col.bl. ro;

Mediosintéti- Col.bl. Col.bl.con Idem 5 dias Idem7 dias.
co con lactato centro ro.

Papa Col.bl.ros. Id.más Col.az. Idem 7 días Pig.de la papa
y dor.con en ro.ver. y ne.
brillo metálico

Fuentes de C — - - _

Colonia gigante, Cepa IV (en agar nutritivo). Conaumento lO x se observó: borde lo

bulado; hifas y esporos rodeando la colonia en halo amarillento de unos 2mmde diáme

tro. Colonia elevada, blanca-grisácea.

Olor: terroso

Coloración de Gram: Gramdudoso. Hifas largas, rectas, algunas monoverticiladas. Co

nidios avales.
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Medios 2 días 5 días 7 días 14 días

Gelatina - Col.aisladas bl. Idem5 días Idem 7 días

Agar nutriti- MA:am. MA:gr. MA:gr. az. Idem 7 días
vo. MS: am. MS: gr. az.

Agar A - D.B1.gr.Inci- MA:bl.ro y az. MS:cel.y r05-;
piente pig.viol. Pig.sol. az. pig.sol.cel.

Agar glucosa Col.bl. MA:bl.gr.;MS: Idem 5 días Col.bl.con ceg
ro.con halo bl. tro gr. Col.pg

queñas az.

Agar almidón D.bl.Incipieg MA:bl.,az.y pur Idem 5 días Idem 5 días.No
A te p1g.vio. Píg.sol.az. se observa más

el color pur.

Leche Ac. Col.ro. Coágulo ¿ci Idem más Col.
do, blando ros y az.

Caldo nitra- Nitrito: + D.en el fondo Idem 5 dias Idem 7 dias.
tado D.en la sup. del tubo

Medio sinté- Col.aisladas Col.bl.con Idem 5 días Idem 7 días.
tico oon lactato en la sup. centro ro.

Papa - Col.bl.;borde Pig.sol.ro. Granprofusión
ro.gotitas de de colores.
exhudado

Fuentes de C

Colonia gigante, Cega V (en agar nutritivo). Conaumento lO x so observó: borde lo

bulado. Centro gris obscuro, borde rojo rodeado de un halo blanco en el reverso de

la colonia.

Olor: terroso

Gram:dudoso. Hifas rectas, sin ramificar. Esporos esféricas, pequeños.
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Analizando las tablas observamos que en gelatina hubo desarrollo entre moderadoy a

bundante de Streptomyces, con licuación de la misma en algunos casos.

El agar nutritivo demostró ser un buen substrato para el desarrollo de las cepas, pg

ro no asi para el estudio de los colores del micelio aéreo y del micelio substratal,

donde fueron muysignificativos los medios de agar glucosa A, y sobre todo de agar

almidón A. El medio de agar A yermitió desarrollo escaso en tres de las cinco cepas

estudiadas.

Todos los Streptmgyces crecieron en leche, acidificando y en algunos casos peptoni

zando la misma. Huboreducción de nitratos a nitritos.

En cuñas de papa se observó una gran cantidad de colores, incluso de pigmentaciones

doradas (Cepa IV). Solamente dos cepas desarrollaron en el medio sintético con lac

tato (Copas IV y V). Fue negativo en todo. los casos el ensayo de utilización de

fuentes de carbono. Dadoque se usó el mismomedio sintético con lactato, pero subs

tituyendo este último por cloruro de amonio, podria pensarse en una acción tóxica del

mismoen las concentraciones usadas (3.348 FDr litro).

Todas las cepas mostraron consistencia dura, seca, estando firmemente adheridas al

agar.

Efectuando coloraciones de Gram, en días sucesivos, se advirtió que a las 48 horas

comienzan a romperse las hifas y que a los ocho dias la esporulación es completa.

El olor terroso fue característico en las cinco cepas.

6l II. Aislamiento de cepas.

Se hicieron ensayos previos para el aislamiento de cepas de Streptomgce .

Se disgregó l g. de tierra de Adrogué (Prov. de Bs.Aires), con 10 ml. de agua desti

lada. Se filtro por papel y so sembró, por triplicado, en cajas de Petri:

a) l asa de tierra

b) l asa de filtrado.

Después de cuatro dias de incubación a 28°C se encontró que no era conveniente traba

jar directamente con la tierra por la gran profusión de hongos que cubrían las pla

cas, logréndose aislar, en cambio, tres cepas del filtrado.
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A continuación se tomó otra porción de la mismamuestra de suelo, disgregando l gra

mocon solución fisiológica, decantlndo el sobrenadante y centrifugando durante 2 mi

nutos a aproximadamente1800 r.p.m. Se estriaron placas de agar nutritivo con l asa

del sobrenadante.

Después de cinco dias de incubación a 2890, se aislaron cuatro colonias del orden

Actinomxcetales, pero ubicadas luego a priori comopertenecientes al género Nocardia,

por la presencia de hifas tabicadas.

También por suspensión de l g. de suelo de Sáenz Peña (provincia de Bs.Aires) en so

lución fisiológica, se aislaron diez cepas, encontrando que una presentaba el micelio

fragmentado en elementos bacilares y que el resto mostraban articulos esféricos, de

5/pLdBdiámetro, no característicos del género Streptomlcefi.

Prosiguiendo con los ensayos de aislamiento de cepas y con el fin de conocer la in

fluencia de las distintas plantaciones y de la composiciónde la tierra sobre el org

cimiento preferencial de Streptomxces, se tomaron durante el otoño veinticinco muestra:

de suelo del Jardin Botánico de Bs. Aires, correspondientes a las siguientes planta

ciones:

l) Yuccagloriosa

2) Phyllosta chysnigra

3) Idem l)

4) Osmanthus fragans

5) Cycas revoluta

6) Cunninghamialanceolata

7) Brochychiton acerifolium

8) Idem 7)

9) Xylosma pubescens

lO) Idem 9)

ll) Ophiopogonjaburan

12) Berberis vulgaris

13) Chamaecyparis lausoniana
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14) Sequoia semperviverens

15) Eugenia jambolana

16) Cryngium ebracteatum

17) Punica granatum

18) Rosaceae

19) Gymnoclaus diocca

20 Acerineae
V

21) Acer negundo

22) Idem 5)

23) Idem 20)

24) Nephrolepsis cordifolia

25) Parietaria officinalis

Las muestras de suelo se suspendieron en proporción de 1/100 en agua destilada esté

ril, agregando 10.000 unidades de penicilina y lO mgde estreptomicina por cada lO ml

de suspensión para inhibir la contaminación bacteriana. Se dejaron en reposo durante

30 minutos y se sembró el sobrenadante en cajas de Petri, por triplicado, en medio de

agar nutritivo común.

Luego de 3 dias de incubación a 28°C, se encontraron las placas cubiertas por conta

minaciones de hongos, debiendo en consecuencia desecharse.

So volvió a repetir el ensayo de aislamiento suspendiendo comoantes la tierra en a

gua destilada, efectuando las siembras en ambiente esterilizado con luz U.V., sin

agregado de antibióticos, y cambiandoel substrato por agar Czapek (ver apéndice). Se

prepararon dos placas par: cada muestra de tierra y se incubaron 8 dias a 28°C.

Se encontró unn buena proliferación de cepas de Streptomxces, distribuidas por mues

tra de suelo comosigue:

l) l colonia de Stzegtgmgceg. Abundantes colonias bacterianas.

2) 2 colonias de stzeptomxces.

3) - - —Bacterias y hongos.

4) 3 colonias de Streptomzcgg.
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5) 6 colonias de Streptogzces. Abundantes hongos.

6
V 2 colonias de Streptomxces.

7) 4 colonias de Streptomxces.

8) 4 colonias de Streotomzces.

9) 6 colonias de Streptomxces.

10) 8 colonias de Streptomyces - Bacterias (Engxocyanea)

ll
V 6 colonias de gtgggggmaayï.

12) Bacterias Ps V0C‘ugg_)

13) Hongos

14) Hongos

15) 3 colonias de Streptomxce . Bacterias (Ps,pxgcxanea)

16) l colonia de Streptoggces. Bacterias (Egipxggzgngg)

17) 2 colonias de Streptomzces. Bacterias (2¡¿gxggxgggg)

18) 10 colonias de Streptogxces. Bacterias (25‘2129Igggg)

19) l colonia de Streptomyces. Bacterias (25.2xgc1aneg)

20) 3 colonias de Streptomxces. Hongos.

21) 5 colonias de Streptomxces.

22) l colonia de Streptomïces. Bacterias (Ps.pxgcxanea)

23) 4 colonias de Streptomxces. Hongos

24) 3 colonias de Streptgmxces.

25) 6 colonias de Streptomxces.

Fueron aisladas en total 81 cepas de Stre to ces, encontrando la mayorproporción

(aproximadamenteel 12 %) en tierra cercana a cultivos de la familia 39222222.

Las tierras l y 3, correspondientes a siembras de Yuccagloriosa, mostraron abundancia

de bacterias y de hongos y sólo una cepa de Streptomxces.

Las tierras 9 y 10, cercanas a plantaciones de Lxlosma pubescens, reunieron un 17 %

del total de cepas do Streptomyces aisladas. Las tierras 5 y 22, correspondientes a

plantaciones de Cycas revoluta, se caracterizaron por la abundancia de bacterias (en

especial de ¿ginggxgnga) y de hongos.
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Se encontraron abundantes colonias de Ps.gxogxanea en las muestras de suelo Corres

pondientes a las plantaciones de Berberis vul ari , Engingiumebracteatum, {Epica

anatum, Eugenia Jambolana, Rosaceae y Gimnoclaug gigsca, mientras que en las de

Acerineae hubo abundancia de hongos (muestras 20 y 23)

A continuación (Tabla 6) expondremoslos caracteres micromorfológicos de las cepas

aisladas, en lo que se refiere a coloración de Gramy estructura de esporóforos, re

sumiéndolos comosigue: gram positivo: + , negativo: -; dudoso: :3 y en cuanto a los

esporóforos: Rectus - flexibilis (RF); Retinaculum-apertum (RA); Spira (S); Monover

ticillus (MV);Monoverticillus spira (MV.S);Biverticillus (BIV)y Bivertjcillus—

spira (BIV.S), de acuerdo con el esquema de Pridham (45).

Se ha indicado la muestra de suelo a la que pertenece cada cepa mediante números ara

bigos (de l a 25) y las capas dentro de cada muestra con Nos. romanos.



Tabla 6 - Coloración de Gram1 estructura de esggróforos

Medio: agar nutritivo (Incubadas 4 días a 2890)

sepas 3212::--‘%:5::é sepas ïiïïïfiïzï- cepas 5:53:6
1-I t RF 9-VI + RF lB-VII 3 RA

2-I + RF lO-I v RF 18-VIII 1 RF

2-III + MV lO-II + MV lS-IX + MV

4-I + MV lO-III + RF l8-X + RF

4-II + RF lO-IV + RF 19-1 + RF

4-III + RF lO-V + RF 20-I + RF

5-1 + MV lO-VI + RF 20-II + RA

5-II + RF lO-VII + MV 20-III + RF

S-III + RF lO-VIII + MV 21-1 + RA

S-IV + RA ll-I + RF 2l-II + RA

5-V + RA ll-II i MV 21-III + MV

S-VI + RA ll-III + RA 21-IV + RA

ó-I + RF ll-IV + RF 2l-V + RF

ó-II + RF ll-V + RA 22-1 + RF

7-I + RF ll-VI + RF 23-1 + RF

7-II + RF lS-I + RF 23-11 + RF

7-III + RA 15-II + RF 23-III + RA

7-IV + RF l5-III + RF 23-IV + RF

8-I + RF ló-I 4 MV 24-1 + RF

8-II + RF 17-1 + RA 24-11 + RF

8-III + RA l7-II + MV 24-III + RA

8-IV + RA 18-I + MV 25-I 1 RA

9-1 + RF 18-II i MV 25-11 + RA

9-II + RA lB-III + MV 25-III + RF

9-III + MV 18-IV + RF 25-IV + RF

9-IV + MV 18-V + RF 25-V + RF

9-V + RA 18-VI + RF 25-VI + MV
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Observando los datos encontramos que la mayor parte de las cepas aisladas (un 54.3 5)

corresponde al tipo Rectus - Flexibilis,siguiendo en orden el tipo Retinacglum¿pg 

tum (24.8 5) y finalmente el tipo Monoverticillus (20.9 5).

Cabe mencionar el aislamiento preferencial de Strgptoggces empleando el medio Czapek

en relación con el mediode agar nutritivo.

6.III - CONSERVACIONDE LAS CEPAS

Se usó el método de desecación mediante vacio, sembrando las cepas en suelo estéril.

Este último fue esterilizado durante tres dias sucesivos a 12096durante 30 minutos,

incubando a 37°Centre cada esterilización. Se hizo control de esterilidad tomandotu

bos al azar y sembrandoen caldo tioglicolato y en caldo nutritivo. Cultivos esporula

dos de ocho dias de desarrollo fueron sembrados en pequeñas porciones de suelo está

ril, introduciendo los tubos en otros de diámetro mayor con una capa de l cm de espe

sor de silioa gel y desecándolos luego cerréndolos al vacio. Másadelante analizare

mos la eficacia del método.

6. IV - QEQUERIMIENTQQNUTRITIVOS

Condos de las cepas aisladas, la ;1_;_; y la g: - III, se hicieron estudios de asimi

lación de aminoácidos y otras fuentes de nitrógeno. Para ello se preparó un medio ba

sal (ver apéndice, medio19) y se ensayaron las distintas fuentes de nitrógeno en prg

porción de l g. por cada 100 ml. de medio.

Se inocularon los medios con cultivos esporulados incubados durante ocho dias. Se hi

cieron los ensayos por triplicado y se centrifugó el medio para separar el micelio,

liofilizando luego para tener peso seco.

Las determinaciones se efectuaron a los 3,5 y 7 dias.

Los resultados se resumen en la tabla siguiente:

Tabla 7 - Ensaxos de asimilación de fuentes de N

a) Capa 17 - I
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Mg. de micelio

Fuentes de N 3 dias 5 dias 7 dias

Cloruro de amonio 0 0 0
Sulfato de amonio O 0 O
L. asparagina y 0 0 O
Acido glutánico 25 33 99
Arginina 0 3.5 5.5
Lisina 2 4 6.6
Histidina 3 4 7.6

b) Cog 25. III

Mg. de micelio

Fuentes de N 3 dias 5 dias 7 dias

Cloruro de amonio 0 O 0
Sulfato de amonio 0 O 0
L. asparagina O 0 0
Acido glutámico 40 72 138
Arginina 2 4.7 8.0
Lisina 2 4.4 6.0
Histidina 4 4.0 6.1

Observamosque el cloruro de amonio, el sulfato de amonio y la asparagina, no dan

desarrollo comoúnica fuente de Ny de C y N respectivamente, mientras que el ácido

glutámico, 11 srginina, la lisina y la histidina permiten un desarrollo que sólo po

driamos calificar de bueno en el primer caso.

6-V - SUEFBYIYEN9_A“PE._J -9EPAS.QQHSEBYAPAS_AL-Y‘QIQ.EN__

Luego de un periodo de seis meses después de cerradas las cepas al vacio, se ensayó

la supervivencia de las mismas sembrándolas en caldo Bennett (apéndice, medio 20).

Se incubaron las siembras a 28°C durante 7 dias. Solamente en 14 de las 81 cepas ais

ladas se observó desarrollo en dicho medio.

Todas las siembras se repicaron en medio activante con glicerina (apéndice, medio 21),

obteniendo crecimiento solamente en las cepas desarrolladas en caldo Bennett.

En consecuencia sólo hubo una supervivencia del 17.3 %luego de 6 meses de conserva
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ción al vacio. Concluimosque el método resultó sumamenteinsatisfactorio para la con

servación de cepas de Streptogzceg.

Luego fue necesario emprender nuevos intentos de aislamiento, dado que sólo se con

servaron viables las cepas tabuladas comol

;8-1X; 20-1; 17-1; 21-V; 22-I; x ZQ-VI.

6. VI - NQEVQS ENSAYOS DE AISÉÉEIENTO.

Conmuestras de tierra correspondientes a los siguientes lugares se ensayo el aisla

miento de nuevas cepas de Streptogxcegz

A: Barracas (Buenos Aires)

B: Lomas de Zamora (Prov. de Buenos Aires)

C: Pilar (Prov. de Buenos Aires)

D: Mar del Plata (Prov. de Buenos Aires)

E: Miramar (Prov. de Buenos Aires)

F1: Prov. de Chaco.

F2: Prov. de Chaco

F3: Prov. de Chaco

G1: Pampa de Achala (Prov. de Córdoba)

G2: Embalse de Rio Tercero (Prov. de Córdoba)

G3: Capilla del Monte (Prov. de Córdoba)

G4: Cozquin (Prov. de Córdoba)

G5: La Serranita (Alta Gracia) (Prov. de Córdoba)

G6: Carlos Paz (Prov. de Córdoba)

G7: Los Gigantes (Prov. de Córdoba)

G8: Cerro Las Rosas (Prov. de Córdoba)

Se suspendió 0.1 g de tierra en lO ml de solución fisiológica. Se dejó decantar y se

estrió en dos placas de Petri con medio activante con glicerina (ver apéndice). Se

incubó a 289Gdurante 7 dias.

Para inhibir el desarrollo de hongos se agregó lOO/Ál g de micostatin/ml de medio.
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El antibiótico se disolvió en alcohol etílico al 70 í en volumen,acidificado con

ácido clorhídrico, y se agregó al medioya esterilizado. De esa manera se obtuvieron

placas libres de contaminaciones de hongos. Se encontró que era preferible estriar

con 1 asa de suspensión de suelo más que con 0.1 ml de la misma, dado que de la úl

tima forma las colonias bacterianas cubrían los desarrollos de Streptoggce .

Se aislaron de estas nuevas muestras 30 cepas de Strgptogzces, que sumadas a las 14

del aislamiento anterior (44 en total), fueron utilizadas con fines de clasificación

y poder antibiótico de las mismas. Se han enumerado comosigue:

A-l; A-2; A-B; C-l; C-2; E-l; Fl-l; Fl-2; Fl-3; Fl-L; Fl-S; Fl-ó; F2-l; F2-2; F2-3;

F2-4; F2-5; F2-6; F3-l; F3-2; F3-3; F3-4; Gl-l; G2-1; G2-2; G2-3; 62-4, 65-1; G8-l

y G8-2.

Del total de los nuevos aislamientos un 53.3 %corresponde a la provincia de Chaco,

un 26.6 %a la provincia de Córdoba y un 20 5 a 1a provincia de Bs. Aires.

Ubicándonos geográficamente podemosapreciar el decrecimiento de norte a sur, en la

República Argentina,ie la población de Streptogmceg.

Para conservar las cepas aisladas se usó el método de desecación al vacio de un tro

zo de colonia de Streptogxces sobre agar nutritiVO. E1 método consiste en introducir

un trocito de colonia Junto con una pequeña porción de medio en el interior de un

tubito estéril (9x40mm).

Se introduce éste dentro de un tubo de 15 x 100 mmque contiene 2-3 lentejas de hi

dróxido de potasio y se obtura con un tapón de gomaprovisto de una varilla (4 x 120

mm)que se conecta a la bombade vacio. Luego de desecado el agar se cierra la vari

lla a la llama y se conserva la cepa en heladera.
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FOTO l

Placa obtenida sin
agregado de micostatín

FOTO 2

Placa obtenida sin
agregado de micostatin

FOTO 3

Placa obtenida con
agregado de micostatin
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6. VII - CLAQIFICACION DE ¿Ag CEPAS AISLAQAS.

Nuestros 44 aislamientos y ll cepas tipo proporcionadas por el Profesor Dr. Luis Ver

na,de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de Bs. Aires, pertenecientes a coleccio

nes de cultivo oficiales, fueron analizadas desde el punto de.vista de sus caracterig

ticas micromorfológicas, macromorfológicasy culturales. Las cepas tipo fueron inclui

das con el objeto de compararlas con nuestros aislamientos. Este seria siempre un má

todo ideal de identificación para nuevas especies del género Streptomxces, dadas las

enormesdificultades en la interpretación de las claves hasta ahora en uso.

Fueron efectuadas coloraciones de Gram;colonias gigantes sobre agar nutritivo; es

tudio de caracteristicas micromorfológicas y pigmento del micelio aéreo sobre agar

extracto de levadura y agar pasta de tomate avena (apéndice, medios 7 y 8); pigmento

melanoideo sobre agar peptona y agar tirosina (apéndice, medios 22 y 23) y las siguieg

tes reacciones bioquímicas: prueba de hidrógeno sulfurado, utilización de rafinosa,

xilosa, ramnosa, arabinoat y manitol, reducción de nitratos y acción sobre leche (a

péndice, medios 24, 25, 14 y 15)

Las observaciones de los colores del micelio aéreo y substratal se hicieron a los

4, 7, 14 y 21 dias teniendo comoguia el Mnnsell Bookof Color (122).

En dicha tabla los colores han sido definidos mediante tres dimensiones: matiz, gg

;g; y crgma.

En cuanto al matiz, indica el nombre comúnde cada color. Es la primer caracteristica

del color que detecta el ojo humano.En la tabla se indica por la inicial del color

(en inglés). Asi g indica Egg (rojo), g_:_g, 'Iellow-Reg (amarillo-rojo) etc.

15l92: entre el blanco puro y el negro puro puedendistinguirse varios grados de lu

minosidad, desde el gris más obscuro, Justo antes del negro, hasta el gris más claro,

inmediatamente después del blanco, pudiendo observarse todos los colores dentro de eg

tos niveles intermedios de intensidad luminosa.

El negro perfecto está indicado en la tabla por el númerocero, en la parte inferior

de la escala de valores. Le sigue el l, y asi hasta llegar al blanco, numeradoeomo

10. Los grises puros se conocen comoneutrgs y se indican por la inicialN anotando su
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luminosidad a continuación del mismo. NO/representa al negro y N 10/ al blanco, sien

do los negros y blancos mas comunes el N 1/ y el N 9/ respectivamente.

Comparandocualquier color con los diferentes grises de la escala, es fácil distin

guir el valor de ese color que indica simplemente el grado de obscuridad o claridad

(luminosidad) del mismo.

Los colores con valores entre 0 y 3 pertenecen a la nzona obscura" de valores; aque

llos entre 4 y 6 a la "zona intermedia" y aquellos superiores a 7 a la "zona clara!

Crgma: Dos colores pueden tener el mismomatiz (por ejemplo ser rojos) y el mismozar

lo; (esto es ni mas luminoso ni más obscuro uno que otro), pero pueden diferir en la

fuerza o intensidad del color. Unopuede ser rojo fuerte y el otro rojo débil. Esta

diferencia es la dimensión del 92922, por 1a cual se mide y se indica el grado en la

intensidad del color.

Entonces diremos que el mati; es el nombredel color, el 1219; la cantidad de luz en

el color y el 929m5el grado de fuerza del color.

Cada etapa en el croma es la unidad de medición del cambio en un matiz entre el gris

neutro y el máximocroma del matiz. Estas etapas van del gris neutro hasta el croma

más intenso obtenible en cualquier matiz a un dado nivel del valor. Por ejemplo, un

rojo entre el blanco y el negro y con cinco grados en la intensidad del color, debe

escribirse R 5/5. Unrojo con seis niveles de valor y tres grados (o etapas) en el

croma, será R 6/3.

Los cromas cercanos a los matices neutros se conocen como "débiles"; los de máxima

intensidad ( más alejados de los matices neutros) como"fuertes" y los intermedios

como "moderados".

Diremos para orientar a los lectores que en "The ISCC - NBCMethod of Designating Co

lors" (99) figura un estudio comparativo de diversas tablas de colores, con especial

referencia al Mnnsell Bookof Color empleadopor nosotros, y donde cada color tiene

su equivalente expresado según distintas tablas.

Figuran a continuación las tablas de clasificación de las cepas de fitggntgggggg, junto
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con la denominación dada a cada cepa, de acuerdo con los esquemas taxonómicos en uso.

Las fotos de morfología de esporóforos, se han agrupado después de las tablas.

Es importante aclarar que dado que el concepto de grupo es muchomás seguro que la

definición de especies dentro del género Streptogïceg, en algunos casos sólo se po

drá asegurar el grupo más que la especie particular.

REF C S

Inicigleg Qelos colores:

R: red (rojo)

Y: yellow (amarillo)

IR: yellowared (amarillo-rojizo)

G: green (verde)

Gï: green yellow (verde amarillento)

B: blue (azul)

BG: blue green (azul verdoso)

PB: purple-blue (púrpura azulado)

P: purple (púrpura)

RP: red purple (rojo púrpura)

N: neutral (neutro) ‘

(Para otras aireviaturas ver 6-1)

PS: pigmento soluble.



Tab;a 8 - 099g ;-I. (Temperatura de incubación: 28°C)

-35

Medios 4 dias 7 dias 14 días 21 días

Sulfhídrico SH2: - SHQ: - SH2: - SH2: 
MS:10YR 7/10 Idem Idem Idem
MA:5.5Y 8/8
D.fi.

Pasta de tomate - — _ _
-avena

Tirosina - MS:N9/0 Idem Idem
MA: N 8/0
D.m.

Nitrato C01.bl.
+ + 4 +

Agar peptona MS:5,0Ï 8/8 Idem Idem Idem
MA:5,0Y 8/8
D.a.

Extracto de leva- - MS:5Y8/8 Idem Idem
dura. MA:5Ï 8/6

D.a.

Leche - Leve alcaliniz. Idem Idem

Manita - - - 

Arabinosa - - _ _

Ramnosa - MS:N 9/0 Idem Idem
MA:5,0I 8/8
D.e.

Rafinosa - Idem Idem

Xilosa
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Tabla 9 - Capa 2 I (Temperatura de incubación: 28°C)

Medios 4 dias 7 dias 14 días 21 dias

Sulfhidrico Reacción: - MS:N9/0 MS:Idem
MA: N 9/0 MA:5Y 8/8 Idem
D.a.Reacción:- Raacción:— Reacción:

Pasta de tomate MAzN9/0 MAzN8/0
avena D.m. Idem Idem

Tirosina MS:N 9/0 Idem MAzN8/0 Idem
MAzN 9/0
D.e.

Nitrato + + + +

Leche - - Leve alcaliniz. Idem

Extracto de — MS:N9/0 MA:7,5ÏR 7/2 Idem
levadura MA:N9/0

D.a.

Peptona MS:N9/0 MS:7,5IR 4/4 MA:10!R6/4
MAzN9/0 Idem MA:7,5Ï 8 4
D.m. PS:5YR

Manita - _ - _

Arabinosa - - 2 colonias
MS:N 9/0 Idem
MAzN 7/o

Ramnosa - MS:N 9/0
MA:N9/0 Idem Idem
D.e.

Rafinosa - MS:N9/0
MAzN9/0 Idem Idem
D.e.

Kilosa - MS:N 9/0 MSy MA:ídem
MA:N9/0 PS.7,5I 8/6 Idem
D. .



Te.le 10 - 062g 4 III - (Temperatura de incubación: 28°C)
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Medios 4 dias 7 días 14 días 21 días

Sulfhídrico + + Idem Idem

Pasta. de tomate - - .. _
avena.

Tirosina. - D.m. I‘B:10,0YR 7/8
MS:N 9/0 MAzN8/0
MAzN9/0 PS:10,0YR 8/6

Nitrato Reacción:- 001.»:9/0 Reacción:
Reacción - Idem Idem
PS:10YR 5/8

Leche - Alc. Idem Idem

Extracto de - D.a. MS:N7/o
levadura MS:N 7/0 MAzN6/0 Idem

MAzN9/0 PS:7,5!R 4/4
PS:incipiente

Peptona. - MS:N 9/0 MS:N 9/0
MAzN6/0 MA:N 6/0 Idem
PS:7,5!R 4/4 PS:7,5YR 4/4

Manita - - l col.
MS:N 9/0 Idem
wm: 7/o

Arabinosa - MS:N9/0
MAzN7/0 Idem Idem
D.m.

Rafinosa - _ _ ..

Ramnosa - MS:N 9/0
mm 9/0 Idem Idem
D.e.

Xilosa - MS:N9/0 Idem Idem
MAzN 7/0
D.m.



Tabla 11 - CeEE5-1 (Temperatura de incubación 2890)

Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 días

Sulfhídrico SH2:
MS:2,5Y 8/8 Idem Idem Idem
MA:2,5Y 8/8
D.a.

Pasta de tomate D.e. Idem Idem Idem
avena MA:10YR8/6

Tirosina 2 Col. Idem Idem Idem
MS:7,5ÏR 8/6 PS:7,5YR 8/4
MA:N 9/0

Nitrato Col.bl.
+ + + +

Leche - - - 

Extracto de MS:N9/0 MS:N9/0
levadura MA:N9/0 MA:7,5YR8/4 Idem MA:2,5YR 8/4

D.m. Idem MS

Peptona MS:N9/0
MAzN9/0 Idem Idem Idem
D.m.

Manita - - - 

Arabinosa — _ _ _

Ramnosa 1 Col.
MS:N 9/0 Idem Idem Idem
MA:N 9/0

Rafinosa 2 Col.
MS:7,5!R 8/6 Idem Idem Idem
MA:N 9/o

Xilosa 1 colonia MA:7,5YR8/6 Idem Idem
MS:7,SIR 8/6



Tabla 12 - 0925 5 II (Temperatura de incubación: 28°C)

Mbdios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico + + + +

Pasta de tomate - - - 
avena

Tirosina MS:N9/0 MS.7,5YR 7/8
mm 9/o Idem mm 8/0 Idem
D.m. PS.7,5IR 8/4

Nitrato Reacción: +
001.le * * +
PS:7,5YR 3/2

Peptona MS:N9/0 MS:10,0 m 5/8
MA:N7/o Idem MA:10,0 IR 8/4 Idem
D.e. PS:5 m 3/4

Extracto de MA:7,5ÏR 5/4 Idem Idem Idem
levadura D.m.

Manita — — - 

Arabinosa - msm 9/0
MA:N 9/0 Idem Idem
D.e. D.e.

Ramnosa - - MS:H-9/0 »
MAzN9/0 Idem
D.e.

masa msm 9/0
MMN 9/o Idem D.a. Idem
D.m.



Tabla 13 - Cea 2 I (Temperatura de incubación: 28°C)
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Medios 4 dias 7 dias JJ. dias 21 dias

Sulfhidrico MS:10 YR7/8 Idem Idem Idem
MA:10YR8/6 Reacción: - Reacción: 

Pasta. de tomate MA:en partes Idem MAzN7/0 Idem
avena N 9/0 y en par D.m.

tes 7/0

Tirosine. MS:N9/0
MAzN10 Idem Idem Idem
D.m.

Nitrato + + + +

Leche Incipiente Ac. Idem Ac.y coagulac. Idem

Peptona MS:N9/0 MS:10 m 8/6
MAzN10 Idem MA:10 IR 8/2 Idem
D.a.

Extracto de - MA:lOIR 7/8
levadura MS:7,5 YR8/2 Idem Idem

D.a..

Manita - - - 

Arabinosa. - - - _

Hermosa MS:N9/0 MS:10 IR 8/2
MAzN 10 Idem MA 10 YR 8/2 Idem
D.m.

Rafinosa MS:N 9/0 MS.N 9/0
MA:N 10 Idem MA10 YR 8/2 Idem
D.a.

Xilosn MS:N9/0 ras-1o m 8/2
MAzN10 Idem MA:10 IR 8/2 Idem
D.a.



Tabla 14 - Capa 9 V (Temperatura de incubación: 28°C)
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Medios 4 días 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhídrico MS:N9/0 MS:N9/0
MAzN9/0 Idem mac YR 7/8 Idem
Reacción: - Reacción: 

Pasta de tomate — MS:N 9/0 MA:N5/0 Idem
avena D.m.

Tirosina - MS:N9/0
mm 8/0 Idem Idem
D.e.

Nitrato Col.bl.
+ Ó 4 *

Leche - Ale. Ale. Ale.

Extracto do msm 9/0 MS:N9/0
levadura. MA:N8/0 Idem MA:N4/0 Idem

D.m.

Peptona D.m. Idem Idem Idem
msm 8/0 Pig.sol:2,5 y

8/8

anita - - - 

Arabinosa - - - 

Ramnosa - - - 

Rafinosa - MS:N8/0 Idem Idem
MAzN 7/0
D.m.

Iilosa



Tabla 15 - Capa ll I (Temperatura de incubación: 28°C)
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Medios 4 dias 7 días 14 dias 21 dias

Sulfhídrico Reacción: - Reacción: - 
MS N 9/0 MS:N 9/0 Idem
MAN 8/0 MA:5,0PB 2/2 Reacción: 

Pasta de tomate — _ - _
avena.

Tirosina _ MS:N9/0 MS:5,0R 2/2
MA:N7/0 mm 5 o Idem
D.a. PS:10,0R 3/6

Nitrato - + + +

Leche - Ac.D.a.de Col.
con pig.7,5R Idem Idem
3/10

Extracto de MS:7,5R 2/2 MS:7,5PB 2/2 MS:Idem
levadura - MA:7,5PB 7/6 MA:mezcla de MA:2,5R 7/4

D.a. 7,5PB 7/6 y PS:Idem
2,5 R 7/4
PS:7,5 y 4/4

Paptona D.a. MS:10,0IR 8 2 MS:Idem
nal 9/0 MA:2,5PB7 6 MA:2,5PB7/6 Idem
MA:N9/0 y N 9 o PS:2,5B 4/2

Manita — D.e. MS N 9/0
MS:N 9/0 Idem MAN 5/0
MAzN 7/0

Arabinosa - D.m. MS:7,5R 2/4
MS:N 9/0 con Idem MA:7,5R 5/0
centro 1/0
MA:I 7/o

Ramnosa - D.m. MS:2,SR4/10 Idem
MS-N9/0 mm 5/0
MA N 7/o

Rafinosa - D.m.
MS:N 6/0 Idem Idem
MA N 5/0

Xilosa _ D.e. MS:2,5R4/10
MS:2,5R 2/2 MA:N 5 o Idem
MA:N 6/0



Tabla 16 - Capa 17 I (Temperatura de incubación: 28°C)

Nbdios 4 dias 7 dias 14 días 21 dias

Sulfhidrico msm 9/0 MS:10,0YR8/6 Idem
MA:N9/0 Idem MA:10,0XR6/6 Reacción:
Reacción: - Reacción: 

Pasta de tomate mm 7/0 Idem mm 6/0 Idem
avena D.e.

Tirosina Des.incipiente MS:N9/0
MA:N7/o Idem Idem
D.e.

Nitrato Col.bl.
+ + + Idem

Leche - Alc. Alo. Idem

Extracto de MS:N9/0 MS:Idem
levadura MA:N8/0 MA:Idem Idem Idem

D.a. P3:10,0!R 5/8

Peptona MS:N9/0
MA:N 9/0 Idem Idem Idem
D.a.

Arabinosa MS:N8/0
MAzN7/0 Idem Idem Idem
D.m.

Manita - .. - —

Ramnosa - - - _

Rafinosa - _ - _

Xilosa. MS:N9/0 msm 9/0 Idem Idem
D.m. MAzN9/0



Tabla 17 - Capa 18 IX (Temperatura de incubación: 2890)

-94.

D.m.

Medios 4 dias 7 dias 14 días 21 dias

Sulfhidrico 31-12:- SH2: o SH2: - SH2: 
MS:N 9/0 Idem Idem Idem
MA.N 9/0

Pasta de tomate — MA:N6/0 Idem Idem
avena D.m.

Tirosina MS:N9/0 Idem Idem Idem
MA:N5/0 PS:10,0 R 5/4 rs:10,o R 4/1.
95:2,5 IR 8/4 D.m.

Nitrato Col.b1.
+ + + +

-’ Ac. AC. Ao.
Anillo ver.y bl

Peptona MS:2,5 I 6/8

No se observa Idem MA:N7/0 MA:10,0 y 72MA PS:2,5 Y 7 6
D.a.

Extracto de MS:N9/0
levadura mm 5/0 Idem Idem Idem

D.a.

Manita — - - 

Ramnosa MS:N 9/0 MAzN6/0
MAzNose ob- D.a. Idem Idem
serva.

Rafinosn - - - 

¿rabinosa MS=N9/0 Idam Idem Idem
D.e.

Xilosa MS:N 9/0 MAzN7/0 Idem Idem



Tabla 18 - Capa 20 I (Temperatura de incubación: 2890)
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Medios 4 dias 7 días 14 días 21 días

Sulfhidrico + + * +

Pasta de tomate - _ _ _
avena

Tirosina MS:7,5 YR8/4
MA:7,5 YR 8/2 Idem Idem Idem
D.m.

Nitrato Reacción: - Reacción: - Reacción: - Reacción: 
Des.en capa bl. Idem Idem Idem
PS:7,5 YR6/6

leche Incipiente alc. Alc. Ale. Alc.
Color del me
diozro-viol.

Peptona MS:N9/0
MA:2,5 Y 8/4 Idem Idem Idem
D.a. PS:2,5 I 6/4

Extracto de IS:N 9/0
levadura 14A:2,5 R 7/4 Idem Idem Idem

D.a.

Manita - — - 

Ramnosa - l Col. Idem Idem
MA:2,5 IR 8/2

Rafinosa - _ - 

Arabinosa - 1 Col.
MS:N 9 O Idem Idem
MA:2,5 IR 8/2

Kilos:



Tabla 19- Capa 21 V (Temperature de incubación: 28°C)

Medios 4 dies 7 días 14 dias 21 dias

Sulfhidrico MS:N9/0 Idem Idem Idem
MAzN9/0 Reacción: - Reacción: - Reacción: 

Pasta de tomate - - _ 
avena

Tirosina MS.10,0 R 8/4 Idem Idem Idem
MA.10,0 R 8/4

Nitrato - - - _

Leche - - Leve Alc. Idem

Extracto de MS:10,0 YR6/6
levadura MA:10,0 YR7/6 Idem Idem

D.a.

Peptona MS:7,5 I 8/2 MS7,5 I 8/2
MA:N 9/0 MA.7,5 Y 8/4 Idem Idem
D. O

Manita MS:N 9/0
MA:N9/0 Idem Idem Idem
D.m.

Arabinosa - - - _

Ramnosa - — _ 

Refinosa - _ - 

Xilosa



Tabla 20 - Capa 23 I (Temperatura de incubación: 2890)

-97.

Medios 4 dias 7 días 14 dias 21 dias

Sulfhídrico + + + +

Pasta de tomate - MA:N9/0 Idem Idem
avena D.m.

Tirosina MS:7,5 YR8/4 PS:10,0 R 6/4 Idem PS:10,0 R 4/4
MA:N 7/0
PS:10,0 YR7/4
D.a.

Nitrato + + + 4
Numerosas Col.
bl

Leche Incipiente ac. Ac. Idem Php.Anillo ver.
am.

Peptona. MS:N 9/0 MA:2,5 Y 8/4 Idem Idem
D.a.

Extracto de MS=N9/0
levadura MAzN7/0 Idem Idem Idem

D.a.

Manita - - - 

Ramnosa MS:N 9/0 MAzN8/0 Idem Idem
D.m.

Rafinosa o - - 

Arabinosa - — - _

Xilosa - Idem Idem



Tabla 21 - Cepa 25 VI (Temperatura de incubación: 28°C)
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Medios 4 dias 7 días 14 dias 21 días

Sulfhídrico MAzincipiente MA:N9/0
formación D.a. Idem Idem
Reacción: - Reacción: - Reacción: - Reacción: 

Pasta de tomnto - - _ _
avena

Tirosina 1 Col. MS:7,5 R 3/6
MS:N 9/0 Idem MAzN4/0 Idem

E mm 7/0 PS:7,5.B 3/8

Nitrato Col.b1. Idem
+ + +

Peptonn MS:2,5 Y 8/8 MS:2,5 Y 8/8
MA:N9/0 Idem MA:5,0 Y 8/6 Idem
D.a.

Extracto de - MS:N9/0
levadura MAzN5/0 Idem Idem

D.m.

Leche o - Ac. Idem

Ramnosa MS:N 10 MAzN5/0 Idem Idem
D.e. D.a.

Manita - _ - _

Arabinosa MS:N 9/0 MA:N7/0 MS:N 8/0
D.e. MAzN5/0 Idem

Dym.

Rafinosa - - l ol.
MS:N 9/0 Idem
MA:N 6/0

Xilosa - - 1 Col.
MS:N 9/0 Idem



Tabla 22 - Capa A-l (Temperatura de incubación: 28°C)

Medios 4 días 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhídrico + + 4. +
D.a.

Pasta de tomate MA:N9/0 MA:2,5 PB 3/4 Idem Idem
avena D.m.

Tirosina MS:N7/0
MA:2,5 PB 7/2 Idem Idem Idem
D.m.

Nitrato Reacción: - Reacción: - Reacción: - Reacción: 
Col . bl . az Idem Idem Idem
PS:10,0 IR 5/8

Leche - Ac. Idem Pep.Anillo
man-ver.

Peptona MS:N9/0 PS:10,0 YR4/1. Gráter en el
MA:N9/0 Idem centro de las
D.a. col.

Extracto de MS:2,5 Y 6/2 MA:2,5 B 3/2 Idem
levadura MAzN9/0 Idem Gotitas de

D.a. exhudado color
ámbar

Manita MS:N 9/0 Idem Idem Idem

BA:2,5 PB 7/2.m.

Ramnosa MS:N 9/0 MA:2,5 B 7/2 Idem Idem
D.a.

Rafinosa - - - _

Arabinosa - - _ 

Xilosa MS:N9/0
MA:2,5 PB 7/4 Idem Idem Idem
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Tabla 23 - Capa A-2 (Temperatura de incubaciónz2890)

Medios 4 días 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico - _ _ 

Pasta de tomate - - - 
avena

Tirosina MS:N9/0
MA:7,5 Y 8/4 Idem Idem Idem
D.m.

Nitrato - — - _

Leche - Ac. y coag. Pap. Idem

Extracto de ' MB:2.,5 Y 8/12 Idem Idem Idem
levadura MA:2,5 Y 8/6 D.a.

D.m.

Peptona MS:2,5 Y 8/10
MA:7,5 Y 7/2 Idem Idem Idem
D.a.

Manita- - - _ _

Arabinosa - MS:7,5 Y 7/4
MAzN7/0 Idem Idem
D.e. D.e. D.e.

Ramnosa mms y 8/8
MA:N 5/0 Idem Idem Idem
D.m.

Rafinosa - _ _ 

Xilose. MS:7,5 y 8/2
MAzN8/0 Idem Idem Idem
D.e.



Tabla 24 - Cepa A-3 (temperatura de incubación: 28°C)

-101

ns:10,0 YR5 6
MA:2,5 PB 8 2

Medios 4 dias 7 días 14 dias 21 dias

Sulfhidrico + + 4. +

Pasta de tomate - MAzN9/0 Idem Idem
awena D.m.

Tirosina MS:N9/0
MA:2,5 PB 7/4 Idem Idem Idem
D.a.

Nitrato Reacción: - Reacción: - Reacción: - Reacción: 
Col. bl.
PS:10 IR 5/8 Idem Idem Idem

Leche - Ac. Ac. Pep.lnillo
mar.—am.

Peptona MS:N9/0 PS:10,0 IR 4/4 Crater en el
MAzN8/0 Idem centro de las
0.a. col.

Extracto de MS:10 ya 6/4 MA:2,5 PB 7/4
levadura MAzN8/0 Idem Idem

D. .

Manita MS:N 9/0 MA:2,5 PB 7/4 Idem Idem
D. O

Ramnosa - MS:10,0YR 5/6
MA:2,5 PB 7/4 Idem Idem
D.a.

Rafinosa MS:N9/0
MA:2,5 PB 3/4 Idem Idem Idem
D.a.

Arabinosa MS:10,0 IR 5/6 HA:2,5 PB 7/4 Idem Idem
D.a.

Xiloaa Idem MA:2,5 PB 6/2 Idem
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Tab;a 25 - Capa C-l (temperatura de incubación: 2890)

Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico Reacción: + Reacción: + Reacción: + Reacción: +
D.a. Idem Idem Idem

Pasta de tomate - _ - _
avena

Tirosina msm 9/0 PS:2,5 y 8/8
MAzN9/o Idem Idem
D.a.

Nitrato NO}: + N053 + N05: + N05: +
PS:10,0 YR6/6

leche Ale. Idem Idem Idem.Anillo bl.
y otro mar-vial

Paptona MS:N 9/0 MA:NlO-exhudg
MA:2,5 I 8/4 Idem Idem do color ambar
D. . PS:10,0YR 5/8

Extracto de m:7,5 YR5/6 MAzn7/0
levadura MAzN9/0 Idem Idem

D. .

Manita MS N 9/0
MAzN7/0 Idem Idem Idem
D. .

Ramnosa MS:N 9/0
MAm 7/0 Idem Idem Idem
D.e.

Rafinosa - _ _ 

Arabinosa MS:N9/0
MAzN7/0 Idem Idem Idem
D.m.

Xilosa MS:N9/0 Idem Idem Idem
MAzN7/0
D.m.



Tabla 26 - C925 C-2 (Temperatura de incubación: 28°C)
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D.e.

Madios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhídrico Reacción: o Reacción: - Reacción: - Reacción: 
MS:5 Y 8/8 Idem Idem Idem
MA:2,5 I 8/6

Pasta de tomate MA:2,5 Y 8/2 Idem Idem Idem
avena - D.m.

Tirosina MS:10 IR 5/4 ¡45:10 YR5/4
MA:N lO MAzü 8/0 Idem Idem
D.e. D.m.

.íitrato + + + +

Leche - Ale. Alc.y coag. Idem

Extracto de msm 9/0 1-¡s:10 YR7/6
levadura mm 7/0 wm, 5 m 7/2 Idem Idem

D.a.

Peptona M8210 XR 7/10 MS:2,5 YR 8/2
¡»mm 9/0 Idem ¡01:5 Y 7/8 Idem
D.a.

Manita - - - _

Arabinosa _ msm 6/0 MS:10 YR8/2
wm: 6/0 MAle YR8/2 Idem
D.e. D.e.

Ramnosa MS:10 IR 7/4
¡0:10 YR7/4 Idem Idem Idem
D.e.

Rafinosa D.e. D.e. MS.lO YR 8/4 M8210YR 8/4
MA:10 YR 8/4 MA.le m 8/2

mesa — msm 9/0 msm 8/0
MA:N 8/0 Idem MA:10 YR 7/4



Tabla 27 - Capa E-l (Temperatura de incubación: 2890)
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D.a.

Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico Reacción: - Reacción: - Reacción: - Reacción: 
MS:2,5 Y 8/8 Idem Idem Idem
MA::N 9/0

Pasta de tomate - - - 
avena

Tirosina ¡43:149/0 PS:2, 5 y 8/6
MA:N 9/0 Idem Idem
D.a.

Nitrato Col.bl.
N02:- - 4- NOE;+

Leche - - Alo. ‘Anillo rojo
víol.

Peptona ven: 9/0 PS:10,0 YR5/6 Idem Idem
MA:2, 5 Y 7/2
D.a.

Extracto de MA:7,5 Y 8/2 Idem Idem Idem
levadura D.a.

Manita msm 9/0
mm 9/0 Idem Idem Idem
D.e.

Ramnosa MS:N 9/0
MA:N 9/0 Idem Idem Idem
D.m.

Refinosa msm 9/0
MAzN9/0 Idem Idem Idem
D.m.

Arabinosa - - - 

Xilosa msm 9/0
MAzN9/0 Idem Idem Idem
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Tabla 28 —Cepa Fl-l (temïeïaturn de incubación: ZSvpÉ

Medios 4 días '7 días 14 días 21 dias

Sulfhídrico 52:2: —/ Sfig: - 514.2:- 552; EN"?! 9 0 Idem Idem Id
:-m:2,5 1' 8/6 ;,,a. em

Paste. de tomate - - - —
avena

Tirosina ¡43:2 9/0 PS:IC,\ .‘L5/6 PS:lC,C R 3/4
¡mx 7/0 l 0.a. Idem
P3:lL,L A 7/6

Hitrato + + + +
Col.bl.

Leche Couf. y ac. Idem Idem Pep.anillo ver.
am.

Peptoná 243:; 9/0 ¡uuu 10
mz; 9/0 Idem Idem 15:2,5 Y 8/6
D.a.

Extracto de ¡45:10 YR6/4 1.a; 5/L
levadura un; 9/10 Idem Idem

b.a.

khnita - - _ _

Ramnosa LB:10,0 IR 6/4 Azfi 6/0
ILRLL8/0 Idem Idem
D.a.

¿afinosn _ -__ 36:; 10
/_ f . Idem Idem Idem

Doe.'\ i )

Arabinosa MS}. /0
Maui Idem Idem Idem
D.a.

Kilosa 345:: 9/0 m. 7/0
bm:fl 9/0 Idem Idem
D.a.



Tabla 29 - Cepa F 1-2 (Temperatura de incubación: 2896)

-106

U'Ï o mo n

Medios 4 dias 7 días 14 dias 21 dias

Sulfhidrico + + +- 4

Pasta de tomate MAzN7/0 MA:2,5 PB 7/2 Idem Idem
avena D.a.

Tirosina MS:N9/0 PS:2,5 YR6/4
wm, 5 PB 8/2 Idem Idem
PS.2,5 YR7/4
D.a.

Nitrato Reacción: + Reacción: + Reacción: + Reacción: +
PS:7,5 m 5/6

Leche Leve ac. Idem Anillo mar.- Idem
ver.

Peptona MS:2,5 Y 7/4 PS:10,0 IR 5/6 Idem Idem
MA:2,5 Y 7/2

_ D. .

Extracto de msm 9/0
levadura MA:2,5 PB 7/2 Idem Idem Idem

D. .

Manita MS:N 9/0 MA:2,5 PB 8/2 Idem Idem
D. O

Ramosa MS:N 9/0 MA:N6/0
MA:2,5 3 7/2 Idem Idem
D. O

Rafinosa MS:N9/0 mm 6/0
MA:2,5 PB 7/2 Idem Idem
Co .aisladas

Arabinose. MS:N9/0 mm 6/0
MA:2,5 B 7/4 Idem Idem
D.a.

Xilosa MS:N o MA:N6/0
¡lx-2,5 B 7/2 Idem Idem



Tabla 30 - Cepa F 1-3 (Temperatura de incubación: 2890)

-lO7

Medios 4 días 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico Reacción: — Reacción: - Reacción: — Reacción: 
msm 9/0
MAzN10 Idem Idem Idem

Pasta de tomate - - - 
avena

Tirosina msm 9/0 PS:7,5 R 4/4 PS:7,5 R 3/4
MA:N 8/0 Idem
PS:10,0 R 7/4 D.m.

Nitrato Reacción: + Reacción: + Reacción: + Reacción: +
Numerosas col.
bl.

Leche Ac. y coag. Idem Idem Pep.Anillo ver.
y am.concéntri
cos.

Peptona msm 9/0 MA:7,5 Y 8/4
MA:N9/0 Idem Idem Idem
D.a.

Extracto de MA:N7/0 mm 5/0
levadura D.a. Idem Idem

Manita MS:N 10 Idem MAz'N6/0 Idem
D.e. (t)

Ramnosa MS:N 9/0
MA:N 10 Idem V Idem Idem
D.a.

Rafinosa msm 9/0
MA:N 7/0 Idem Idem Idem
D.m.

Arabinosa MS:N9/0
MA:N 10 Idem Idem Idem
D.m.

Xilosa MS:N 9/0 MAzN6/0
MAsu 9/0 Idem Idem



Tabla 31 - Capa F 1-4 (Temperatura de incubación: 28°C)
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5’P

Medios 4 días 7 dias 14 días 21 dias

Sulfhídrico + + 4. +

Pasta de tomate MA:7,5 B 7/2 Idem Idem Idem
avena D.a.

Tirosina msm 9/0 MA:2,5 PB 7/2 MA:N6/0
MA:7,5 PB 7/2 PS:10,0 R 6/4 Idem PS:7,5 B.3/6
PS:10,0 R 8/2
D.a.

Nitrato wNitrito: + Nitrito: + Nitrito: + Nitrito: +PS:10,0 YR5/6

Leche - Leve ac. Ac. Anillo mar.

Peptona msm 9/o PS:10,0 YR5/4
MAzN9/0 Idem Idem
D.a.

Extracto de MS:N9/0 MA:2,5 PB 8/4
levadura D.a. Idem Idem

Manita msm 10 MAzfl6/0
MA:7,5 PB 7/2 Idem Idem
D.m.

Ramnosa MS:2,5 PB 7/4 MA:N6/0
MA:7,5 PB 7/2 Idem Idem
D.a.

Rafinosa MS:2,5 PB 7/4 MA:N7/o
MA:7,5 PB 7/2 Idem Idem
D.a.

Arabinosa MS:I\'9/0 mm 6/o
MA:7,5 PB 7/2 Idem Idem
D.a.

Xilosa MS:N9/0
MA:7,5 PB 7/2 Idem Idem Idem
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Tabla 32 - Cgpa F 1-5 (Temperatura de incubación: 2890)

Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico Reacción: - Reacción: - Reacción: — Reacción: 
MS:N 9/0
MA:2,5 Y 8/4 Idem Idem Idem
D.a.

Pasta de tomate - - 
avena

Tirosina MS:7,5 YR8/6 PS:7,5 R 4/4 MA.N6/0
MA:N8/0 Idem PS:7,5 R 2/4
PS:2,5 YR8/4
D.m.

Nitrato + + + +

Leche Leve ac. Ac. Idem Pep.Anillo ver.
mar .

Peptona MS:2,5 Y 8/4
MA:N 8/0 Idem Idem Idem
D.a.

Extracto de MS:N 9/0 MA:N7/0 MAzN5/0
levadura MA:N9/0 Idem

D.a.

Manita MS:N 9/0
MAzN7/0 Idem Idem Idem
D O O

Ramnosa MS.N 9/0 MA:N6/0
MA:N 9/0 Idem Idem
D.m.

Rafinosa MS:N9/0
MA:N 7/0 Idem Idem Idem
D.m.

Arabinosa MS:N9/0
MA:N 8/0 Idem Idem Idem
D.m.

Xilosa MS:l0,0 YR6/4
MA:N /0 Idem Idem Idem
D.a.



Tabla 33 - Capa F 1-6 (Temperatura de incubación: 2890)
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Medios 4 días 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhídrico + + + +

Pasta de tomate MA:2,5 YR8/4
avena D.a. Idem Idem Idem

Tirosina MS:7,5 YR8/4 93:2,5 YR8/2
MA:2,5 YR 8/4 Idem Idem
Dm.

Nitrato Reacción: - Reacción: - Reacción: - Reacción: 
PS:10,0 YR 5/6

Leche - Ac. Idem Idem
Anillo mar.ver.

Peptona szN 9/0 PS:10,0 IR 3/2
MAzN9/0 Idem Idem
D.a.

Extracto de MA:2,5 ya 8/4 MA:10,0 R 8/4
levadura D.a. Idem Idem

Manita MS:7,5 YR 8/6
MA:7,5 YR 8/4 Idem Idem Idem
D.m.

Ramnosa MS:7,5 YR 8/6
MA:10,0 ya 8/4 Idem Idem Idem
D.m.

Rafinosa MS:7,5 YR8/6
MA:7,5 IR 8/4 Idem Idem Idem
D.m.

Arabinosa MS:7,5 YR8/6
MA:7,5 YR 8/4 Idem Idem Idem
D.a.

Xilosa MS:7,5 YR 8 6
MA:10,0 YR 8/4 Idem Idem Idem
D.a.



Tabla 34 - Capa F 2-1 (Temperatura de incubación: 289G)
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Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico - — - _

Pasta de tomate MAzr:7/0 Idem Idem Idem
avena D.m.

Tirosina msm 9/0 P822, 5 YR8/4 Idem PS:2,5 YR6/4
MAzN7/0 D.m.

Nitrato — _ + +

Leche Ac. Idem Idem Anillo verdoso

Peptona MS:N 9/0 MA:N9/0 Idem Idem
D.m.

Extracto de mzN 9/0 mm 6/0
levadura D.a. Idem Idem Idem

Manita - — - 

Ramnosa M823 9/0 MAzN6/0
MAzN8/0 Idem Idem
D.m.

Rafinosa msgN9/0 wm: 7/0
MA:N lO Idem Idem
D.a.

Arabinosa MS:N9/0 mm 7/0
MA:N 10 Idem Idem
D.m.

Xilosa MS:N9/0
MA:N7/0 Idem Idem Idem
D.a.



Tabla 35 - F 2-2 (Temperatura de incubación: 28°C)
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Medios 4 dias 7 dias 14 días 21 días

Sulfhídrico Reacción: - Reacción: - Reacción: - Reacción: 
MS:N 9/0 Idem Idem Idem
MAzN 10

Pasta de tomate MA:N10 Idem Idem Idem
avena D.m.

Tirosina MS:N9/0 PS:7,5 R 5/6 PS:7,5 R 3/4
MA:N 7/0 Idem
PS:2,5 YR8/2
D. .

Nitrato - — - _

Leche Coag. Idem Alc. Alc.Anillo az.
vio.-ver.

Peptona MS:N9/0
MAzNlO Idem Idem Idem
D. .

Extracto de MS:N9/0 MA:N5/0
levadura MAzN10 Idem Idem

D.a.

Manita MS:N 9/0 MA:N7/0
MAzN10 Idem Idem
D.m.

Ranmosa MS:N 9/0 MAzN6/0
MA:H 10 Idem Idem
D.a.

Rafinosa MS:N9/0
MA:N7/0 Idem Idem Idem
D.m.

Arabinosa MS:N9/0
MA:N 7/o Idem Idem Idem
D.m.

Xilosa msm 9/0
MAzN7/0 Idem Idem Idem



Tabla 36 - Copa F 2-3 (Temperatura de incubación: 28°C)

Medios 4 días 7 días 14 dias 21 dias

Sulfhidrico - - - _

Pasta. de tomate MA:N9/0 Idem MAzN6/0 Idem
avena D.m.

Tiroaina. msm 9/0 PS:7,5 R 4/4 PS:7,5 R 2/1.
MA:N 10 Idem
PS:10,0 R 8/4
D.m.

Nitrato + + + *

Leche Leve ac. y coag.Ac. Ac. ‘Anillo ver-am.

Peptona MS:2,5 Y 8/4 MAzN10 Idem Idem
D.a.

Extracto de MS:N 9/0 MAzN5/0
levadura MAzN6/0 Idem Idem

D.a.

Manita MS:N9/0
MAzN7/0 Idem Idem Idem
D.m.

Ramnosa MS:N 9/0
MAzN8/0 Idem Idem Idem
D. .

Rafinosa MS:N9/0
MAzN10 Idem Idem Idem
D. . (z)

Arabinosa MS:N 9/0 Mmm7/0

MA-N 8/0 Fdem IdemD.m.

Kilosa MS:N9/0
MA.N 7/0 Idem Idem Idem



Tabla 37 - Cepa F 2-4 (Temperatura de incubación: 289G)
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Medios 4 dias 7 dias 14 días 21 dias

Sulfhídrico 1- + + _

Pasta de tomate - - - _
ayena

Tirosina msm 9/0 PS:10,0 R 5/4 PS:10,0 R 4/4
MA:N 10 Idem
PS:2,5 YR8/4
D.a.

Nitrato Reacción : + Reacción: + Reacción: + Reacción: +
PS:10,0 IR 5/8

Leche Coag.y ac. Idem Idem Pep.Anillo
ver.-am.

Peptona MS:N9/0 PS:7,5 YR4/4
MA:N 10 Idem Idem
D.a.

Extracto de MS:10,0 YR6/6 MA:N8/0
levadura MA:N 0 Idem Idem

D. I

Manita MS:N 10
MA:N 10 Idem Idem Idem
D. . (2 )

Ramnosa MS N 9/0 MAzN8/0 Idem Idem
D.a,

Rafinosa MS N 9/0 MA:N8/0 Idem Idem
D.a.

Arabinosa MS:N 9/0 Idem Idem Idem
D.e. (t )

Xilosa MS:I-I9/0
MAzNlO Idem Idem Idem



Tabla 38 - Capa F 2-5 (Temperatura de incubación: 289G)
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Medios 4 días 7 días 14 dias 21 días

Sulfhïdrico Reacción: - Reacción: - Reacción: - Reacción: 
msm 9/0 MA:2,5 y 8/4 MA:2,5 y 8/6 Idem
MAzN 8/0
D.a.

Pasta de tomate D.e. D.e. D.e. D.e.
avena

Tirosina MS:N10 msm 10 PS:2,5 YR7/6
MA:N 10 MAzN 8/0 Idem
D.m. PS:7,5 IR 8/2

Nitrato '+ + , +

Leche - Alo. Coag. Idem

Extracto de msm 9/0 MS:7,5 YR4/4
levadura MAzNlO Idem Idem

D.e.

Peptona MS:7,5 YR4/6 ps:7,5 R 3/10
MA:N /o Idem Idem
D.e.

Arabinosa MS:N10 MAcon centro
MA:N9/0 Idem Idem no.
D.e.

Ramnosa - MS:lO R 8/4
MAzlo YR 5/6 Idem Idem
D.e.

Rafinosa - - - 

Xilosa. MS:N9/0
MA:N 7/0 Idem Idem Idem



Tabla 39 - Capa F2-6 (Temperatura de incubación: 2896)

-lló

Medios 4 días 7 días 14 días 21 días

Sulfhidrico - - - 

Pasta de tomate D.e. D.e. Idem Idem
avena MA:2,5 Y 8/6

Tirosina MS:N8/0 MA:7,5 Y 8/4
mms Y 8/2 msm 9/0 Idem Idem
D.e.

Nitrato 1 - - _

Leche Ac. Ac. Gong. Pep.

Extracto de ‘ MS:2,S y 8/10 Idem Idem Idem
levadura MA:2,5 Y 8/6 D.a.

Peptona MS.2,5 y 8/12 Idem PS:2,5 I 7/4 Idem
MA:2,5 Y 8/6 D.a.

Manita D.e. ( á ) D.e. ( 1 ) D.e. ( 3 ) D.e. ( g )

Arabinosa D.e. ( 1 ) D.e. ( 3 ) D.e. ( z ) D.e. ( 1 )

Ramnosa MS:7,5/I 8/8 mm 5/0 Idem Idem: O

D.m.

Rafinosa - _ - _

xnosa m:2,5 Y8/10
MA:M7/0 Idem Idem Idem
D.e.



Tabla 40 - Cepa F 3-1 (Temperatura de incubación: 2890)
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Medios 4 dias 7 dias 14 días 21 dias

Sulfhídrico - — - 

Pasta de tomate - - - 
avena

Tirbsiná msm 9/0 PS:2,5 YR6/4 PS:10,0 R 5/6
' MA:N lO Idem

PS:2,5 IR 8/4

Nitrato + + + +

Leche Alc. Alc. Alo. Alc.Aníllo
ver.-viol.

Peptona MS:N 9/0 MAzN10 Idem Idem
D.a.

Extracto de msm 9/0 MA:N8/0
levadura MA:2,5 Y 8/4 Idem Idem

D.a

Dhnita MS:N 9/0 Idem Idem Idem
D.e.

Ramnosa MS:N 9/0
MAzNlO Idem Idem Idem
D.a.

Rafinosa - _ - _

Arabinosa msm 9/0
MA:10 IR 8/2 Idem Idem Idem
D.m.

Xilosa MS:N9/0
MAzNlO Idem Idem Idem
D.m.
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Tabla 41 - Capa F 3-2 (Temperatura de incubación: 28°C)

Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhídrico + + + +

Pasta de tomate - - - 
avena

Tirosina msm 9/0 PS:2,5 YR8/2 Idem MA:N7/0
MA:N9/0 PS:2,5 YR 5/4
D.m.

Nitrato + + 4 +
PS:10,0 IR 5/6

Leche - - - Anillo am-ver.

Peptona MS:N9/0 PS:7,5 m 4/4
MA:N9/0 Idem Idem
D.a.

Extracto de - — msm: 70levadura MA:N 0 Idem
D.m.

Manita _ — msm 9/0
MA:N 7/0 Idem
D.e.

Ramnosa - MS:N 9/0 MAzl‘I8/0
MAzN10 D.a. Idem
D.m.

Rafinosa - - _ _

Arabinosa — - MS:N 10
MAzN7/0 Idem
D.e.

Xilosa _ msm 9/0 MA:N7/0
MA:N 9/0 Idem
D.m.



Tabla 42 - Cepa F 3-3 (Temperatura de incubaciónz2890)
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Medios 4 dias 7 días 14 dias 21 dias

Sulfhídrico wm: 8/0 MA:N5/0
SH2: + Sflz: 4 SH2: + SHQ: +

Pasta de tomate - MA:N10 Idem MAzcentro N 7/0
avena D.a. y borde N 10.

Exhudado color
ambar

Tircsina ms:7,5 YR8/4 PS:2,5 m 7/4 Idem PS:2,5 YR4/4
mm 9/0
D.m.

Nitrato Reacción: + Reacción: + Reacción: + Reacción: +
001.131. PS:7,5 YR4/4
PS:7,5 YR 5/6

Leche Leve ac. Idem Neta ac. Anillo ver-am.

Peptona MS:N 9/0 Idem
MA:N9/0 PS:7, 5 YR 4/4 Idem Idem
D.a.

Extracto de MS:N9/0 MS:7,5 IR 4/4
levadura Mázfl 9/0 Idem Idem

D.a.

Maníta msm 9/0 MA:N8/0
- ¡mn-I 9/0 Idem Idem

D.e.

Ramnosa MS:N 9/0 MAzN8/0
MAzN9/0 Idem D.a. Idem
D.m.

Rafinosa msm 9/0
MA:N 10 Idem Idem Idem
D.m.

Arabinosa i'_íS:N9/0
MAzfl9/0 Idem Idem Idem
D.m.

Xilosa msn-19/0
mm 9/0 Idem Idem Idem
D.a.



Tabla 43 - Cepa F 3-4 (Temperatura de incubación: 2890)

-l20—

Medios 4 dias 7 días 14 dias 21 dias

Sulfhídrico + + + +

Pasta de tomate D.e. D.e. D.e. D.e.
avena

Tirosina msm 9/0 PS:2,5 IR 5/6 MS:2,5 IR 4/4 Idem
MAzN10 MA:2,5 YR 8/4

Nitrato — — _ 

Leche — - Leve alc. Alc.neta

Peptona msm 10 PS:7,5 IR 5/4 MA:2,5 Y 6/4 PS:10,0 YR6/4
MAzN 10 Idem
D.a.

Extracto de ' MS:N10 msm 9/0
levadura MAzN10 Idem Idem

D.a.

Manita MS:N9/0 D.e. Idem Idem
MAzN 9/0

Arabinosa - - - 

Ramnosa MS:N lO
MA:N 8/0 Idem Idem Idem
D.e.

Rafinosa - - - 

Xilosa



Tabla 44 - Cepa G 1-1 (Temperatura de incubación: 2890)

-121—

Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 días

Sulfhidrico g 3 1 1

Pasta de tomate MA:N10 MA:2,5 R 8/2 Idem Idem
avena D.m.

Tirosina MS:N10
MA:N lO Idem Idem Idem
D.m.

Nitrato PS:10}.YR6/6 Reacción: + Reacción: + Reacción: +Mmdmz

Leche Alc. Ale. PBp.y ale. Anillo az-viol,

Peptona msm 9/0 14mm9/0
D.a. PS:7,5 YR4/4 Idem Idem

Extracto de - - _ _
levadura

Manita MS:10,0 IR 8/6
MA:10,0 m 8/2 Idem Idem Idem
D.e.

Rafinosa - - - —

Ramnosa - - - —

Arabinosa — _ - 

Xilosa



Tabla 45 - Cepa G 2-1 (Temperatura de incubación: 2890)
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Medios 4 días 7 dias 14 días 21 dias

Sulfhídrico - - - 

Pasta de tomate - — - —
avena

Tirosina 133m 10 PS:2,5 YR7/4 Idem PS:2,5 YR4/4Om!

Nitrato Col.bl.
Reacción: + Reacción: + Reacción: + IReacción:-+

Leche Leve alc. Idem Idem Alc.y'coa¿.

Peptona bB:2,5 Y 8/6 MA:10,0 YR8/4
D.a. Idem Idem Idem

Extracto de mms Y 8/2 24.427,5y 8/4 MA:7,5 Y 7/4
levadura D.a. Idem

Manita - - MS:N10
MAzN 10 Idem
D.a.

Ramnosa — - _ _

Rafinosa — _ _ _

Arabinosa msm 9/0 MA:N9/0 Idem Idem
D.m.

Xilosa MS:N 9/0 MAzN9/0 Idem Idem
D.a.



Tabla 46 —Cepa G 2-2 (Temperatura de incubación: 289G)
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bbdios 4 dias 7 dias 14 días 21 días

Sulfhídrico — — _ 

Pasta de tomate — _ _ 
avena

Tirosina MS:N9/0 MA:N8/0 Idem Idem
0.a. PS:2,5 YR7/4

Nitrato Reacción: +- Reacción: + Reacción: + Reacción: +
Col. bl. Col.bl. Col.b1. Col.b1.

Leche - - Ale. y leve
coag. Idem

Peptona msm 9/0 :0;er 9/0 Idem Idem
D.a.

Extracto de mms ya 7/2 Idem Idem Idem
levadura D.e.

Manita MS:N lO MAzfl 10 Idem Idem
D.e. D.e.

Ramnosa msm 10 Idem 20:7,5 YR 7/2 Idem
D.e.

Rafinosa — - - 

Arabinosa — - _ 

Xilosa msm 10 Idem 11:41:718/0 Idem
D.m.



Tabla 47 - Cepa G 2-3 (Temperatura de incubación: 28°C)
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Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico Reacción: Reacción: - Reacción: - Reacción: 
ivíSfl-S9/0 ¡61:25 I 8/2 Idem Idem
MAzN9/0 D.a.

Pasta de tomate D.e. D.e. D.e. D.e.
avena

'I‘irosina 25m 8/0 Idem ;-¡s:10,0 R 3/4 PS:10,0 R 3/4
Mmm 8/0 MAzN6/0

Nitrato + + 4. +

Leche - Leve alc. Alo. Ale.

Peptona msn: 9/0 msm 6/0 Idem Idem
Ï'leN D-a.

Extracto de msm 9/0 msm 6/0 Idem Idem
levadura MAzN10 D.a.

D.e. D.e. Doe. D.e.

Arabinosa msm 7/0
mm 7/0 Idem Idem Idem
D.e.

Ramnosa — MS:N 0 - MAzN6/0 con Idem 
_ wm: 7/0 centro N 0D.gi

Rafinosa i t t i

Xilosa



Tabla 48 - Cepa G2-4 (Temperatura de incubación: 2896)

-125

Medios 4 dias 7 días 14 días 21 dias

Sulfhidríco Reacción: - Reacción: - Reacción: - Reacción: 
MS:N 9/0 Idem MA:2,5 y 8/6 dem
MAzNlO D.a.

Pasta de tomate - - - 
avena

Tirosina M :N 9/0 PS:2,5 IR 8/4 “5:2,5 YR5/6
MAzN9/0 r-m:2,5 ya 8/4 Idem
D.m.

Nitrato i 4 + -;

Leche — Leve ale. Coag. Anillo color
crema. Pep.

Poptona MS:N 10 MA:2,5 y 8/4 Idem Idem
MAzN 10
D.a.

Extracto de msm 9/0 msm 10
levadura MA:N9/0 MA:2,5 y 8/4 Idem Idem

D.a.

bhnita MS:NlO
MA:N9/0 Idem Idem Idem
D.e.

Arabinosa — - - 

Bamnosa MS:N 5/0
mm 9/0 Idem Idem Idem
D.e.

Rafinosa - _ _ _

Xilosa MS:N10
MAzN8/0 Idem Idem Idem
D.e.



Tabla 49 —Capa G 5-1 (Temperatura de incubación: 289G)
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Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico - - - 

Pasta de tomate - - MA:H6/0 Idem
avena D.m.

Tirosina 145:}:10 Idem PS:10,0 R 4/6 Idem
D.m.

üitrato Reacción: + Reacción: + Reacción: + Reacción: +
PS:l0,0 YR5/8

Leche - — o Coag.

Peptona 1-;S:N9/0 mm 9/0 Idem Idem
Lia. PS:l0,0 YR6/1.

Extracto de MA: N lO Idem Idem Idem
levadura D.a.

;nnita - - - 

damnosa - - - _

iafinosa - — - _

Arabinosa — - - 

Lilosa



Tabla 50 - Cepa G 8-1 (Temperatura de incubación: 2890)
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D.a.

Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhidrico + 0 o +

Pasta de tomate MAzN10 Idem Idem Idem
avena D.m.

Tirosine. gsm 9/0 241m:10 Idem Idem.m.

Nitrato PS:lO YR6/6 Reacción: — Reacción: i Reacción: t
Reacción: 

Leche Leve alc. Idem Idem Idem
Anillo ro-viol.

Peptona 143m9/0 mm 9/0
D.a. PS:7,5 ya 4/4 Idem Idem

Extracto de mmm9/0 mm 8/0 ¡mm 7/0 Idem
levadura D.a.

Manita — _ - _

Ramnosa msm 9/0
MAzN9/0 Idem Idem Idem
D.m.

Rafinosa HS:N lO
MA2N10 Idem Idem Idem
.eL

Arabinosa — — _ _

Xilosa msm 9/0 .-;A:N9/0 Idem Idem



Tabla 51 - qua G 8-2 (Temperatura de incubación: 2896)
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Medios 4 días 7 días 14 días 21 días

Sulfhídrico ¿ + + +

Pasta de tomate MAzN9ÁD Idem Idem Idem
avena .a,

Tirosina FB:H lO PS:2,5 YR8/4 Idem Idem
D.m. MA:N9/0 PS:2,5 m 6/1.

Nitrato Reacción: - Reacción: - Reacción: - Keacción: 
PS:7,5 m 5/8 Co1.b1.

Leche Ac. y coag. Idem Idem Pap.
Anillo ro-nar.

Peptona msm 10 mm 9/0 Idem Idem
D.a. PS:7,5 YR3/2

Extracto de ¿mas 8/0 Idem Idem Idem
levadura D.a.

Lhníta - - MS:N10
LuzN 10 Idem
D.e.

Ramnosa msm 10 MAzN8/0
MA:N 10 Idem Idem
D.a.

Rafinosa — _ - 

Arabinosa DB:N 10 MA:N10
D.e. Idem Idem Idem

Xilosa msm 10 una! 8/0
MAzN lO Idem Idem
D.a.



Tabla 52 -(Cepa tipo) Streptomyces olívaceus NRHL-BllZB

(Temggratura de incubación: 289G)
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Medios 4 días 7 días 14 días 21 días

Sulfhídrico — — _ 

Pasta de tomate — - — 
avena

Tirosina ¡45:129/0
MA:7,5 Y 8/4 Idem Idem Idem
D.e.

Nitrato - - — 

Leche - Ac.y coagul:. Pep Idem

Extracto de MS:2,5 Y 8/12
levadura MA:2,5 Y 8/6 Idem Idem Idem

D.a.

Peptona ;-.-:s:2,5 y 8/10 PS:2,5 Y 7/8
¡-m:7,5 Y 8/6 Idem Idem
D.a.

bhnita — - _ 

Arabinosa - — - 

Ramnosa MS:7,5 Y 8/8
¡uuu 5/0 Idem Idem Idem
D.m.

Rafinosa - - - 

Xilosa M327,5 Y 8/2
MAzN8/0 Idem Idem Idem
Dle.



Tabla 53 (Ceggtigo) Streptogïces diastaticus NRRL-l24l

(Temperatura de incubación: 289G)
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Medios 4 días 7 días 14 días 21 días

Sulfhídrico SH2:
MS:2,5 I 8/8 Idem Idem Idem
MA:2,5 Y 8/4
D.a.

Pasta de tomate o — — 
avena

Tirosina ¡‘IISzN10 P827, 5 m 8/4
MA:N 10 Idem Idem
D.e.

Nitrato - - - 

Leche - - - 

Peptona msm 9/0
MAzNlO Idem Idem Idem
D.a.

Extracto de MS:N9/0
levadura MAzü10 Idem Idem Idem

D.a.

Manita - - - 

Arabinosa Msn: 9/0
buzN lO Idem Idem Idem
D.m.

Ramnosa - — - 

Rafinosa - - _ _

Xilosa — Fm:N 10
MS:N lO Idem Idem
D.m.



Tabla 54 (Cegg tigg) Stregtogxces albus NCTC—1569

(Temperatura de incubación: 289G)
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Medios 4 días 7 días 14 días 21 días

Sulfhídrico sngz _ MAz2,5 Y 8/4 Idem Idem
Msn-J 9/0
10.:le 10
D.a.

Pasta de tomate - — - 
avena

Tirosina MS:NlO HS:l0,0 R 3/6 PS:l0,0 R 3/4
MAzN7/0 mm: 5/0 Idem

PS:l0,0 R 6/4

It + + ..,
Leche - — Leve ale. Ale.

Peptona. msm 10 ¡»isa-I5/0 Idem Idem
MAzli 10 mg}: 10
D.a.

Extracto de MS:N9/0 MS:N5/0 Idem mm 5/0
levadura MAzN6/0 HAzN6/0

D.a.

Dhnita - - - 

Arabinosa - msm 4/0
MAng 5/0 Idem Idem
D.e.

Ramnosa - MS:N 0
HAzfl 7/O,con Idem Idem
centro N O

Rafinosa - _ _ _

Xilosa - _ - _
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Tabla 55 (Cepa tipo) Streptomyces coelicolor. MOTO-2300

(Temperatura de incubación: 2890)

Ebdios 4 días 7 días 14 días 21 días

Sulf'nídrico SH2: - MSM!10
243:}:10 ¡“2,5 Y 8/6 Idem Idem
‘ :N 10
3.a.

Pasta de togate - - - 
avena

Tirosina gózN lO M3:u 10
MAzü 8/0 H4.N 8/0 Idem Idem
D.m. P5 2,5 11-7.7/6

Hitrato + + + +

Leche Leve alc. Alo. y coag. Idem Idem

Extracto de E-LS:IZ10 :-:s:7, 5 m 4/4
levadura Házfl lO kHzN lO Idem Idem

D.e.

Paptona ¡S:7,5 YR5/8 PS:2,5 YR3/6
MA:H 10 Idem Idem
PS:7, 5 a 3/10

Lhnita - — _ _

Arabinosa - MS:N10 kázcentro N O
MAzN8/0 Idem
D.e.

Ramnosa - ¡45:10 R 8/4
MAle m 5/6 Idem Idem
D.e.

Rafinosa - MS:10 R 8/4
MA:10 m 5/6 Idem Idem
D.e.

Xilosa - MS:N10
MA2N8/0 Idem Idem



Tabla 56 (692g tigg) Strepgggyces olivacegg¿ CBS94

(Temperatura de incubación: 2890)
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Medios 4 dias 7 dias 14 dias 21 dias

Sulfhídrico Sfiz: - SH2: 
MS:N lO MS:H lO Idem Idem
24mm9/0 r-m:2,5 Ï 8/4

Pasta de tomate - MA:N10 Idem Idem
avena D.m.

'I‘irosina msm: 10 PS:7,5 YR8/4 PS:5,G m 7/4
MAzN 10 Idem

Nitrato + + + +

Leche - - Alc. y leve
coagulación Idem

Peptona msm: 9/0 MA:2,5 Y 8/4
HA:N 10 Idem Idem
D.a.

Extracto dc msm 9/0 MAzN10 MA:10,0 YR 8/4 Idem
levadura MAzN10

D.a.

bbnita - _ - 

Arabinosa - — - 

Rafinosa - _ _ _

Ramnosa - MS:N 9/0
MA:7,5 YR 8/2 Idem Idem
D.e.

Xilosa — - _ _



Tabla 57 (Capa tipo) Streptomyces lavendulae NCIB9000

(Temperatura de incubación: 2890)
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Medios 4 días 7 días 14 dias 21 días

Sulfhídrico + + + +

Pasta de tomate - MAzN10 Idem Idem
avena

Tirosina ¡43:2110 ms:2,5 YR4/6 PS:2,5 IR 4/4
mm 10 2-”:2,5 IR 8/2 Idem

PS:2,5 IR 5/6

Nitrato — Reacción: 3 Idem Idem

Leche - - Alc. Alo.

Peptona msm 9/0 ¡.m:2,5 y 6/2
mm 10 Idem PS:10,0 YR6/2 Idem
PS:7,5 YR 5/6
D.a.

Extracto de MS.N9/0
levadura MA I 9/0 Idem Idem Idem

bhnita Pfizü lO
Mhz“ 10 Idem Idem FdemD.e.

Arabinosa — _ _ _

Ramnosa — _ - _

Rafinosa - _ _ _

Xilosa



Tabla 58 (Cepa tipo) Streptomyces venezuelae ATCC10712

(Temperatura de incubación: 289G)
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Medios 4 días 7 días 14 días 21 días

Sulfhídrico SH2: - SHQ: - SH2: - SH2; 
NS:2,5 y 8/8 m:2,5 Y 8/4 Idem Idem
w.er 9/0
D.a.

Pasta de tomate mm 10 m:2,5 y 8/4 Idem Idem
avena D.m.

Tirosina - _ _ _

Nitrato + + + +

Leche - Leve ale. Alo. Ale.

Peptona PB:N 9/0
HAzN 10 Idem Idem Idem
D.m.

Extracto de MS:2,5 Y 8/6
levadura MA:2,5 Y 8/4 Idem Idem Idem

D.m.

Manita — — - 

Arabinosa MS:N9/0
MAzü 10 Idem Idem Idem
D.e.

Ramnosa — - - _

Rafinosa — - _ _

Xilosa — msm 9/0
MA:2,5 Y 8/4 Idem Idem

oe.
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Tabla 59 (Cepa tipo) Streptomyces gyiseus. NCTC6961

(Temperatura de incubación: 2890)

ífi> Medios 4 días 7 días 14 días 21 días

Sulfhídrico Reacción: - Reacción: 
MázN 10 1.us.:2,5 y 8/4 Idem Idem
3mm 10
D.a.

Pasta de tomate — - - 
avena

Tirosina msm 10 msm 10 2.: ¡2,5 YR 5/6
MAzN10 i'-ÍA:2,5 YR 8/2 Idem MA:2,5 YR 6/4
D.m. PS:2,5 m 8/4 PS:2,5 YR 5/1+

Nitrato + + + +

Leche - - - 

Peptona MS:N 10 MS:N 10
mm 10 MA:5 y 8/4 Idem Idem
D.a.

Extracto de MS:N10 HS:N 10
levadura MiuN 10 LíA:2,5 y 8/4 Idem Idem

D.&.

Manita — msm 10
MA:N 10 Idem Idem
D.e.

Arabinosa - - - 

Ramnosa - MS:K O
mae 9/0 Idem Idem

Rafinosa - - — 

Xilosa _ - _ _



Tabla 60 (Cepa tipo) Stngppoglces rimosus CBS 95.

(Tiempo de incubación: 289G)
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Medios 4 días 7 dias 14 días 21 días

Sulfhídrico SH2: - SH2: 
msm 10 MA:2,5 Y 8/6 Idem Idem
MA2NlO D.a.
D.a.

Pasta de tomate - - MA:N9/0 Idem
avena

Tirosinn msm 10 i-íS:2,5 y 8/6 PS:7,5 m 7/6
mm 10 ¡vm:2,5 Y 7/6 Idem
D.e.

Nitrato + O + 4

Loeb. Ale. Ale. y coag. Idem Pep.

Peptona msm 10 MS:2,5 Y 7/6 ramo ya 6/1.
MA:N 10 MA:2,5 y 8/6 Idem
D.a.

Extracto de “Sam 10 MS:N 10
levadura MA:N10 MA:2,5 Y 8/4 Idem Idem

D.a.

Manita - — - 

Ramnosa - - - 

Rafinosa — - - —

Arabínosa — _ - _

Xilosa - MS:N10
MA:N lO Idem Idem
D.e.
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Tabla 61 (Cepa tipo) Streptomyces albosporeus. ATCC3003

(Temperature de incubación: 2890)

Medios l dial 7 días 14 días 21 días

Sulfhídrico SH2: 
MS:2,5 y 8/6 Idem Idem Idem
Mini-I 9/0
D.a.

Pasta de tomate MAzN9/0
avena D.m. Idem Idem Idem

Tirosina ¡»23:259/0 PS:7,5 yn 8/6
mm 9/0 Idem Idem
D.m.

Nitrato - - + +

Leche — - Ale. y coag. Idem

Extracto de MS:7, 5 YR 5/8 ¡—:A:10,0m 8/2
levadura. MAzn9/0 Idem Idem

D.a.

Peptona 148:}!9/0 HAle YR8/2
MAzN9/0 Idem Idem
D.a.

Manita _ ¡81321:9/0
Mázfl 9/0 Idem Idem
D.e.

Arabinosa — MS:N 9/0
MAzN9/0 Idem Idem
D.m.

Ramnosa - - - _

Rafínosa - _ _ 

Xilosa msm 9/0 MAle XR8/2
mm 9/0 Idem Idem
D.m.



Tabla 62 (Cepa tipo) Streptomyces rimosus. NCIB8222

(Temperatura de incubación: 289G)
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Medios 4 días 7 dias 14 días 21 días

&úfiúüfiw Süz- Shz- Shz- 3Q:
MS:2,5 Y 8/8 Idem Idem Idem
MA:2,5 Y 8/6

Pasta de tomate - MA:2,5 Y 8/2 Idem Idem
avena

Tirosina .. MS:10 YR 5/1.
MA2N8/0 Idem Idem
D.m.

Nitrato + á + +

Leche Leve alc.y Alc. y coag. Idem Idem
coagulación

Extracto de msm 9/0 ¡43:10 m 7/6 ¡»5127,5 YR7/2
levadura MAng7/0 zumo IR 7/2 Idem

D.a.

Peptona ¡15:10 yn 7/10 MSle YR7/10 “8,2,5 YR72¡4;ng 9/0 MAzN9/0 Idem m2, 5 y 8 8
D.a.

I-íanita — — MS:lO m 8/2
¡»amo YR 8/4 Idem
D.e.

Arabinosa MS:N7/0 “5:10 YR8/2
MAzs-z7/0 m: 10 YR 8/2 Idem Idem

D.e.

Ramnosa - 1 Col.
MS: lO YR 8/4 Idem Idem
mae YR8/2

Rafinosa - - 1 Col.
¡43:10 YR 8/4
MA:10 YR 8/2 Idem

Xilosa - msm 9/0 MAzlom 8/2
IdemMA:N 9/0

e
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Tabla63
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Referencias STabla 6;)

Esporóf: esporóforos

SHQ:sulfhidrico

P.t.a.: pasta de tomate-avena

Tiros.:tirosina

E.de l: extracto de levadura

Arab.: arabinosa

Raf: Rafinosa

Xil: xilosa

l)Qg;Qg: Color del micelio aéreo esporulante maduro, en medio de agar peptona, agrupa

do en series básicas de acuerdo con el esquema de Pridham y colaboradores (cita 45) a

saber:

Am: serie amarilla

B1: serie blanca

Gva: Serie gris verdosa-amarillenta

Azzserie azul (del azul, al azul verdoso, al verde)

Rozserie roja (rosa, rojo, lavanda, gris lavanda)

Gr: serie gris (gris claro, gris ratón, marróngrisáseo)

.* :Color en algún medio especifico, distinto de peptona.

2)Espgrófgros: de acuerdo con el esquema de Pridham y colaboradores (45)

3) Sulfhidrico z nitrato: ’
1 : positivo; - : negativo; i dudoso

4) Pasta de tomate a, extracto de levadura, gggtgga, manita, agabigggg, gamgggg,

rafinosa y xilosa:

- : negativo; + : desarrollo escaso; + + : desarrollo moderado; + + + desarrollo abunw

dante.

5) Tirosina: Pigmento melanoideo producido por acción de 1a tirosinasa.

— : negativo; + : escaso; + + : moderado; b + e : abundante.
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6) 2922

- : negativo; a: alcalinización; A: acidificación; C: coagulación; P: peptonización.

Analizando la tabla 63 encontramos que de las 44 cepas aisladas, 27 (el 61.4 Z) no

producían sulfuro de hidrógeno, 16 (el 36.4 75)daba-nreacción positiva y una sola

(2.2 %) daba reacción dudosa.

En pasta de tomate avena hubo desarrollo negativo en 19 casos (43.1 %), escaso en 6

cepas (13.6 í), moderado en 14 (31.9 %) y abundante en 5 (11.4 %).

En cuanto a producción de pigmento melanoideo en medio de tirosina por acción de 1a

tirosinasa, la reacción fue negativa en el 31.9 í de las cepas aisladas, escasa en

9 cepas (20.3 %), moderada en 7 (15.9 í) y abundante en 14 (31.9 %).

Se observó reducción de nitratos a nitritos en el 72.7 fl de las cepas estudiadas.

En leche, un 4.5 %de las cepas dió reacción negativa, un 31.9 %alcalinizó el medio,

un 11.4%dió alcalinización y coagulación, un 2.3 í alcalinizó la leche con coagula

ción y peptonización, un 2.3 %mostró alcalinización y peptonización sin previa coa

gulación, un 18.2 Z acidificó el medio, un 4.5 %mostró acidificación y coagulación,

un 13.6 %dió acidificación, coagulación y peptonización, un 9.0 acidificó y peptoni

zó el substrato y un 2.3 %dió coagulación sin modificar el pH.

En extracto de levadura y en peptona hubo crecimiento abundante en el 86.3 %y el 90.9

%respectivamente de los casos, demostrando ser los mejores substratos para el desa

rrollo de los Streptogxces.

En cuanto a los carbohidratos, el 41 %de las cepas no utilizaron manita, y el resto

lo hicieron con desarrollos entre escaso y moderado.

El desarrollo en arabinosa fue negativo en el 31.9 %de las cepas, escaso en el 25.0 %

moderadoen el 29.5 í y abundante en el 13.6 %restante.

En ramnosa hubo desarrollo negativo en un 20.3 %, escaso en un 22.8 í, moderado en un

25.0 %y abundante en un 31.9 Z.

En rafinosa no se observó desarrollo en 22 de las cepas estudiadas (50 %), siendo es

caso en 9 cepas (20.3 5) moderado en 8 (18.2 %) y abundante en las 5 restantes (11.4%).
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En xilosa hubo desarrollo negativo en el 18.2 fi de las observaciones, escaso también

en el 18.2 í y el resto se rapartió entre moderadoy abundante (31.8 í en cada caso).

En cuanto al color, predominaron las series blanca y gris, cada una con un 27.2 %del

total de las cepas, siguiendo en orden la gris-verdosa-amarillenta (15.9 5), la roja

y la azul (cada una con un 11.4 %) y finalmente la amarilla con un 6.9 ñ.

Conrespecto a los eSporóforos fue caracteristica la serie RFen e1.72,82 de los ais

lamientos, dividiéndose el resto entre MVy RA.

Hemosconsiderado de interés incluir las fotografías de las coloraciones de Gramy de

las colonias gigantes, comouna guia adicional para la evaluación de las cepas.

Efectuando un cuidadoso estudio comparativo con las once cepas de colecciones de cul

tivo oficiales y con los esquemas del Manual Bergey (3), de Pridham, Hesseltine y Be

nedict (45), de Gottlieb (100), de Benedict, Pridham, Lindenfelser, Hall y Jackson

(39), de Pridham y Gottlieb (38) y de Kurosawa, Kuroya e Ishida (125), se han clasi

ficado las cuarenta y cuatro cepas aisladas comosigue:

l) Capa l I: Streptomxces alggflavug - Segun:(45) y (3)

2) Cepg 2 I: Streptomxces alboflavu - Según: (45) y (3)

3) 9222_A_lll=

4) Cepg 5 I: Streptommces venezuelae. Según:(45) y (3)

Stre to ces bikiniensiP.Según: (45) y (3).

5) Ce II: Streptomces lavendulae. Según: (45) y (3), (38) y (125).

ó) Cepg 9 I: Streptomxces oidiospgru . Según: (45) y (3).

7) Cepg 9 V: Streptomxces griseolus. Según: (3) y (45)

8) Cepgll-I: Streptomxces coelicolor. Según: (3), (45) y (39)

9) Cepgl7-I: Streptomxces aureofacien . Según: (3), (39) y (45).

lO) Cepa 18-IX: Streptomxces viridocromogenes. Según: (3) y (45)

ll) Cepg 20-I: Vose logró clasificar. Según (45) pertenece a la Sección RFl Serie G23.

12) Cepa 21-V: Streptomxces viridoflavus. Según: (3) y (45).

13) Cepa 23-I: No se logró clasificar.Según (45) se ubica en la Sección RF Serie Gva.

14) Cepa 25-VI: Streptogyces grisegflavus. Según: (3) y (45).
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15) CepgA-l: Streptogxces chartreusis. Según: (45) y (100).

16) Cepg A-2: Streptgmxces olivaceus. Según: (45) y (3) y comparación con cepa tipo

NRRL 5-1125.

17) Cegg A-fi: Streptomxces chartreusi . Según: (45) y (100).

18) Cepg C-l: No se logró clasigicar. Según (45) pertenece a la Sección RF, serie bl.

19) Cepg 0-2: Streptomxces rimosus. Según: cepa tipo NCIB8229.

20) CeggE-l: Stregpggxces viridocromógenes. Según: (3) y(45).

21) Cepg Fl-l: Streptgmxces Carlsomg;;ug. Según: (3) Y (45).

22) Cepg F;-2: No se logró clasificar. Según (45): Sección: MV;Serie Az.

23) CepgF;-fi: Streptomxces griseof;avus. Según: (3) y (45).

24) CeggFl-4: No se logró clasificar. Según (45) corresponde a la éggggég¿_m!¿ggg;g_¿g

25) CepgF;-5: éïggppomyces griseoflavus. Según: (3) y (45).

26) CepgF;-6: Streptggxces fradiae. Según: (3), (45) y (38).

27) Capa F2-l: No se logró clasificar. Según (45) corresponde a la figggiég¿gï¿_gggy;JïL

28) Cepg F2_2: Streptogxces g;bus. Según (3), (45) y (38).

29) Cepg F2-2: Streptomxces griseoflavus. Según: (3) y (45).

30) Cepg F2=4: Streptomxces globigpgrus. Según: (3) y (45).

31) Cepg F2-5: Streptomxceg cgeLico;Qr. Según cepa tipo NCTC2300.

32) Cegg F2-6: Streptomxces glivaceus. Según: (45), (3) y cepa tipo NRRL B-1125.

33) Capa F}-;: Streptogxces ggggniger. Según: (3) y (45).

34) Cepa F3-2: Streptomxceg bikiniensig. Según: (3) y (45).

35) Cepg F3-fi¡ Streptomxces globigporu . Según: (3) y (45).

36) Cepg Ffi-4l Streptogxces ¿avendgiae. Según: (45), (3) y cepa tipo NCIB9000.

37) Cepg Gl-l: Streptgmyces abikgensis. Según: (3) y (45).

38) Cem G2-1: Streptomces ca;iforn1cus. Según: (3) y (45).

39) Cegg G2-2: Streptogïceg alggniger. Según: (3) y (45).

40) Cegg 62-3: Streptggyces leüS. Según (3), (38) y cepa tipo NCTC1569.

41) Cepa G2u4: Streptomxces griseus. Según (3), (45), (38) y cepa tipo NCTC6961.
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42) Cepa Gfi-l: Streptogxces abikoensis. Según: (3) y (45).

43) Cepg G8-l: Streptomxces bikiniensis. Según: (3) y (45).

44) Cepg 68-2: Streptomxces globisporu . Según: (3) y (45).

Sobre 44 aislamientos se encontraron 10 cepas únicas, 8 duplicadas, 2 triplicadas y

l cuadruplicada, correspondiendo en total a 22 especies distintas. Nose logró deter

minar la especie en 6 de las cepas aisladas, ubicándolas solamente en Secciones y Se

ries, de acuerdo con el esquema de Pridham (45).

La ardua tarea de clasificar especies dentro del género Streptomxces con la ayuda de

las claves hasta el momentoen uso, se ve dificultada por las variaciones en las ca

racteristicas morfológicas que sufren estos organismos por sucesivos pasajes en el

laboratorio.

Unejemplo de ello, ilustrado en la Foto 85, es la cepa ll-I, clasificada como¿33227

tomxcescoelicolor. En la ilustración, B) indica el desarrollo obtenido por siembra

en agar nutritivo (ver apéndice) de la cepa conservada en suelo estéril durante 18 me

ses. Las colonias presentaron micelio aéreo azul, micelio substratal rojo y pigmento

soluble azul intenso.

C) muestra un repique en el mismoagar nutritivo, ahora con micelio substratal blanco,

sin micelio aéreo y sin pigmento soluble.

A) muestra otro repique, en el medio usado anteriormente, a partir del original B), con

micelio aéreo y substratal celeste y pigmentosoluble azul verdoso.

La Foto 86 ilustra las reacciones bioquímicasutilizadas para la clasificación de las

cepas.
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6,VIII- Somergestudio al microscopio electrénico.

Contres de las cepas aisladas, la F2-4, la Fl-ó y la 23-1 se efectuó un breve estu

dio al microscopio electrónico, con el fin de conocer la estructura de los esporos

en lo que atañe a la presencia de apéndices característicos en su superficie (123).

Para la ejecución de los preparados se tomaron cultivos bien esporulados en medio de

agar extracto de levadura, suspendiendo un trozo de colonia en :a) agua destilada es

téril y b) tween-80al 1%en agua destilada estéril. las grillas recubiertas con una

membranade colodion fueron cubiertas con las suspensiones en los medios citados y lug

go desecadas durante 24 horas a 379Gfueron observadas al microscopio electrónico.

No se encontraron esporos en las suspensiones en tween 80, mientras que con las pri

meras se obtuvieron resultados satisfactorias.

Las fotos 87, 88, 89 y 90 corresponden a la cepa F2-4 (Aumento4x). La foto 91 mues

tra los esporos de la cepa Fl-ó. Las fotos 92, 93, 94 y 95 corresponden a la cepa 23

I, teniendo respectivamente los aumentos de 4x, 5x, 4x y 4x.

Agradecemosla colaboración de los Dres. Osear Vilar y Alberto Solari, de la Cátedra

de Histología de la Facultad de Medicina, quienes efectuaron las observaciones al

microscopio electrónico.
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FOTO 87 FOTO 88

u FOTO 90 FOTO 91 FON 92

FOTO 93 FOTO 94 FOTO 95
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¿21XInvestigación del pgder antibiótico de las cepas aisladas.

Para los ensayos del poder antibiótico de nuestros aislamientos se empleóel método

de screening por estria múltiple, ensayando cada organismo potencialmente antagónico

contra microorganismosGramnegativos, Grampositivos, ácido resistentes, esporula

dos, levaduras y hongos. Dichos organismos de prueba fueron los siguientes:

1)Escherign;acgg;i.ATCC 10536

2) Staphilgggccus aureus. ATCC6538

3) Micobactegigm pglei. (Colección Cátedra de Microbiologia - Facultad de Medicina

Buenos Aires)

4) Bacillus subtilis. ATCC6633.

5) Sacharomyces cereviciae (Colección Cátedra de Microbiologia - Facultad de Ciencias

Exactas y Naturales. Buenos Aires)

6) szchgphxton mentagrophïtes (Colección Cátedra de Microbiologia - Facultad de Me

dicina - BuenosAires).

Se prepararon cajas de Petri con 20 ml de agar nutritivo común(ver apéndice) adicio

nado con 5%de glicerina para permitir el crecimiento del M. phlei. En la parte mew

dia de la capa de agar se efectuó un corte en forma de canaleta, de 5 mmde ancho y

se rellenó con una suspensión de esporos de la cepa particular en estudio en el mis

mo medio basal. Luego de cuatro dias de incubación a 289G las placas fueron sembrah

das con los distintos organismos de prueba e incubadas durante 4 dias más a 3790. Se

tabuló en milímetros la zona de inhibición de cada microorganismo de prueba.

Los resultados se resumenen la tabla siguiente:



Tabla 64
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Zonas de inhibición en milímetros

Cepas de
Streptomyces

E. coli 5.aureus B.subtilis M.phlei ó.cerevi
ciae

Trych.
mentagr.

l-I
2-I
4-III
5-I
5-II
9-I
9-Vll-I
l7-I
l8-IX
20-1
21-V
23-I
25-VI
A-l
A-2
A-3
C-l
C-2
E-l
Fl-l
F1-2
F1-3
Fl-4
F1-5
Fl-ó
F2-l
F2-2
F2-3
F2-4
F2-5
F2-6
F3-l
F3-2
F3-3
F3-4
Gl-l
G2-l
G2-2
62-3
G2-4
G5-l
68-1
G8-2
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Observandola tabla se ve que 15 cepas no presentan poder antibiótico (9 de las cua

les corresponden al primer aislamiento y han sido conservadas alrededor de 18 meses

en el laboratorio, 14 actúan sólo contra un microorganismo, 8 contra dos, 4 contra

tres, l contra cuatro y una sola también contra cinco de los seis microorganismosde

prueba.

Solamente dos cepas de Streptomïces inhibieron el desarrollo de S ereviciae, tres

inhibieron al g¿ggli, lO al B ubtilis, 12 al Trjghophjton mgntggrgghxtesy 15 al

M ei.

La Foto 96 ilustra un ejemplo de Streptomzces sin poder inhibitorio sobre ninguno de

los seis microorganismos de prueba. Las Fotos 97 y 98 muestran inhibición sobre el

uchgmngn meanrthes y el Mlgei respectivamente.

En la Foto 99 se aprecia inhibición sobre el B.subtilig, el S.aureug y leve inhibi

ción sobre el S.ggreviciae. La Foto 100 ilustra la inhibición sobre E¿gg;i, S,aureus,

B,subtil¿g y Tr h n ment o h te y en la Foto 101 podemosapreciar una inhi

bición casi total de los organismos de prueba.

El númerol señala a E¿ggli, siguiendo en orden el S,aureus, B.subtilis, M,ghlei y

S,cereviciae. El Izzchgpgjtgn mentagrgphiteg se sembró en el lado opuesto.

Comparandolos espectros antibióticos obtenidos en cepas clasificadas comoespecies

iguales, puede inferirse la inutilidad del mismocomocriterio auxiliar en la clasi

ficación de Streptgmxcg. Asi, por ejemplo, las tres cepas clasificadas como5.9;gi

niensis inhiben al S a eu , pero una de ellas también inhibe al B.subti;ig y al M.

21142.

De las dos cepas clasificadas comoes el 8,;avendulae, una de_ellas tiene un amplio

espectro antibiótico mientras que la otra no manifiesta capacidad antagónica.

Discrepancias análogas se observan en el S ise flavus, S abikoen is, S.alboniger y

S,chartreusis.

Para finalizar digamosque el cepario se encuentra a disposición de los interesados.
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ó-X A n c - Medios d c t v (124)

1) ¿gar Hickez-Izegne;

Extractode1evadura................................. l g.
Extractodecarne.................................... l g.
SheffieldFarmsN: ZAminoA......................... 2 g.

Clorurocobaltoso.7 H20............................. 20g.
Dextrina.... . ................. . . .. ................... 10g.

Aglm destilada...OOJOOQUIOOIOOOOOOOI.Dooloooonooo-oolooo "llo

Agarcnoooooo.00.0.0000....00hilton-oooooooooonoooooc go

pH: 7.3

2) Medio e Carva c n aven

O O 0 O O Ü U I O O O U D O I I O U O O ' O fi O O O O C O C Ó D O 0 I O O O C Í O U Í I O O g I

W I OCUOOOI ’ ÜI OOI 0 I CO‘ 0 OOl OOOO. ÓC. OCOI . n11.

Agarooolooooaoooo oI oooOOOOOOODCOOOIIOII'I00.00.00... go
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Filtrar por lienzo antes de agregar el agua. El pHfinal después de la esteriliza

ción es 6.6.

3) as a a- ucosa.

Aummpn&.u.n.n.u.u.u.u.n.u.n.u.u.u.. QSg.
Extractodecarne................................... 2 g
Fosfatodibásico de potasio (anhidro)............... 0.5 g

D-glucosa........................................... lO g
Aguacorriente......................................1000 ml.
Agar................................................ 17g.
pH: 6.8

4) ¿gar a;g¿dón ggn sg¿es inorgánicgs

Solución I

Almidónsoluble........................... . . . . ...... lOg.

agua corriente.o¡tecno-0.00.0000...oooO-ooooooocoo-O5oo ml.



Solución II

Fosfatodibásicode potasioanhidro................ 1 g.

Sulfatodemagnesio.7 H20..........................1 g.
Clorurodesodio....................................l.g.
Sulfatodeamonio...................................2 g.
Carbonatodecalcio.................................2 g.
Aguacorriente..........................‘...........500 ml.
Agar.....,...o......................................20 g.
Mezclar soluciones I y II. No ajustar pH.

5) ¿gar Czaggk

Nitratodesodio.................................... 3g.
Fbsfatodibásicode potasioanhidro................. l g.

Sulfatode magnesio.7 H20... . . . .................... 0.5 g.

Clorurodepotasio.................................. 0.5g.
Sulfatoferroso.7H20.............................. 0.01g.
Sacarosa............................................ 30g.
Aguadestilada......................................lOOO ml.
Agar................................................ 20g.
No ajustar pH.

6) Mediode Pridham - gttneb (38)

Sulfatodeamonio................................... 2,64g.
Fosfatomonobásicods potasio....................... 2,38g.

Fosfatodibásicode potasio......................... 5,65g.
Sulfatodemagnesio.7 H20.......................... 1 g.

5H2OIOOCOOOCOOOOIOIOOOCIOOIOOOOUO g.

Sulfatoferroso.7 H20.............................. 0.0011g.
Clorurode manganeso.7 H20......................... 0.0079g.

de 7 H2oooooo‘oooooooflonooaoooonooo... go
Agar DirecoOOOOOOIOOOO.QOOOIIOOIOOOOIOOOOOlOIOOOOOOO g.
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Ag“destilada......‘.........I..’.OCCO......
pH: 6.8-7.0

7) ¿gar pggta de tomate-avena.

Solución I

Alimentoinfantil de avena.................... 20g.

Pastadetomate................................2O g.
Aguacorriente................................500 ml.
Solución II

Agar.......................................... 15g.
Aguacorriente................................500 ml.
pH: 6.8-7.0

8) ¿gar extracto de levadura.

Extractodelevadura.......................... 4 g.
Extractodemalta.............................10 g.
D-glucosa..................................... 4g.
Aguadestilada................................1000 m1.
Agar.......................................... 17g.
pH: 7.3

9) Qaiazyya .

Peptona....................................... 5g.
Glucosa.......................................20 g.
Gelatina......................................lOQ/200 g.
Aguacorriente................................1000 ml.
pH: 7.2

10) ¿gar ngtritivg

Peptona....................................... Sg.
Extractodecarne............................. 5 g.

Sodioo.O0.0IOOOOODOOOOOOOOOOOOOOOO.58.
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Agar...................................... 15/20g.
Aguacomún................................lOOO ml.

pH: 7.2-7.4

11) A822_A

Fosfatodibásicode potasio............... 0.3 g.

Carbonatodemagnesio..................... l g.

Clorurode sodio.. . . . . .................... 0.5 g.

Nitratodesodio.......................... l g.
Agar...................................... 15g.
Aguadestilada............................lOOO ml.

pH: 7.0

12) Aaaa_almlééa_l

Agar A + 1% de almidón soluble

13) ¿gar glucosa A

Agar A + 1% de glucosa.

14) Caldo nitratado.

Peptona.................................... 5g.
Extractodecarne.......................... 3 g.
Nitratodepotasio......................... l g.
¿gundestilada.............................1000 ml.
pH: 7.0-7.2

La aparición de color rojo por reaccioncon ácido sulfanilico y alfanaftilamina, 1n

dica la reducción del nitrato a nitrito. Si no se forma color rojo se añade una punta

de espátula de cinc. Si está presente aún el nitrato ae reduce a nitrito y aparece

el color rojo. Si no aparece después del agregado de cinc ello indica que el nitra

to ha sido completamentereducido a productos por debajo del nitrito.

825231125

A: ácido sulfanílico: 8 g. de ácido sulfanílico en un litro de ácido acético 5 N.
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B) Alfa-naftilamina: 6 gr. de dimetil-alfa-naftilamina en un litro de ácido acético

5 N.

Para efectuar el ensayo mezclar un mililitro de Ay un ml de B y agregarlo a un ml. de

cultivo.

15)m
Púrpurade bromocresol............................ 15ml.
leche..............................................1000 ml.
Esterilizar por vapor fluente durante tres dias sucesivos. Entre las esterilizacio

nes el medio se refrigera durante 3 horas y luego se incuba a 28°C.16)Mmmm.
Glucosa........................................... 7.40g.
Fosfatomonobásicode potasio..................... 2.38g.

Fosfatodibásico de potasio. 3 H20................ 5.65 g.

Lactatodeamonio................................. 5.40g.
Sulfatodemagnesio.7 H20........................ 0.98g.

Sulfatodecinc. 7 H20............................ll.5 mg.
Sulfatoferroso.7 H20............................11.1 mg.

Sulfatode cobre.5 H20........................... 6.4 mg
Clorurode manganeso.4 H20....................... 7.9 mg.

Aguadestilada....................................1000 ml.
pH: 6.9-7.0

17) BEBE

Cuñasde papa en solución fisiológica (8.5 g. de cloruro de sodio por litro)

18) Mgdificaggón 99 beggglct dgl medig Q2 Liggggbelg

Glicerol.......................................... 20g.
L-arginina........................................ 2.5g.
Clorurodesodio.................................. 1 g.

calCioooooooooooono.Oeoooooolooooohoo001g.
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Sulfatoferroso. 7 HQO......................... 0.1 g.
Sulfatode magnesio.7 H20..................... 0.1 g.
Agar........................................... 20g.
Aguadestilada.................................1000 ml.
pH: 7.0-7.219)WWW.
Fosfatomonobásicode potasio................. 2.38 g.

Fosfato dlbásico de potasio. 3 H20............ 5.65 g.

Sulfatodomagnesio.7 H20.................... 1.00 g.
Soluciónsalina............................... 6.25ml.
Aguadestilada................................1000 m1.
La solución salina contiene:

Sulfatode cobre. 3 H20...................... 102mg.

Sulfatoferroso. 7 H20....................... 176mg.

Cloruro de manganeso.7 H20.................. 126mg.

Sulfatode cine. 7 H20....................... 24mg.

Aguadestilada............................... 100ml.
pH: 6.8-7.0

20) Magic de ggnnett

Harinadesoya..............................lO g.
glucosa.....................................10 g.
Clorurodosodio............................ 5g.
Agua........................................970 ml.
pH: 6.8-7.0

21) Medioactivantg con glicerina

Glicerol................................... 20g.
Aaparagina................................. 2.5g.

SOdiOoooootootoonlooooo06.00000002g.
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FosfatodibáaicodepotaBiO.............................1 g.

Sulfatodsmagnesio7 H20...............................0.5 g.
Sulfatoferroso.........................................0.1 g.
Carbonatodecadmio.....................................0.2 g.
Agar....................................................20 g.
Aguadestilada..........................................1000 ml.
pH: 7.2

22)mm
Pbptona............................................. 5g.
Extractodecarne.................................... 3g.
Agar................................................. 20g.
Aguacorriente.......................................1000 ml.
pH: 7.0-7.2

23) Agar T¿;gsina

L( -) tirosina......................................l g.
AgarDifco...........................................15 g.
Aguadestilada......................................1000 ml.
pH: 7.0-7.2

24) ar hi rro má extrae d le adura

(Producción de hidrógeno sulfurado)

Triptona............................................. 20g.
Citratoamónicoférrico.............................. 0.5g.
Fosfatodibásicodepotasio.......................... 1 g.
Extractodelevadura................................. 1 g.
Agar.................................................15 g.
Aguadestilada.......................................1000 m1.
pH: 6.7

Observar a las 6 y 18 horas. La producción de hidrógeno sulfurado se evidencia por
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la presencia de una pronúnciada coloración azul-negra en el medio de.cu1tivo.

25) Medig bagal paga la utilización de cargghiggafig .

Idem medio 19, más el agregado de 2.38 gr./1000 de sulfato de amonio. Los carbohidra

tos se esterilizan por separado y se añaden luego al medio en proporción del 1%.

392;: Todos los medios mencionadosexcepto el de leche, se esterilizan a una atmós

fera de presión durante 20 minutos.
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