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LHIROPUCCION

Bl Doctorado on Bioguimica y Farmpola regquige
rey, como coronscidn del ulan de estudios, la prosefhtacién:de
una tesis a trovés de la cual el elumno pueda refliefar, en
un trubajo de investigacidn, los conocimlentos asimilidodien
el transcurso de su ecarrera,

Esta labor, nodesta, muy wodemta en’ todds sus
aspectos, enclerra los mejores afanes puesto.s’al servicio Ge
una finalidad dtil y prdetica, De ella, justo es dscirlo,:no
cabla esperar un descubrimiento o un hallazgop sensaciofial en
el compo clentificoj wenos afling no se pretendf{a agotar un tew
ma miltiple en sus posibllidedes, &in renunciamientos se han
sobrellevado todas las diflcultades y al final, como gsaldo;?tg
vorable, se ha gustado de la peqguefiay pero Peconfortante, sas
tisfaceldn del debor cumplido., 9S4 el camino recorrido-gipve
de referencia para otros gue andan por la misma sends ¥:isi:
‘Los prépbsitos y los desens de guienes confiaron en mi:tares
no han sido defraudados, @e hebrd recompensado, sobx!admpm?«*’
todo el eafuergo realizado.

La eleccidn del tema y la direccidh_,d!ﬁéﬁ“
sis pertenecen al Profesor Dr. Zenfn Lugones que supd, ScA#
nigualeble empefioy gularme en todos los momentos- de :miy LALORE



Sean estas palebras testimonio de reeonocimiento a su valice
s&. colaboracifn, a su suber y a su caballerosldad de howbas
de bien. yulero expraser mi agradecimiento a 1ng Laboratoe
rics 0.CE.Feley 4o Buanos Alres, que, genilimente, estuviés
ron & mi disposicifn y en los cunl»>s reslieé, en grah partey
wis Investijaciones con 12 inestimable sula del bréﬁﬁgc§:
Mindel, a cargo de la BSeacifn Roctariolnsia, de guiddiracibhi
onortunos conscejos y ensefianzas, Allf tnmbién cq}aborb, G
fleazrente, en las determinaciones quimicas, el Dr, Marie Mgm
glia, do la Seccién Controls En ésta’Faculted,Ila deetera
Alice Manini faecilitd, amablemente, la bdaquedn bi%liogxéfi~
Cae

A elloy y a todos los gque de una n Htra mane-i
ra hun participado de mis inquietudes les hago llegar, mieva
mente, mi agradecimiento sineers por todo cianto han hecho,
noral y materlalrmentes, nara que se realizaign mis asﬁﬁr@g;o&#
nes, Este trabajo les pertonacse Lonts oomﬁ a quidn tqu el
honoy de coneretarlo, Tal es el pensamiente y el sen%ir,
sin zlardes de falsa medestia, de quidn siempre pusd sus anhg

log a2l servicio del bien comin,
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ANTIAILTIGCOS
Lo GiLiCiDaiis

o3 efestos sntugbnicos de un orgenismo solwre’
otro fneroa ya observudug por varics lnveastigesderes en lod coe
alenzos de la aievoblologfe ¥ an tel sentido se redua¥dan tres
sjemples notables =mencionsdos per Waksmen (1)4

Tyndelly on 1576, obgservando budteriss y hongdos
quo crecfan en cultlvoz naturales, en medivs orgénleos, pudo
hablar de la lucha por la exiastencla entre la ’“Ba,c,tﬁr:!.a" .y"el
"Ponieillium®, comprobondo sue en alguncs btubos la "Bacteria®
producia ua Higmento verda TR gez‘).aralma:ite, nateba al "Pends
cilliwnn,

Un aito despuds, en 1877, Pfastewr com rcbd que
al adiclonar "elertus bacterlias comues® a ;Jn nadle; de- cultis
vo quo cnntonfa Recillus entivracls, se nroducfon nmodifYesclos
nes eir las cropledades putégelas del germen y has\;taf- 89.1nhiw
bla su crocimientoe Pensé que este antagouismo podfs. ser Gt
psra couwbatir eunfermededes, purp fué necesurio que jranstum
rrieran muchos atiog pera yue se cumplleran iss nregundlonts
del gran sublo fruncés.

‘En 1979, De Bary recaled el significado de las
interrelaaiones antagénicsas entre microorgaaismos, cuando dos

microorganismos crecen el el mismo substracto, tarde o temprae



no uno triunfa sobre el otro y lo mata,

Por otrs yparte, Babes (2) en 1785 estudil estve
fonémeno y demostrd que la accién antibneterial era debida 8
la formneidn de sustnncias de composicidn quimica :définida,
Dos afios mfs tarde, en 1887, Garré (3) introdujo &1 hétodo de
las diluciones seriadas psro ponor en evidencia la aAbeddn ane
tagbénica de un organismo sobre otro.

La primera aplicmcién prictica ag¢l dntagonismo
bactcriano fué la utilizacién, en los tanques sépticos,.de
gérmenes sapréfitos de la putrefaccidn par: destrulr los gér+
menes patégenos provenientes de las aguas closcales, tratas
miento que recibe el nombre de "deruracién blolégican,

Cusndo Koch, en 1881, introdujo en ia yrietigs
microblolégica los medi os de cultivo sélidos facilitéd a 105
microbiblogos el sislrmiento, el estudio morfolégieco, compore
tamiento, eto, de diferentes gérmenes rertenecigntes a-la-fIg
ra bacteriena del suelo. Gran nfmero de traobajos fuepmn reald
zados 1llegando a la conclusidn de ue, en general, no deébe-
considerarse sl suelo cbmo roservorio de gérmenes patégenos,
pues en su mayor rarte, los mleroorganismos queé osen:&. 63 son
destrufdos a corto plazo por la flora existente en’ el 'misto
Dichos g‘rmquﬁ,mueren, o pierden su viruleé&ia, ya gea por

que las condiciones del medic no les son favorables © por g+



2l sgente yroouetey de lo lojrs, los becilos tificos, dined

rico 0 coli, sborto erszodtice de les. buvinds, virus patégew
negy ote, in necensrio encluldr, sin emborgoy 108 Meim‘uﬁg
rindves como el Betotinicoy gangrenn gnseos:, carbldm y el Be )
botuliniceus que concerven wus proriedades potégongeen onhs:
condicionos.e

Fademng eonsiderny, tombléng, como-udigienplo
da nntagonieme bneterinno nl bheteribfngo (4) dogoulijerto ypor
PVbrolie yuién lo conmiderd un orginisme vive stimcrosoﬁpiw

o serejonte o los virus. En embioy dordet considorabn g gne
to sgo:te como uln ninge 81 bcteridfoge (5) ejerceria ou
accidn entogénico introduciéndose on el irotoplasma de wtro.
germent ¥ lo destruiria por ococifn ifticu.

Motohnikoff suponfa gue ol orgonismo savejecia.
ex)mo consecunndin deo lo rroduccifn de sustoncias bﬂgx!.esw’varii-
ginndan por ia flore normald del Intestino. Deento on gopas sy
1o8.ciones se omyd del estwdio de los formontos lfeticva.e
introdujny on torarfutics, ol loctobredllus bulgnricusd Colos
endo on locics motifiendrs actusb no s8l0 por cedio dal 4eide
1detico wue yrodnels sinc, topbidny por in formaciln da. dugw
toneing esyecinles. Afica rds torde fud reemrlazado. diohid igope
mon 10r el mollius ceildorhdlue (formento Meoetieo) bajo forma
do loc: g cupjadn, o on cultivo-gy ;rps Gue se impplontors el w;

eroorgrniago en el intectine y les feldos yroducidos por offe



tos fermentos, originaran un medio desfavorable rara el Ga--
rrollo y supervivencis de las salmonellas y de los bacilos dﬁ;

sentéricos,



2. CONCLPTO MODURNO

Desde que el término (6) "bilos™ significa vida
o matoria vivay, "antibidtico" es negsacidén o destigooién dels
vida o materia viva,

waksman (7) (8) y otros gugirieron,ién.J042,. el
término "antibibtico” y "efecto antibiético" e conadtidn edit
agentes antibacterisnos de origen microbiano. : I0gafti¥iétie
cos gon definidos (£) en la siguienteo format Bon syakantias ag
timierobionas producidas por microorgonismos, a menudeoxsl:setle
tido de este término ha sido ampliado pars inclulr sustanciés
anflogas rroducidas ror seres sureriores ve; etales .o snimales,

Y

Koftmer (G) dice: "Agontes an;l“.imiérobianos Pro=
ducidos por células viveg"™, ahora el término ontibibtico se y
ga en un 8entido mucho m4ds estrictos "son agentes-antimicro bHig
nos producidogs por bacteriss, levodurss, hongos y otros .vegeti
los vivos".

Fhilo (10) los define asi: "Entendemog -comd: gug
tancia antibibtica toda sustoncia orginiea producida por mierg
organismos no patégenos, que ejerce su accidn impidiendg:el
crecimient; o la actividad de wn segundo microorgsnismo-%Gahdo
se halle presente en un medio ayproplado yars elerecimients-o

para la actividad normel de ese segundo microorganismo®,



8, ANTIRIOTICUS IAS IMUCRIANIES
Gonglideraciones Qngnm:]égj,gaﬂ

No obstante heberse aislado una gian”oantldad
de. entibifticos sblo pocen se usan como agentes  teyapbutlcopy
como ejemplos merecen cliaxese la penlellina, -estreptonlolias

\ “ fea
ticotriszina, neomicina, nloromicebina v aureomioing,

8in considerar su importancia piddtadisine,
mhs blen, sizuicndo un orden cronoléglco, se exponfizdn los

descubrinientos mis Lmporiantos,

Bouchard {11} en 1829 observd que 1a Psoudoide
nas pyeeyanea ara antazdnien de otras esndeles baostsrianag,
‘Lz nrimera anlicacién {oranéutica £u8 hecha por Ermerich y
Léw (12) en 1899, utilizando cultivos de Pseudomonas pyocyas
neay que contenfian winclanaan que, sunronian de naturaleza en-

zindtiea y nodin curar el anvrax experinental,.

Bn 1012, Alshorg i Blaok (13) descilbleron o=
tra sustanoin antihidsicn que denowinaron Acido. nenfeflldo ¥
era projuelda por ol Peniclliilum puberulum y Peniaeflliumicye
clopium (14). Dicho nntlbidtico tenls accifn linmitada sontra
géruenes @ram positivos v nezativos slendos lLambidng ée%ivo

contrn levaduras.



Wredey s ¥y Strack, E. (16) on 1924, exteaw
Jeron pioclanina, ol eetcdo eristsalino, de cultivos de Paeudg’
monag pyocyanea. Fué activa contrn ciertos gérmenes Gram )y
(e N
_ oratia y Dath (16), on 1024, describleron Ja:did
ttnomicetiné”producida ror ceres de Actinomyces,. tosaorgquﬁ
mos productores de actinomicetina han rocibido m&unaaqun o K
naciones, la adoptada recientemente es la de Streptomidps-ale
bus G en honor a Cratin (17), Esto entibidtico es efigaz odrie

tra ciertos microorgonicmos Grem positivos y negativos,

Fleming (18), en 1¢20, descubrid en forme ca=
sual la penicilina importantisimo agente quimioterap;utico
producida por una cera de hongos, Penicillium, identificada
mis tarde como Penicillium notatum, Este antibidtggoéggtﬁa-
sobre gérmenes Gram positivos y algunos Gramfnegati;oaé; |

Hetherington y Raistrick (19), en 1931, &fila-
ron del Fenicillium eitrinum, la citrinina, eficaz sdbré tece
terias Gram positivas,

veindling y Emorson (20), en 1936, aislapéndel
Trichoderma lignorum, lo gliotoxina, en forma cristalingy:yiue
ojercia su accién sobre gérmenes Gram positivos y negétivos,
Tapbién actuaba sobre algunos hongos,

», Anslow y Raistrick (21), en 1038, describieron

."m
~
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la fumigatina un rroducto metdbblico elaborado por el Asperg;
llus fumigatus, sustancia que actuaba sobre ciertos gérmanpsf
patégenos de esrecies Oram positivas.

Dubos (22), en 1030, despuds de pacientes in-
vestigaclones, describié un nuevo entibiético eficaz conhrs

gérmenes Gram positivos, agente denominado tirotrisina’y i Q:la-
borado por el Bacilo brovis,

Waksman y Woodruff (23), en 1940, aisld:

irondel
suelo una especie de Actinomyces que pertenecia al tipo de:
Actinomycetes erombgenas, Posefa gran pofier bacteriostitico
“y bactericids y fué denominado Actinomyces antibioticua. Del
‘qultivo de este hongo aislaron, una sustancia agtiva quo, lug
g0 al estado cristalino, fracclonaron en dos y las dgnominaron
Aotinomicina A y B, Ambas eran antagénicas de gérmenés"“s'aram
‘positivos y negativos, siendo tembién fungistéticas.

Los mismos investigadores, Waksmoh:y, Wopdruff
(24)y en 1042, aislaron del Actinomyces lavendulae, 18 edtren
tothrloina que es aotiva contra gérmenes Grom positivos yrnsgs

Sy,..,

ﬁWlo

Tombidn en 1942 se ai8lo’ 1, GYaviformihdy.egen
‘te ‘eficas contra gérmenes Cram positives, Grom negstivos ¥y dl
;ma hongos. Ia claviformina deriva del Ponioillium ¢lgvie
,,v '\X

:orme y fué dgsorig’ca por Chain, Florey y Jennings (25)e

»
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Al oflo sipuiente, en 1943, de cultivos de una
cora de Aspergillus flavus, White y Hill (26), aisloron wna
sustoncin cristalina, el Acido asypergfllico, sctivd contra
ciortns bnetorias Gram positivas y negativae, Busﬁpi'apth (?7);
on el mismo afio y del mismo hongo, obtuvicron una:spstancia
gque denominsron flavicina, la cusl ejercia una,aceign még"ﬁé;'
cada que la penicilina sobre detorminacos organismqsucréhiﬁoa
sitivos,

Chrin, Florey, Jennings y Willioms (98)5 aisla
ron del Aspergillus fumigatus el fcido helwblico, bﬂjo forma
eristalina, eficaz contra gérmenes Gram positivos, Philpb’
(29), tembién en 1943, sefiald la rresencia del dcido gigéntie
co antibibtico semejsnte a lo penicilina, ¥ prod?cido yor el
Aspergillus gigonteus,

Trascendental fué el deseubrimienté'deiiauesd
treptomicina hecho por Waksman y Schatz (30) (31), en 1944 -}
tonida de dos ceias de Streptomyces griseus, La\estrentﬂmicin
na rosee actividad "in vitro" contra gérmenes Gram posltlvdh
negstivos, Ljerce sobre el Mycobacterium tuberculqsis\,_.;::‘a_s;pg_giaf
mente de la cepa humnna una potente accién bactericidalggbﬁ%ﬁﬁ‘
reostitica, Tambiédn es activa contra Ps.aeruginosa, Ser#égia
marcescens y Pacilo mycoides no ejerciendo en camblo apéfﬁg
contra hongos. Desde el punto de vista toxieolésico dirgmgq
que la toxicidad de este antibibtico es extremaedamente 325110



’*iﬂi,

la estreptomicina, industrialmente (32) y (33) se obtiene en
cultivos aereadosespitndes y cricteliza como sanl doble de es-
treptomicina,

Mao Keey Rake y Houck (34), en 1943:wuf£i&r¢-n
del Aspergillus flsvus una sustoncia con rropiedades b&ol6g1~m
cas senejontes a la yenleilins y que denominaron rlavicidin&,u
Ests poscias gran actividad contra orgonismos Grem: pos!ﬁlvas v

relative eficoeia contra bacilos Grom negativos,

Jansen y Hirschmann (35), aisloron 1a:snﬁ€ii1n%1
uns sustancis antibacteorial producida jor el boeilo auﬁﬁiit!%i
activa contres baocterlas Grsm positivag y ciertde,hong@quatéo.
gonosg.,

* Gause y Drazhnikovs (36), en 1944, a;blgion de
un gérmen del suelo, nerobio y esporulsdo un nuevo agente bac~
tericiday sl estedo oristalino, y 1o denominoron Gramieidina ﬂw
148 tarde Bhorkova y Brazhnikova (37) fdentificaron alﬂqgimey
productor del antibibtico como rerteoneci ente a una: anbponpqdiﬁ
del Bacilo brevis y qus denominaron veriedad Gause-ﬂraahqikovama

Lz gromicidina 8 ejerce su sccibn bacterlcida sobrcuaqgg@g];J

Gram positivas y algunas Oram negativas con la rarticularlﬂﬂi&

de conservar esta propledad 20n en rresencin de enldo nuﬁriﬁiﬁ,
i

suero y sangre hurana, Bs eficnz sobre el beello di*entéﬁ@bb

pero, en general, no rosgsee accién nontrzs los bacilos del gru-



=]l3m

ro tifico y rora tifico.

De diferentes ecras rerteneclientes al grupo B,
subtilis en cultivos surerficinles, ademis Ge 1l subtilins ha
sido aislada la bacitracina por Johnson, Anker y Meleney (38)
Esta ejerce su actividad contra microorganismos (Grem positivos
¥y algunos Gram negntivos tnles como el neumococo ¥y /el meningow
COCO,

Carter, Cottlieb y Anderson (39), aislayon un
nueve antibibtico, Chloromicetina, Ge un Streptomyce estrechae
mente relacionsdo con el Streptomyces lavendulue, productor dé
1» streptotricinae. La chloromicetina (40) es elaborads por el
8treptomyces Sp. en cultivos aereados sumergldos y se.obtiene
bejo formo cristsalina, Bjerce su accidn contrs bacterias
Grom negativas y rositivas y mareada actividod contra Rickette
sis prowazeki y algunos virus. Posee ademfs poeca t&&icidad
para el animal, Varlos investigndores (4l) reslizaron estudios
pera comprobsr la estruchurs guimica Ge la chlovomicetina y,
consepuldo esto, sintetizaron un producto que denominsron Chbw
romphenicol y que posefa todas las yropledades del antididtico
natursle Este ha sido el primer antibibtico importante obtes
nido por sintenis.

Del Stroptomyces aureofaciens varios inveptiga-
dores (42) aisloron la aureomiclna en forma cristalinae Bactew

riclogicomente sctfsa con mayor intensidad contro loa gérmenes Gram
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positivos que sobre los Gram negaiivos. Actué también contra
Rickettsia y algunos virus. La aursomicina parece ser mfs blen
bactariostdtica que bactericida (43).

Waksman y Curtls en 1915, alslaren del*svele ian
germen qus desigrmron como Actinomyces fradii, ahoma glasifics
do en el umanual Dorgey como Streptomyces fradise .“z‘;’ "Ea‘ga gernmen
produjo neomicina, un antibidtico descubierto en 1949yor Wakg
men y lechevaller (44) que es activo coutra grun nfmero de bag
terias.Oram positivas y negativas, pero cuya scoldn afdsnotdw
ble se manifiesta contra varias formas de Mycobacterium tubere

eulosls y otras Mycobacterias. No posee acella contra hongoss

Waksman y otros cclaboradorss (45) sislaron. del
Streptomyces lavendulse n® 3518, extrafdo del suelo, una suge
tancia semejante a la estreptotricina en cuante a sus propie-
dades antibacteriales y quimicusy perc menos téxie’a,. Y.la dge
signaron Streptotrlcina Vi Bzta sustancia e,jarég:,g;nwmd&w
ga accldn tuberculicida y tuberculostdtica contr_a.., aepes Ae Mirw

gobacterium buberculoslise Tambidn actla contra odbrtos: HopsEo
en Lorna intansa.

Entre los sntibiéticos podemos inolulr :sustane
cias antibaoterlalss producidas por animales y vegelales suliee
riores. A los del primer grupo pertenece la lysomyme, un' prive:



plo enzimftico descublerto por Fleming (46) en 1a eisH

BVO ¥y que tambidn fué alsledo de diversos humoress')f .
\1iva, etc. y de varlos tejldos gnimales y vegetaldse: W
elén bactorlclda sobre clortos microorganismop,..

be vegetcles suverliores, del unm‘gl \m
wallito y Bailey (47) aislaron 1a allicina, un- ageite’ollds:

ado gque ajerce accldn contra bacterias Gram posi¥ivas ¥ nee

Wivase



los agentes antibiéticos de origen mierobidho

pueden deriver de tres fuentes generaless Bacteriasy, hongox 'y

actinomycetes (48).

1) Bacterisa

las bacterias pueden ser: esporuladas.y uo espf
ruladase E1 grupe m4s imporiante es el formado por el .ampilo
género Bacilllus, esporulado, aeroblo, del oual han-§ido exe

traidas, entre otras, las siguientes sustanclast

ramicidina
Tirotricina

irocidina
Qramicidina S Baclllina
Subtilina Eumicina
Bndosubtilina Licheniformina
Bacltraclaa Colistatinq_,{.;-,:

Solamento la tirotriclna y sus dos cowmpquentes
han sidd estudlados extenslivamsnte y son uyiii'zadéhi, on Irebery
clones farmacduticas. Los otros son de or'lgen;'rféeianﬁeﬁ?‘&mw
conocimjentos que se poseen sobre su composicién quinica:y age

tividad antibacteriana son may inconpletos,



w12m

i {IGEN DACTERIANQ.
Nombre Origen Autar y afio Organiasmo- sensible
Plocianasa Psewdomonas Emmerich y L&w tfam (+) y (=)
pyocyanea 1399
Piocianina " wrede y Strack Principalmente
1924 Grem (+)
Tirotricina Bacilo Brevis Dubos, 1939 Gram (+)

Gramicidina " n Hotig%ss y Dubos Gram (+)

-

Tivocidina o " Hotchkiss y Dubos GQram (+) y algu-

1940 nos Gram (
Gramicidina 8 * %  Qause y Braghnikg Gram (+) y (=)
va 1944
var,Gausoe

Brazhnlkosa



2) Honzog.

Bste grupo incluye agentes entimicrobianos obe
tenldos de hongoss Pertenecen al mismo dos de las fuentes nés
importantes de agentes antibiéticos de gran aplicacién en @)
campo médico, las especies de Penicillia y Aspf:gillla

CUAIRO Ju.2

Nombre Origen Autor y aflo Organismo sensible
Ace.penicilico P.pubsrulum Alabeigls Black Cram (+)'y (=)
Ponioilina P notatum Fleming, 1929  Gram (+) y (=)
Citrinina Peoitrinum  Hetherington y  Oram (4)

Raistrick, 1931 |
Gliotoxina  Irichoderma Weindllg y Emere Gram (+) y (=)

lignotrum sony, 1936
Fumigatina Afunigatus Anslow y Reise- Oram (+)
trick, 1938 | |
Claviformina Peclaviforme Chain, f‘lo:re‘y y Gram (+) y (=)
Jennings, 1942
Aceasporgfllico Acflavus  Vnite ¥ giu Grem (+) y (=)
Flavicina A.flavus Bush y Goth Qram (+)

1943
Ac.helvélico A.fumigatus Chain, Florey Gram (+)
Jennings y Williams
1943
Ac.gigfntico A.gigontous Phllpoty, 1943  Gram' (4)

Flavieidina Aeflavus Mc Kee, Rake y  Gram (%)
' Houck, 1944
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3) Astinomycoteg
A este grupo pertenscen agentes que son produe
cidos por organismos del orden Actinomycetales (49) que ha @i
do dividido en tres familiass Mycobacterlaceae, ActinomWoefﬂw
ceae y Streptomycetaceas, comprendiendo los géneros Mycabapig
rium, Actinomyces, Nocardia, Streptomyces y Micromonosporums
Uno de los antibiéticos més Importantes correg

pondiente a los Actinomycetes es la estreptomioinae

CUADRQ e 3
Nombre Origen Autor y afio Organismo sengitle
Actinomicetina "Streptotrix® Ch'atig az Dath Gram (+) y ( =)
Actinomicina j Actinomyoces Waksman y Woodruff Gram (+)y (<)
antibioticus 1940
Actinomicina J Actinomyces Waksman y Woodruff Gram (+) y (=)
antibioticus 1940
Streptotricina Acelavendulae Waksmaxi ngm)odruff Gram (+) ¥y (=)
Streptomioina 8t,griseus Waksman, Schatz y Oram (+) ¥ {«)
Bugle, 1944 Weobacterl.aﬁ
Chloromicetina btrop’comyces,sp.(:artor, Gottliedb R A unog Gpa
Anderson, 1948/ ¥ («)aRd)
\ kottsiaa y a1-

g b
Aureomicina St.aurcofaciens RBryer,Schoenbach, A _uugnﬁa&;m
Chanxiler, Bllss ¥ l A=)
long, 1948

Reomicina Strefradiae Waksman y lechevy Yy
) lier, 1949, Wfsdhaetegim




Noxhre

Ploclanasa
Acldo ponie
cilico
Ploolanina
Actinonice~

" tina

" Penteilina
Clirinina

"@Gliotoxina
Funizatina
Pirotricine
Gramicidina
Toronidina

Actinonlei~
nnAya

CUARRQ K 4
¥ afia. scnalble
Pgeudononas Bouchard Grom (+)'y {4}
py»eyanas 11339 ‘
Pseudomonas  Frmerich y Léw  Gram (+) ¥ ()
pyocyanes 1309
Peniclllium Alsberg y DBlack Oram (+) v («)
puberulum 1913 '
Paendomonas Wrode 3 Strack Gran (1 y (=)
pyoeyanea 1984
Streptomyces Gratia y Dath  Gram (+) ¥y (=)
albus G 1094 .
Penieillium Flewing Grams (+)-y (=)
notatum 1929
Penicillium Hetherington y Grom (+)
eltrinunm Ralstrick 1231
Trichoderma Weindling ¥y Emerson Gram {+) y (=)
lignorunm 1936
Aspergillus Anslow ¥y Raistrick Gram (+)
funigatus 1908
Bacllo brevis Dubos Grom (+) ¥ algum
1009 08 (=)
Bacilo breovis  Dubos y Catténeo Gramy (;+5,
1240 ‘
Bacilo hrevis Duws y Cattaneo Gram"f%iﬂf%ﬁf&u~
1940 QO‘S‘M

Actinomyces

antliblotlicus

Waksman ¥ Woodruff Gram (¥)y. (=) ¥
1940 honges




Nonbre

Rstreptom
tricina

Claviformi-
na

Acido Asoep
gillico

Flavlieina

Acido hiele
vhlien

Acido
gighAntico

Estreptow-
nicina

Flavicldie
na

Suntiling

Gramicidina

8
Baeltracina
Cloromice=

tina

Aureomiclina

Heomicina

w2lw

Qrizen Autor Qrianismp
X a2lp senslble

Acbinomyces  Waksman ¥ Woodruff Gram (4) ¥ ()
lavendulse 1942 *
Penicillium Choin, Florey ¥ Jem= Gream (+), (<) .y
claviforne nings 1049 alpunos hmgos
Asoergillus Yhite y 11111 tirert () ¥ (=)
flzvus laan '
Aspergillus Bush y Goth Gram (+)
rlavas 1942
Aspergillus Chain, Florey, Jen- Orsm (+)

funigatus nings y Willians
1943

Asperzilius Philnot Gram (+)
giganbteus 1048 '
Actinoimyces Waksmwan y Schatz Grom (¥)y (=) 'y
grilseus 1944 Mycobocteris

Aspergiliug Mac Kae, Rake y Mouck Cream () ¥y (=)

flavus 1544

Besubtilis Jansen y Hirschmann Uenm £+) ¥ ale
1A gunns hongos

Bebrevis var. Sausce v Jrashnitova Gram (+) y (=)
Gouse~irazhni- 1944
kove

Besubtills Johnson, Anker v Mo
leney 1944

Stretomyces Carter, Gotilieb y

Grom €+)..¥. («)

Grom (+)y (=) ¥

8Pe Anderson 1943 Rlckettsia
Stropbomyces Bryer, Schoeabach, Gram (+)y ('-)'-";y
aurcof'aciens Chandler, Bllss y Riclketinia

Lon a 1%8
Gram (+)y (=).¥

Streptomyces Waksman ¥ lLechevae- :
lycobagtorium

dise lier 1049



Batreptotri-
“odna VI

Lysoxyne

Aglioina

¥ aiio
8treptomyces Woksmen, Swart y
lavendulae Hutchison
We 2516 1949
Clara de Fleming
huavo 1922

Alllum Cavelllto y Bailey
satlivun 1044

Ty,
"ﬂnﬁ:m a.. o

ﬁﬁﬁog’%‘w oo

erum
Sapréfitos

Gram (1) ¥ (<)
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a) ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS ANTIBIOTICOS

La composicidén quimica de los antibibticos Cs
sy variada no solo para antibiéticos diferentes sino tambidn
para las dlversas formas de un mismo antibiético, segfin que -
‘#llos sean producidos por cepas distintas de un mismo organig-
mo o en condiclones diferontes de cultivos Desde este punto
de vistg Waksman (50) clasifica los antibibticos en siete gry
post

1) Cuerpos lipoideos: pioclenass, y clavacinas

2) Pigmentoss ploclanina, prodigiocina, erisogenina, Clow
rafina, toxoflavina y ’ actinomioinae.

‘8) Polipeptidoss gramicidina, tirocidina, lisozima y aeti
nomicetinae.

4) Compuestos conteniendo azufres gllotoxinas

8) Compuestos ds tipo gquinonas: cltrinina, dcido penidfif
co, fumigatina y posiblemente penici

6) Bases orgénieas: estreptotricinae
7) Otros agentess: fumigacina, etce

La estructura quimica de numerosos antibidticos
ha sido demostrada y varios ‘han llegado a sintetigzarse. Cita=
renmos los sigulentess
Rdgedaninaz

la naturaleza qufmica fundamental fué establg
aida por Wrede y Strack (51) y més tarde le’ obtienenpar sintg



sis Kuhn y Valko (52) establecen que 1a frmula molecular
C13 Fjo ¥g0 o8 la mfis correcta y se representa por la sls
gulente férmula dessmrrolladas

0\\
D o isbémeros
I3
Acldo penicliicos "

Birkinshaw, Oxford y Raistrick (53) determi
naron la estructura quimica del 4cido penicflico y la sintesw
tizé (84) (55) Raphaele
CH C H

3~ co— B oy cagie— Ha\c—E——-éﬁ—_i’gu .
CHo= CHz" 0 lagtona
& .
&cmo.x quato (3’motox1<§ metilenA hexenoico en equilibrio tautoe
mérico con la lactonae

Penlodlinal

Las diferentes penicllinas (66) tienen la misma
estructura gemeral y varian soloren la naturslagza de la cadg
na lateral R« Referante a la nomenclatura existen diferencias

entre los autores norteanericanocs e ingleses,
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Relstrick (19) y otros investigadores establew
cen que la f&fmula de la citrinina ess

Collg
/

c
0=G/ COH

.
VAN

330 .g IO

HEC .

Ce COUH

Siletoxina
Johnson, Bruce y Dutcher comprobaron (§7) que

la férmula molecular de la gliotoxina ds Cy3H14Np0eSg ¥ adee:

nds, poco tiempo despuds, los mismos autores (58), presenta=

ron con clerta reserva, psrticulermente con referencis a la

disposicién de los 4tomos de oxfgeno, la fé&rmula sigulonte:
o=y

¥t g0

He—g /M—Chg
&  ~

3 e



Fumlgzatlag @
Raistriock y Baker (59) demostraron que la ese
tructura de la fumigatina es simllsr a la 3-hidrox!.-4-mtmd.

2=Stoluguinona y de £6rmula empirica Cgligly y la smterizhron.

i
- —OH
Q_.mna
0

Expansina, bhatulina @ slaviforminat
Ia estructura de la patulina fué demostrada par:
Birkinshawv,-Mlchael, Bracken y Ralstrick (60)e

|
Criighy et \

‘=$—‘-c
T 1\ o par alguna fof,
/ na tantémersne

uzo\ (/cn————c\



4cldo paoexglliicg s

En 1947, Dutcher (61) llegd a la conclusifn gque
la férmula del &cido aspergilico est

g
na
Glig— g—- c=0
e N\
\UB
Strestomlodng

Collg

( CpHigoUaha )

Kuehl (62) y otros investigsdores sugieren P8

ra la estreptomieina la sigulente £érmula desarrollada y Wry

ta:
i Cp1Baplz010
WH— C—tiilp
c
natin/ \?H 0 f}m
RN —HNG CHR.OH nr' 0 £H
gn \g/ ag—cfm /Ham?ﬂ
I O HooH
[ ]
CHg 0 R‘Xﬁﬁ
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Allicinas

Cavallito, Buck y Suter (63) dicen qus la eswe
tructura quimica de la allicina puede ser una do las cinco sL
gulentes |

A:'—ﬁ-— 8—A
) ¢
A—5—0—-8-A IX
A—8§—0—4
IIl
A—-S8—8—0—A IV
/
A— 5{\—& v
8 \

At representa el grupo alliloe
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b) Haturaleza de la accién antibidtlca. Clasificacidn segfin
238 criterlo.

los antibiéticos ejercen 1la accién antimicroe
blana principalmente por inhibir el crecimiento del germen que
le es antagénico faccibn bacteriostitica). Asf, Robinson y
Graessle (64), realizaron ensayos con la gramicidina y la tf
rocidina frente al Strs.haemolyticus, en caldo, variando las
proporciones del antibidtico.

La gromicidina en dosls tan pequeilas como
1 4g/ml alargaba el perfodo de desarrollo del cultivo a diex
horas, 16 4{g/ml no producfan efectos bactericidas en velinte
y cuatro horas los gue se obtenfan recidn con dosis de 641('3/;"
mle A los antibiéticos que actdan de esta mansra se dice que
son bacterlostéiticos,

la acoldén de los antibidticos puede ser més iff
tensa y producir efectos bacterigidas y bacteriolfticos evie
dentess la tirocidina con pequefias variaciones de su concens.
tracldén gotfa sobre ol mismo germen como bacteriostdtico o og
mo bactericidae. En concentracién de } ¢g/ml auwmenta la fase
lonta de crecimiento de Streptocoeus hemolitycus y en dosis
de 2 4g/ml ejerce una potente ascién bactericida.

El mayor o menor grado de intensidad de la ade:
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cién depende del niinero y naturaleza ds la bacteria sensible,
del estado de su desarrollo, de la edad del cultivo, de 1la cqﬁ
posicién del medio de cultivo o del substracto, del pl, de la
concentracién del antibibtico, etce
Asf strauss (65) demostré que la cantidad de
estreptomicine requerida para matar urs suapensién de Bacte
coli de tres horas era veinte y cinco veces mayor que la ree-
querida »ara matar un nfmero similar de organismos en caldo |
de corazdn.
Es importante el hecho que informan Currean y |
Evans (66) da que ciertos antibidticos cuando se usan eﬂ’bqn?
centraciones menores de las qus gotdan como bacteriost{ticos.
ejencen acceidn estimulante, La penicilina y 1a eatreptomig‘
na en pequeilas concentraciones, estimulan el ecrecimiento en:
leche estéril del Staph, aureus, Str. sgalactiae y mushos ore
ganismos esporuladose ]
Baséndose on estas conaideracionss han sidoAgi;
bididos (50) por la intensidad de 1a ecoién ens’
1) Prineipalmenze bacterioatdticons aetinamiéinao
2) Bacgericidas pero no bacteriélfticoss penicilina, plocianas.
sa, ploclanina, glio-"
toxina fumigacina y
clavaclnae.
3) Bacterlolfticos: gramicidina, actinomicetins y lisozimas
81 se los considera teniendo en cuenta la clas

P
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se de microorganismos, veremos que algunos antibiéticos actdﬁn
indistintamente sobre baclterias Gram positivas o Gram negatie
vasy aJemplo la estreptomicinn, la estreptotricina y cloromie
cetina actdan sobre clertas bacterias Gram (+) y (=), otvos
antibibticos, como la gremicidina actda sobre algunas bacte=
rias Grem (+)y la tircoidina y gramicidina § sobre determinas
das bacterlas Uram (+) y alzuwnos microorganismos Gram (~)y o=
tros por el contrario actfian selectivamente gobre determinae

dos gérmenes perteneclontes a uno de 1os grupos o a anboge

Algunos antibiéticos son eficsces contra bagie
los jcido-aleohol resistentes, pero otros no, ejemplo: estrepe
tomicina, estreptotricina, subtilina, allleinas Algunos afoce
ten en iguel forma los gérmenes aeroblos o anacroblosy mientras
gue otros actfian mejor scbre los primeros que sobre los soguli~
dos o0 reciprocamentes Ila penicilina es muy actlva sobre los
gérnenes Gram posltivosy aeroblos y anaerobiose Otros antie
biéticos son funglstiticos y afin fungicidas. Asf 1a gliotoxi«
nay, la subtilina, la eumicina, actinomicina, estreptotricina,
deido asperglllico y expansina ejercen accidén contra algunos
hongoses La viridina ejleorce gran aotivid;a funglstitica sobre
clertos hongose

Ademds algunos antiﬁiﬁticos, comno la cloromices
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tina y aureomleina actfian contra clertes virus y rickettsiss,

Otros como la eatrentotricina actfian contra levaduras,

Estas diferenclas de accidn pueden ser no 80e
1o cualitativas sino gambiédn cuantitativas,(9), pudiéndose
hablar de un "efecto bacterlostitico™ o "sspectrn antibidtie
co' queriendo significar asl la extensién de la accibén aniie
microblana o antibactoriana selectiv: de una sustancla dateps
minada cuando se pone en nrescneia de una serioc de bacteriad
u otros micreorganismos t{picos.

Fara que la aplicacién de un antihibtico se:gp
neralice en el campo médico es necesario yue ‘el nismo ejerza
una accldn selechiva, es decir, qie nate la célula bacteriana
pero que no daiie 1a célula animal. A4si la pen cilina y ese
treptomicina, ambas altamente téxicas para determinndas baotg
rias noseen npon~a toxicidad para la ¢élula animnl,

La tirocidina perteneco al tino de antibibtico
gue se designa como "veneno protoplasmitico" y actila tanto sg
bre la célula bacteriana commo sobre la animal. La accién
toxiea sehre la celula animal es, adem&s, selectiva asi, la
gramicidina hemoliza los gl6ébuloes rojos, mientras que sobre
otras cédiulas no ejerce.ayores efcctos perjudiciales, Se deow
duce adeids que esta accldén distintliva es también evidente

sobre los difcrentes ricroorg nismos,
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Dende ol punto da vista de sir tomieldad (50)
sobee el huesped 103 antiblo’tiros pneden sers

1) Fio téxicos o noseyendo -oquela toxi~idad: Penicilina, sfiri-
ning,' plocianasea,
plociantion, estyeg
tomieing y actind
ricotina,

2} Déudlmonte oxicnn? geamicidina, tlrooldinn ostrepiotridie
nay gllotodinne,s

A Altamante thricus: actintnmicinge
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DE ACCION:

Sin tener un mecanismo de accién deverminadoy
los antibibticos sarece gue actlan afectando diferentes méqa
nismos bésicos de la biolo:fa bocteriana. (9).

1) E1 antibibtico forma narte do un sistema enzimitico y pry
duce en ol medio n~nataneias como las peroxidasas que oxiw
dan a otras que en ¢l proceso de la nutricién celular haw.
bfan sido reducldas,

2) Por combinacién con algunas sustanelas integrontes del mg
dio de cultivo donde se desarrolla el germen y que en efiw.
ta forma impade que sea aprovechado por el microorganismo,

3) Por interferir ciertos mecanlsmos enzimitic: s esenciales
para nue el germen lleve a ¢aho an oroceso metabblico ime
nortante como el proceso resniratorio, con las hidrogengs.
sas o con la asimilacién de los fosfatos que acompafian la
oxidacién de la glucosa, ejemplot gramicidina,

4) Por alterar la tensién superficial de la bacteria. Algunoi\
antii 6tieos actfian como depresores de la tensibn superfle
cinl, ejemplot la tiroclidina,

5) La iaterf.Tencia que ejercen los antibibtlecs en el procg
so de in divisibn celular impidlendo la utilizacitn de los
grunos SH- indispensables para que Se realice esle proce=

50. Cuando un miercorganismo crece en un medlo inndecuado
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puede adquirir formas diversas, auwnentar de tamaiioy no poder
dividirse y finalmente morir, £l 1200, Emmerich y Saida (67)
adlclonaron Pse.pyocyanea a un cultivo de Beanthracls y dese
pués de unos dfas observaron que el Beanthracis tenfa la fore
na de un Bacilo hinchado y arrolladoy pero al efectuar reple
ques en medio nutricio fresco el gerwen adquirid su morfoloe
gla caracter{stica,

Gardner (68) oompr$56 que colocando penicilina
en peyuefias concentraciones en contacto oon cepas de B.antraxg
Setyphi y B.Subtilis en agary a8 la temperatura de 374¢C a las /
pocas hcras los gérmenes mostraron cambios pregerminaiivos, a=-
largéndose un poco e hinchéndoses Estas pequefias células ovol=
deas entonces pdsrden mks v mis sus caracterfsticas morfolde 7
gicas y en lugar de crecer como bastones, como ocurre en aue
gencia de dicho antibibtico, se vuelven anchas y esféricas see
mejéndo:. cocos y hasta algunss explotaron y se desintegraron,
dejendo leves trazasj como consecuencla de la accién 1ftioca,
quedd una pequeila masa ds grénulos,

6) Los antibiéticos pueden afectar la utilizacién de lss vitae-
miras por la bélula, corrientemonts a este mecanismo de neutrae
lizacién de una vitamina por un antikiltico se lo designa bajo

el nombre de Pantagonismo®,
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1ACIOY DU LAS JACTARIAG A LOS UILRIOTICOS

Algunos microorganismos que 2l ser tratados cdn
antibléticos detlienen su desarrollo pusden odquirir cleriairealy
tercia ¥y hests crecer en rresencia del agente bﬁGt@?iCi@&.' $$
rendcilina, el feido helvAlico, 1 plocianine ¥ of 0% untibiétié

cos, rueden origincr sArwvones rosistantes (69),

Klein y colabor~dores (70) relaten que cultivos
de 8, aursus en presencia do peniei iina, detienen su desnrrello
y mueren la mayorfa de los gérmenes, pero los sobrevivientes
se multiplican con gran rrpidez ¥y log subcultivos Ge los mibmoq

muestran ser muy resistentes =l antibidtico,

®B) 3, nureus (71) en rrosencia de fcido mico-
ferdlico se adaptn a crecer whs y mds répldomente en presencis
del antibiblico., Los organismos adavtados se muitiplican répie
camente ¢espuds de hacer subenltlvos. isis adaptzcidn fub fﬁc;}
mente reversivle. |

‘La resistencia adguirida ror un microorganismo
rs, en genorsl, especificn pars diclo antibiftico y por el conm
trario el geré@n ruede hsoharse hocho més sensible peva ofro Ay
tibi8tico (72). Fkn el casp del 8, sureus tue ~amulere rasiétéaéiﬂ
sora 1a penieiline stments su sengibllidad para e gliotax#ﬂéi

Loa modos de seeidn de Jos mantibléticor sor

-
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blen &lfaercnies, ya ¢ne un gerrnen puede hacerse resistente papg
unp de olloa o nava rarlos ¥y ser sensible n la aceldn de otro

antihibtico o de otrowm,
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7+ NUMENCLATURA,

Generalmente los antibidticos receiben un nom=
bre derlvado del orgnnismo productor, pero como algunos antibip
tlcos han sldo alslasos, por diferentes investignidores, de eapg
cles distintas de microorganismos no existiendo una rogla of]
¢ial para nombrarlos un mlsmo antibiético ha recibide varias g
nominaclones lo que da lugsr a confdsiones, Asf{ de varias ce~
nas de Aspergillus elavatus Waksman (73) y colaboradores (1943)
alslaron un antiblético que denominaron clavacinag, en el mismo
afio, Bergel y otros (74) alslaron, en forma cristalina , del A3
pergilins clavatus un antibldtico gue denominaron clavatinﬁ,
En 1942, Chaln,Florey y Jennlings (25) aislaron, bajo forma erig
taliua, del Penieillium claviforme la claviformina, Atkinson
(75) en el mismo afio alslé de un Penicillium no identificado
un antibibtico que denominé penicidino. Ralstrick (76), en 1943
aisld 1o patulina del penieillium patulum, Oosterhuls y Luyken
(77) de cultivos de Penlcillium expansum aislaron, bnjo forma
eristalina, un antibldtico que deneminarcn expansina y que Duyw
vené de 1t, en ‘1944, demostraron es idéntica a la claviformine,
Todcs ested antibidtlcos resultaron ser idéntlicos y el nombre
adoptade es el de expansina por haber sido descublerto con prio

ridad por Luyk en 1933,



8+ NATURALEZA DE LOJ SURSIRACTOS_EN QUE SE JRODUCEN LOS ANKEe
“I‘sm Irv% m g};vu [ﬁ'mpﬁ GFEHHESN“ELE E‘E- H[au‘ﬁ.

Gran nfimero de trabajos relatan lss propiededes
antagénices de nunerosos gérmenes aeroblog-esporulados que
han sldo aislados de una gran varledad de fuentes tales comod
suslos, aguas de albafial y aleantarillas, gquescs, estiercol,
etce Entre los gérmenes se citan el Bacile subtilis, B.mesenw
téricus, B.mycoides y el B.brevis, entre los més importantes :
(78)e

Asf de queso de Cantal, Duclaux en 1398 (79),
aisls bacteriass esporuladas a las que denomind "Tirotrix". DB
polve recogldd en Constantinopla, Nicolle, (80) en 1907 o0islé
una cepa de Bes subtilis que posefa propiedades bacterioliticas
contra gérmenes pertenscientss a grupos de: neumococos, antrax,
Shiga, estafilococo, B, sulpestifer y tifoldea.

Pringshein en 1920 (81), aislé una cepa de Bacillus
messntericus vulgatus que ejercfa efectos inhibitorios sobre |
gran variedad de bacterias y particularmente sobre Corynebactee
rium diphthertiae gue creafa en placas de agar.

En 1924, Much y otros colaboradores (82) ailslae
ron varlas cepas de B. mycoldas las cuales en caldo originaban
una sustancla con marcada at‘:o:ldn 1ftica gobre numerosos cocos
Grem positives y bacilos Gram negativos.

Un aii:: después, en 1925, Rosenthal (83) aislé



del suelo y materias fecales una bacteria perteneeiené‘?ﬁﬁ
po B.mesentéricus y que posefa la propiedad de lisar ba&tﬁﬂhi
vivas o muertns, Wamerosnas cenas del gruno subtills-mesenﬁih
ricus fueron alsladas y ensayadas contra las sigulentes h@ﬁtjb
rias: slete especles Oram positivas -« Staphylococcus aureus,, .
GSareina, Sarcina flava, Pneumococo tipo I, Stroptococeus virte
dans, B, diphtheriae y slete especles Bram nega?}vas - B.colir
B,typhis Beraratyphi B, B,disenteriae Shiga, B,nrodiglosus, B,
nroteus X19, Benyocyaneus, Los organismos vivos, Gram positis
vos, ensavados, fueron mas susceptibles a la acciln antazdniea
de los baclilos aerobios esporuiados que los gérmenes vivos Gram
nogatives, In eambio, todas las baeterias Gram (=) muertas
fueron mAs sensibles a la accldn de todas las cenas esporoformg
doras, micniras gue los miervorganismos Gram positivos, muertos
no fueron afectados,

81 bien los substractos origlnales han sido muy:
variados, actualmente al sistematizar el estudio de los antibif
ticos, los subsiractos se han tipificado y se pueden clasificar

en: guinicamente definidos y orginicos complejos,






Mientras Dubos (84) en el Instituto Pockefeller
e 4dedliceba s estudiar 1o sceidn '@ uns anzima oislads de un
germen telfirico, esporo-forrsdor, que digerfs el pnlisacﬁ;léo-
carsular del Fneumococo tipro IIX, tanto Yin vitro® como "iq;vié
vo'', pensd en 1a posibiliced de nislor otros evzimas ane no ‘solos
liraran sustanclas solubles y compuestos nislodos sino tamﬁiﬁﬁ
célulrs intsctas de espceles no relacionacas,

Fl mismo sutor (22) bsséndose en que las mrtew-
rias orgénicas sfindidas a los suelos, en genernl, sufren {rans~
formaciones por accidn de le flora microbiana existente en los
misos, supuso que agregfndoles a muestras Je suelos de reaccidn
noutra, cultivos vives <e gérmenes Gram positivos, podrfa obte-
ner uns cepa selectiva zningdnica de lns gfr w8 agregotiof.
Combind diferentes muestras de suelos, les adicion” fosfatos al
calinos, sulfato de aronlo y un exceso de carbonato de calclo
mantuvo en une humedrd del 70% e 1ncub6;; 30% C varians semansy
pars provocar la descomoslcidn de la g@@iriaﬁorgénica origie
nal., Aparte resuspendid en yequaﬁos'volﬁmgneé de sgua deétilé-
da, los sedimentos obtenidos por cenfé?fugaci&n de cultivos
en cz:ldo de estsfilococo, neunococo y estreptococo hemolftico

gruio A y los efiadld a lus ruestras de suelo. n5tos rocesos



fueron reypetidos en el transcurso de dos si'os en pariodpﬁfigggo
g lares de tiemyo, luego unn reguefin porcién de ente preparsdo

de suelo (2 g) f£vé apregedo a 10 en

del sigulente medios

HKPO,  1/20, HoNaPO, 1/30, 80,(Hl,), . 1/100 ¥y aguapotsble &l
gue se le habfan afindido las cédlulas vivas reo:perades de I%0ml
do cultivo de entafilococo, frncubncd 6n a 304 C cusrenta y gchq
horas, al final de este tiemyo se observd 1n clarificﬂcién—ﬁil*
cultivo, como consecuencin de la lisis del estafilococo y en'«lew
rorte superior del medlo de cultivo la presencia de una pei&cnu
1s membranosa caracteristica del crecimiento de un germen aeroe
bio, (stos repiques se efectusron veorias veces pars climinar Iae
ma Yo% par#e de lns caypecies ricrobianas primitivas,. Finalmen@@
ror siembras sobre sgsrepeptonado se alsld in germen bacilar Se-
roblo, esporo-formador y dotndo de jropledades 1ftie2s para vaw

riag_esrecles Gram positivas, este germen més tarde se lo clasi

fied en el Manunl Tergeye (85) en la Siguianﬁe‘forma:

Clase s Schigomycetes iifigell

Orden 1 Bubactériales Muchanan

.,,d%"*';%\??.

Sub=orden & Kubacterfinene
Famliia XI1I s Faclllacene Fisc!er
Género 1 & Bacillus Colwm
l14.Especie & brevis
Bacillus bhrevis Migula
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Slpominla® Baclllus centrosporus Ford. Primeramente fué desig

nado Bacillus Flfigge N? I, luego se comproh§ era i<

déntico al B.hrevis de Mizula,
DESCRIFCION DEL BACILO bro¥is,

Es un bacilo mévil, tomafio 4 x O...:{'(que se pre-‘
senta solo o agrunado en pares, con esporos centrales o su_bten
ninales, bacllos claramente hinelados durante el »roceso 'de ese
porilacibn, los endesroros cienen forma elirsoldal y un tamafio
Ge 1«1,3 nor 1,5 a 2 micrones, resisten temneraturans de 800 €
pero mueren a la temperntnra de ebullicibn, E1 comvoriamientd
de dicho goermen frente ol colorante de Oram es variable, asf on

cultivos j6venes es Gran positivo luaego se vuelve Gram negativoe

CRUCDMIBIIIGS DO

5@ observan bajo formas de colonlas clrculires
de 1-2 mm de dlimetro despuds de 24 h-ras de incubacldn & :§78Q;
plnnas, lisas, bordes perfectos, al principio de color blanot 'y
brillo perlade, frecuentemente con més -).ncubacﬁn- so torman da
color 1igeramente pardo amsrillento. Bon u!otiuc“ y estrice
tamente aeroblas, Nn este medlo genera fcido. mlrihidrico.

En Caldo simple:
Moderado enturbiamientos ligera pelicula on la

parte surerior y sedimento,
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Glficidog?

No produce fermentnciéne.
Riratog:

Rednce los nitratos
Gelating:

Liclia la gelatina.
fatalasat

Abundante nroducclén de eatalasa,
Observaclones derivadass:

Medlos contenlendo hidrolizado de caseina fcle-
dn al 1 %, a p H 7 e inoculados con B,brevis, incubados 3=-4 dfas
a 37°C en cultivos sunerficiales producifan la 1isis de suspens
slones de estafilococos y Dubos (22) comprobb que esa propiodad
era inherente a una sustancla gue se originaBa en el transcurse
de esa inéubacién Y la encontré en soluclién de dichos autolisae
dos y también en los cultivos jévenes (12-18 horas) encontrd.al
agente aetivo sobre los cuerpos bacterianos, El1 antiblético e=
ra precipitable a pH 4,5yese precipitado poseia las propiedadesn
del 1liquido original,

Bate antibibtico primerameénte recibléd el noribre
de gramicidina (86) por su actividad contra gérmenes Gram (+)

pero mis tarde Dubos y Hotehkiss (87) demostraron que cestaba
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formado por des gugianeliss n 1ag cualoes denominaren: a ung ghaw
micidina en honor a Grar ¥ o 1= otra tlrocidiusa »or su rontenis
do en el amino-fcide tirosine, 4 & snstancia midrs la rencws.
bpavorn Tirotricina, denonin~48n :me proviens de “"Tirotrix?™

dado nor Duelsux n 1ns ghrmenos sarohios esnsro-Iormadores,
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MEDIOS DE CULLIVO DEL DACILO BRUVIS PARA LA IRODUCCION PR
207 A

los medios de cultivo pore la obtencién de tie
rotricine se pueden dividir en la sigulente forma:

a) quimicemente definidos
I) Superficlales

Medlos h) orgdnicos complajos,
de
cultivo a) quinicomente definidos

II) Aernados
sumergidos
b) wrgfnicos complejos

a) Nedios guimicawente definidogs

En los medlos qifmicamente definidos se utilizan
como fuente hidrocarbonada t glucoss, lactosa, manosa, etd¢, cow
mo bsse nitrogensda t sales amoniacales tales como 1ac£éﬁo,.sug
clnato, SOZ, No; s amino - écido y diferentes seles minerales,

taies cOmaﬁ'POQHZK’ PD4IIK3, 304011’ SO{MH, 504Mg, Clgﬂa, otd,

b) Medies orefnlcos gompledom!

heses nitrogenadas: peptonas a partir de difew
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rentos sustanclas, como por eJemplo cltaremos: de caseina, Qe

higado de poreino, de curne vacuna, de estdirngo porcino, ete.

Fuente & srbonadn 2
Toles como dextrina, lactosa, glucosa,
ete,

A pesar da gue rare log e»ses rés simples ha
sido posible ajustarse a wna clasificncién de este tiyo, las
greesives incorroracinnes de factores a2 los medios de cultie
vo han hecho que se agncien n elemantos quimicavente definie
dos (nmino-fcidos, viteninas, snles minerales, eta.) y olwns
¢rogas de naturaleza complela (peptona, “corn steep”, Jjugo de

prensado de espdrragos, levaduras, eta.).



1) UERIOS DL QULTIVO Bl S BRPICIV

Fl medlo de anltivo utlilizado por Dubos (2§)
considtia en hidrolizado de cnseina al 1% en agua potable y:a
pH 7. Incubaecidn 3-4 dfas a 3I7?HC,

Lewis, Dimick y Teustel (83] utilizaron dos
tipos de medlo, uno a bhase de jugo de nrensado de espérragos:nom
mo compenente princinal y el oiro a base de "Bapto Triptona"‘n
otra fuente nitrogenada, mbs zluccsa u uvbros hidrateos de carboe
no fermentecibles y varias sales minorales, Luego de nunerosoa
ensayos, en los cuales veriaron los diversos cnmnonenna del me-
dio de cultive: la eantidad de muteria nitrogonada, hidrato de
carhono y de las diferentes snles minerales, asi como también
tuvicron en cuenta la temneratura, pH, Opy ete, llegaron & dess
cribir un medio de cultive con €l gue obtuviaron un rendimien@o
de tirotricina de 2 g/litro,

Ln eomposicién del nedlo de cululvo descripe

to por Levwis y sus colaboradores es el sliguientst 3
Triptona 1,5 %
Glucosn 3 %
PO4HoK 0,070 %
C1K 0,035 %
S04Mg. TH20 0,050 %
ClzCa 04025 %
Fo {oom 501 2 bibem
i



Temperat:ra 6ptima de ineuboeibn fué de 359C y el ajuste del W

a 745 Mué conclderado el mis satisfachorio,

II) JEUIUS DR GULTIVG ARREADOS

Para la produceibn en gran escnla de tirotric)
nae Stokes (89) utilizé un fermentador de acero inoxidable de
tipo especial y como medio de cultivo un medio sintético que pp
sefa como fuente nitrogenada, fcidos aminodes tales comos
d-l 4cido glutémico, (3 alonina, =1 fenil alenina, d-1 fcido ag
pértico, glicina, d~1 leucina, lenrolina, l=histldina, IC1 ¥
d«1 isolencina solos o en combinacién mis una mezcla de sales
inorgdnicas y coms fuente hldroearhonada glucosne

La composieién del nedio de cultivo es la sie

gulentes
d-1l &cido glutémico 0,25 4
glucosa Ol %
POgHK2 0,05 %
POgHoK 0,05 £
B04Mg, 7 Ho0 0,02 %
ClNa 0,001 %
50gFe, 7 HoO 0,001 %
504Mge 4 Ho0 0,001 #
(HoPOg) o Ca. HoO €.2‘§§rig;.sa‘

0. cuSePe 1l litro
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El pH se ajustn a 7, se esteriliza el medio. de
cultivo, se inocula con Pscilo brevis y se efvetia la acrea=.
eidn por :ssaje de 1,5 litros de aire ror minuto ypors ceda 8

litros de medlos La incubrcién se realiza a 374C, 3¢=-60 horas,

8tokes (20) (£1) en colaborncién con Woodward
dicen guee 1a tirotriclna es elaborada por el Bacilo brev%a tay
to en medlos surerficiales como eh medios eerendos sumergidos
siemprs que el medlo sea do naturaleza aintética y consistiens
do on asparragina u otro amino-dcido, glucoss y dlsiintss sas
les mirevnles, Contrarismente la tirotricina no ge formé en
cultivos aereados sumergidos cusndo el medio contenfa compﬁqg
tos nltrogensdos complejos,

Bl medio descripto por estos sutores est

Azparragina 04265 % o d-%0ido glutdnico 0,504
Glucose- 10 g

PU4HKg 0y85 V

PO4HEK 0,5 "

804Mge7 Hg0 0g2 "

C1Ha 0,61 "

S04Mn4 Figl 0,01 *

£0g4Fes7 Hao 0,01 "

(li9P04,)oCa « Fig0 2 ml de una solueién saturads

100 destileda £e8 ml
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La proporeién de alve insuflado fud de 1,6 1ia
tros por mimato para & litros de medfo. Ajuste del pH & 7. Oh
servaron yue la agitacidén y presién no influyen en ol aumento
del rendimiento de tirotricina. Con este medio obtuvisron un
rendimiento de tirotricina comprendido ontre 100300 mg por 13
tro de medio, luego de 3040 horas de incubacidn.

Estos mismos autores informan que no obtuvie-
ron resultados satlisfadtorios cuando utilizaron mediocs sin‘l

cos aereados sumergidos conteniendo mezclag de 19 amino-dcidos,

Applely, Knowles, Mc Alllster, Pearson y ihite
(92) comunican que en medio sintético conteniendo como base n:!.o
trogenada succinato de amonio obtuvieron muy buen crec:lmigq&o
de Bacilo brevis y un rendimiento de tirotricina de 0,5 g pr
litro. También usaron Grea en medio conteniendo guceinato de
amonio pero el rendimiento de produccién de tirotricina disminy
y6 a 0,2 g/litro. Ila adicién de biotina en proporcién &# 0,006
mg/litro originé un marcado aumento en la proporecién de ;L‘rg
eina hasta de 0,9 g/litro.

Ademds comprobaron que la ma§0r1a de las cepas
croc{an en medios de cultivo aereados swierzldos, contenlendo
fuentes nitrogenadas complejas, pero no produﬁian tirotricina
aunque una cepa originé ol antibidtico en una proporcién de

0,2 g/litro, on un medio peptonado,



EXIEAGCION DE LA TILOIRICTUS DE LOS LICUIDOS DE CULTIVO DEL
D I\QIIS! 'B‘?:.‘Sun?‘ . 7 ¢ 5

ILa activided brctericida del Bacilo brevis fud
primero defarminads en filie:des de cultivos autoligados. El pri
mitivo método de extraneeidn utilizedo por Dubos (22) consistia
en acidificar el liguido de ferventselén con il coneentrado ha;
to pH 4,5 v 6l jrecipiteado obtenido, constituido ror meterial
celular y la suatencls bocterieida, era redisuelto a2 p H 7, Reta
fué la rimer yroparacidn coneentrada del rroducto,

Fosteriormente,bui.08 en colaboracidén con Cate
tineo (€3), comrrobaron (uo el agente activo estf ssoclindo con
wie proteina y que tratendo el rrecinpitado con seetons clorhfe
drics se soluhiligava 1o freccidn antliibtica rero sdemfs se o}
tenia un precipitado que era de neturaleza proteica, solupip;in
agua, precipitable a pH 4,5 y nuevsmente soluble en exceso.de
dcido. KEsta sugstancia de naturnleza proteica no posee aqﬁtﬁ&g
dad antibacterial, ¥y la actividad bactericida de la fracecidm ug
luble en acetona es mucho msyor que la del cultivo 'bmto;_

Cusndo el extracto cotéﬂico es destilado a pra
sién reducida, en el balén de dostnacldx; queda un residuo ma=
rrén, insoluble en agua.pero muy soluble en acetona ¥ elcohole
Posen actividad bacteriolftica contra el neumococos y estofiloe

cncos ¥y rroteje las ratas contra infacciones experimentales,



Este preparado libre de protefna rotlems la actividod del YMqd

do original, tanto cualitativasente como cumxutativamntu;

#1 nxterial activo de 1a soluoldn acotdnica
puede ser urecipitado por adicién de 10 volfimenes do una golus
cidn acucsa de Cli¥a al 0,5 %. El precipitado filtrado o oentil
fugndo contions la ectividad buctericlda de la solveidn originsl
de ncotonase. Esta frnccilén activa es insoluble en éter aplft&f-:
c¢oy dtor de petrdleo, eloroformo, benzol, toluwol, ¥ también’”m;
aguae. Por el contrario es muy soluble y consorva su sotividad
en acotona, dioxano, alcohol, piridina y dcldo acético glaeials

S puede resumir lo expuesto en ol sigulente
esquoma

Cuitivo
C1H hasta pH 2 4,6
PE — .

Filtrado Precipitado
(innctivo) ¥

¥
* destilar
Resfduo de destilacidn

aguna o©lo dca

(insetiva) * +al

reaiduo - “Extracto
(1nactivo) alpohélico
+ ClRa

solneibic m‘l' esposo

h-ae:x::.
Iirotxiodna
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Otra técnica de separacifén de tirofricina de
mdios de cultivo, utilizada tambidn por Dubos y Catténeo ‘es la

iiguientes
El medlo de cultivo a base de triptona al i,

Incoulado ¢ incubado cuatro dfas a Ja temperatura de 37uC, fué
widificado con C1H concentrado a pH 4,8 y se obtuvo un prec:lpL
lado constitufdo por material celular y el antibibtico, El'pig
¥pitado es separado por filtracidn y el material qué queda an
rli filtro es tratado con acetona clorhfdrica y dejado 24 hw;é-
)n reposo, luego se filtra, el extracto ceténico es destilade a
wesiéy reducida y el resfduo que queda en el balén de dostilae
i4én es tratado con agua clorhfdrica forméndose un precipitado
)11 que se separa por filtracién a través de un i’!.ltro de Bfiche
wr, el filtrado es descartado y el precipitado ¢s desecado. al
racfo sotre PoOse E1 material seco es extrafdo varias vocon”""
on $ter sulfdrico y lusgo tratado con alcohol de 957 en el que
uedan insolubles algunas impureszas. la fraccidén insoluble se
lescarta y el matorial soluble en albchol fub praecipitado pwe
dicién dp agua clorhidrica filtrado por Bfichner y secado el vg
Mo. E1 procipitado seco tratado con/dioxano deja un resfduo
.;ngoluble que es descartado y el material soluble nuevamente.
wecipitado con agua clorhfdrica. E1 precipitado 66 secado al
racfo sobre Pg0ge

Se sintetiza lo dicho en ol siguiente esque=

ias



Cultivo
+ [C1H hasta pH 3 4,8
/ PP
Solueidn Proocipltado
(inactiva)
//4' ce\t:na-elorhidrica
Insoluble Solucién
(inactivo)

Dostilacidn a presién reducida
Reg{duo destilacitn

«— 1~tagua clorhfdrica
Solucidn {tad
(inactiva) Precipltado

dtor sulfdrico
Insoluble <—" \

{inactivo) Solucién

+a1qg;§ol de 95¢
Insoluble<— < |

(inactivo) ‘.‘élcrhidrm
Soluc1éy */Q ;Rad‘o
(inactiva) "dl

oXano'
Inno).nblo“/ hm@,
(tnactivo) o
¥ uf Qm.
T drica
Soluoidn Precipitads
(inactiva) de
Zirotricing

Hotchkiss y Dubos (78) separan tirotricina de
los lquidos de fermentacifn, siguiendo el procedimiento de Due
bos y Cattfneo pero hablendo introducido algunas modificacioness
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‘Bl medlo de cultivo inoculado, fué incue
bado a 372 C, seis dfas y al final de este tiempo se 1o udie
ciond HC1l concentrado hasta pH 4,7, se dejé 24 horas en ree
poso a temperatura amblente, luego se centrifugé, el ].Iqumo
sobrenadante fué descartado y al precipitado se tomd con 50 nl
de alcohol de 95%¢, por litro de cultivo orgginal, deja;.do en
reposo y luego filtrado a través de papel de filtro, o1 exe
tracto aleohélico se diluyé con 10 volfimenes de uns solucién
acuosa de ClNa al 1 por ciento obteniéndose un precipitado .que
contiens ol antibiético; el precipitado es gseparado por f£il=
tracién y desecado sotn;e Palg al vacfo.

Ia tirotricina (94) fué fracclodiaddi en dos
componentes aprovechando la diferente solubilldad de los mise

nmos en mezclas de acetona edter (11l).

Ios rendimientos de los precipitados (78),
variaron segfin la cepa que utilizaron para inocular ol medio,
asf, los meycres rendimientos los obtuv:leron con los si.guientcs,
oultivoss Bacilo brevis (BO), cultive T.C° (aislado de un queso
Turkish) y un cultivo IBa® (obtenido de aguas de albafial)e

&,

El esquema (95) de la separanidn es el sis
gulente s



thuitive

+Wﬂ1 Lt a5 1.: ‘%,'i’
(04 ( -‘r /

cantrifipnoidn

idguisdd rrecivinovin
schronsd-nta
(incetivo) rvhiol

L .
("'\l“}: HESW 8 ,;
filtvacidn

Resdduo $hsolunlin gxLr-elto aleohdlice
{1ﬁnctﬂvvj
+|918: a2 1%

Creoipeinds de

+ neotonm-ater (181)
rarte anivhin Jf’/-\\\*garte insvluble

erictelize de aristiilzo de
squtons alechol + KGX
Gramfelding Tiroeidins clorhie
drics
Shb 0 LG W8

Se trate la tirotrieine (©4) con vollrenes 3
gunles de ceedons «6%ur (1:1) en un recipilents que centicne pex

les do wvidrio y se ngits, so raslizen asd dos ¢ tres exizace
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cioren con 10 & 20 yrrtes de sdvente, se cepire 1a royor yafe
te de o gremlcidine  HSe evapors el oxtracto hosts consistone
cla gomogn y a8 dlsuelto en cinco veeas au eso de neatons Che
liente. Ia crictalizneidn es %otal en ypoasn hores, §La roerig
talip=oddn con  celoms hivviente ¥y levsdo 8n los aristales

con nacetons frls y eom &ter dn un producto de =21tn yureza,

08 cristnles de gramiciding ce rregenten’ boe
jo formas Qe nlnens lsnegolades y de contorno parecido a unh
lente bdlcenvexa. Cuonde o eristzlimnaifn se afactiiia Jentbm@g
te 1: zuntrg de los erist~les 2o vuelvon ractangnl~res, Deae
puds 33 warzicc erilatslizeicnag traoentan oomn orist-lag
déillirerte coloreados,

Con ente vrocedimlionto cze obtiene srroximadae
rnente 10-20 # de gramicldlina con resyecto » la tiretricina
brutz de gue 9e porie,

El residuo insoluble que queds cuando 5o 6xe
trae 1z gramicidina con la mezcla acetona-éter, se trats con
cuatro veces su reso de slcohol absoluto cmliente, lu sclucidn
es enfri{sdn y so le agrega, luego, slcohol clorhidrico. kn
esrg condivdones, Is tirncidina cristeliza bajn formes de agu-
Jos aprursdacy Jas enales son recristelizadas con pleohol mee
tilico. r

Con ests técnica deeklraccidn se obtiene un
remtmiento de tirocidina clorhidrics aue nscilz antre 40-60%

corgresrecto o 1o tiretricing brute de gre se parte,


rrrt.es

PROPINDADES ¥ NATURALEZA QUIMICA DE LA GRAMICIDINA

El punto de fusién (94) de la gromtcifiina oge
clla entre 230-231¢C (corregido) y 228-2809C (no corregido).

[ 125 \
Poder rotaborio:|d| = +5 (c=0,4% en alcohol ©52)
L D
[ 125
Poder rotatorio: qJD = + 246 (c=1456% en sleohol absoluto)
!

La gramicidina es soluble en alcoholes de
baja graduacién, acetona o dioxano dilufdos, 4cido acético y
piridina, Moderadamente soluble en acetona y dioxsno anhidros,

Es insoluble en agua, éter, cloroformo e hidrocerburos.

Cuando a una solucién alcohblica conteniendo
de 20-50 mgr/ml de gromicidina se diluye a 1 mgr/ml, con agua
destilada o solueién de glucosa, se forma una solucién opae
lescente, pero que no flocula, Por el contrario con solucién

de electrolito flocula rapidamente,

Tishler (96) y sus colaboradores cuando tra-
taron la gramicidina con 4cidos flavidnico y rufidnico en al-
cohol met{lico, obtuvieron flavisnato y rufignato de gramici=

dina al estado eristalino.
La gramicidina (94) (96) (97) coniiene C, Hy
Ny ¥ O y ol andlisis elemental revelé: Ceo,7 ll7,50 N14,8.



Ins deterndnacionzs dol peco moleculsr dioron resultndos difes-
renteg segfin 12 cclided del solvente orgfnico y 1m concantrae
eién, Asf el reso molecular (86) en nlesnfor oscild dlrededor:
do 1.400, Cunndo se utilizd (96) como solvente el ciclo-hasxsie
nol y el peso moleculsr se determiné por eriocscoria, los vilo=-
res obtenidos oscllaron entre &89 y 1,220y que dependieron de
1a concentracién de pramicidina utilizada, Cuando Tishler y
colaorsdores usaron fenol, como solventey sl F.M fué deo 864=
208,

Gordony Martin y sSynge (88) sugirieron que
estas variacliones en los valores del P.M eran debldas a pree~
sencia de sguas en la gramicidina que no habia sido sepsrads
completamente en los procesos de desecacién de la droga, ﬁsi,
por destilacidén gaotérmica (£6) oh metono-l, que separé el ae
gua, 416 volores del P.M mucho més sltos que los indiendos ap
teriormentey de 3,100,

1a gromicldina ($©) (1009 no tiene grupos dcle
dos ni bfsicos libres y por hidrélisis se comprovd gue es un
polipeptido y el total de N es explicsado por compuestosdaminoe
fcidos y por un 1l-2 smino slcohol, la presencis del mismo Ifué
revelads por trotaniento con Scido peribdico, 1i¥erd Nig ¥ a;a
dehido férmico. KL grupo hldroxiio del compussto umino-ale
cohol sge yraesume sca el respongabla de obtener un derﬂﬁado-a¢e€1

lado de la greomicidina. Syngs (101) identificéd al compudnto 12 g
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mino-hidroxi como 2 amino 1 etanol, ¥y que como minimo, la grae
micidina contiene dos residuos del mismo,

Iipmann, Hotchkiss y Dubos (102) realizaron s
ensayos enzimiticos tratando hidrolizados de gramicidina con
deamino 4cido oxidasa y comprobaron que @1 45 % de losqamino.
4cidos tienen la configwracién g.

la presencia de d-amino' ‘cidoa tu‘ GOnfirn:da
por el alslamiento de deleucina (99)(100) y de -1 valina. (9is

Hotchkiss (99), Christensen y colaboradores
(100) efectuaron valcraciones ;uantitativu de algunos 4e-Joi
amino #cidos de®la gramicidina, pero anflisis més vastos fuse
ron realizados por Gordon, Martin y Synge (98) por particidn

cromatogrifica de acetil derivados de los amino-4cidos, prepae
rados como indica Gordon (103).

Por hidrélisis profunia de la gramicidina se
obtuvieron las siguientes sustancias que Juntas responden al
dato del N total obtenido en el anflisiss

6 loucina (d)
6 triptofano (1)
5 valina (d1)
3 alanina (1)
2 glicina
2 etanoleamina )
14 estructura molecular (58) de la gramicidl



na podrfa eonsiderarse como un gran ciclo-peptido formado por
1a unién de 24 resfduos, con pérdida de 22 moldculas do agua,
22 de los cuales serfan O amino-fcidos y con un peso molecular
aproximado de 2790, Hotchkiss (99) y Synge (104) di:een que
la manera en la cual los resfiduos nitrogenados estén condensados
para dar la gramicidina neutra es un pro?lema que no ha sido
dilucidado hasia el presentes

El método de particién cronatogréfica fué uti
lizado por Gregory y Craig (1058) con solucionss de gramicidina
eristalina en diferentes solventes y obtuvieron por lo menos
cuatro componentes: una fraccidn de gramicidina que cuandp erig
talizé en acetona did cristales en forma de bastones y con up
punto de fusidén: 268-2599C y que denominaron gramicidina J.
Otra fraceidn que cristalizé en finas hojas y cuyo punto deé £y
sién fuds 227-2289C, y la llamaron gramieAdina 4. Ambas pop
cionas revelaron por espectros de absorcidn triptofano pero lia
gremicidina ) aparentemente reveld el mfs alto porcentajes las
otras porciones que contenfan mesclas, ten{an menos triptofance

Tiras de papel para anélisis cromatogréfico
(106) revslaron que la gramicidina 4 ¥ B contehfans glicina,
alanina, valina, leucina y triptofance



La tirooidim elovhidrica (37) »rinuranents
ful denowinads doldo graninfeico.

& puato de fusldn os (34) de 240:C (con déle
.composieidn)

, 25
P oiar rotaterio t[O(L = » 1010 {C13en alcohnl de 954)

Ia tirocidina olorhfdrica es soluble en aluodd
les ailufdes, Scldo peético y pirldina. Moderademsnie soluble
on alocholes ankldroy acutena © agune Xnscluble en dtery olg
formo 8 hidrodarbiurise

Cristelliza en soluciones olorhidricss de ale
cohol etiiino y reti{lico,

Anfiisin elemmnteles realizados nor lotohiish
y Dubos revelaron los sisunlentes valcoress

G596 Bgr Wisa Clgg

ogston (97) Lntontd determinar ol P¢M ds la
tircetdine on feide acdilco dlluido, usunds la ultracentrifye
¢ ¥ 108 velorTes considers ofcomo probables oscilaron enive
IGG0 g BUGO,

La tiroetding (87) es un polipdptide bisico
conteniendo anino grupos litres ¥ un pKY eoroxinado do By8

pmann, HotohKiss y Dubos (1ug) demustraron
sue o) 208 de los(amino cidos tienen la contigswreeiln ge



Por hidrélisis (£€) (100) feidr de 1a tiroci@i
na ge Gerostrd 1z reseuci» de triptolfsno, tirosins, fehil alas
nina, Tendna, un oldeo dicarvoxflico (on prete foldo oeonfitico),
Nlg y buses nitrogen-ias yreoclpits bles con foidoe fms?9~tﬁngsﬂiqpq

Grydon goilahoracares (LOT7) ectudicron losg
productos de hidrélisis dalda de le tirocidine, ror particién
cromotogrifica sohre god Qe si{lice, seperaron ¥y earscterisaron
los acelll derxivados de: Hirosing, ilenllesnlonina, louclnay proe
linz, vnlinay ~2nitina, Acido gintfmico y Yembién freacciones
que perecisn centencr dclae asypiriieo y triptofanc,

Do ertng aminoefeidos 1o fentl alanine verteng
efr 18 deconiipura~i8n y los dends (exconelln del trirtefano
cuyas actividnd ne fud deberminada) avan de la forma J.

Chrigstensen, lizman y Hegnted (108) comprobae
ron in existencla, en los hidrolizados ds tirocidina, del 1=
fcido aspdriico y gque el (triptofano tenia la configurscién .

La moléculs de tirocidina (97) tlene cerca de
20 nolsculss de amino-&cides yue se unen con pérdids ceo 22 Mo=
léculas de agua, Le férmuia empdrics egs CyonpilgaNaglog. 2HCL
y FM 3 2546,

2 tricvofuno (1) 2 ornitina (%},
2 tirosina (1) 2 valina (1)

{
3 £onilealaminz 1) 2 rroling (1)

2 leucina (1) 2 4cidn aspirtien (1)
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2 ficido glutimico (1) 3 smonfaco

2 cloro

Hotchkiss sugirid que la tirocidina es un clwes
clo~poptido en el cual dos de los amino grupos<gde la ornitinag
de la eaden» lateral, estén libres y son los gue ge combinsn
con el K1l y tres de los grupos carboxilicos de los aminoaécﬁé“
dos di-carboxilicos estén combinndos como (=CO~Nig) amidss con’
el NHg., Esta distribucién deja un grupo carboxilico libre.fped'
ro no ha sido establecido con certeza, 6in embrrgo ha sidO'gqg
mostredo en forms evidente que los grupos fenélicos de los ie§£§
duos de ls tirosina y losé;amino grupos de los residuvos de orni-

tina estfn realmente libras,

Ls nfs probable unidad molecular (£9) de la tie
roeidina serfs ls -resencia de 2 amino grurosy 3 amido grupos,

un déhil grupo esrboxilice y oiro fendlico,



ACCION DE LAS ENADMAS SOIRE LA IIBCQIRICINA. GUAMICIDINA. ZIRO-
CIDINA.
La tirotricina (22) resiste la accidn enziméty
ca de la tripsinas cristalina y oruda, pepsina y quimotripsie
nae Iratada con (27) tripsina, papafna, erepsinoy proteasa

de origen bacterlal, precipita pero no es digeridae

Ensayos semejantes se hioieron sohre tirotéu#L
nay gromicidina y tiropidina a varios pH y con tripsina crue
da, pepsina y papafna. También mostraron ser resistentes a la
aceidn enzindtica (99).

Este modo de comporterse frente a las enzlings
ge eree es una oongecuoncia del gran contenido en amino-4cie.

dos de configuracién g, también llamedos "no naturales® (97),
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MECANISMO DE ACCION. ZOAICIDAD. APLICACIONES.

La tirotricina (22) al actuar sobre orgsnismos
sensibles a su acclién produce 1llsis de los mismos, pero esta
aceldn se la considera como un proceso secundario gue conciep
ne a las enzimas autoliticas de los gérmenes que son puestas
en jusgo al recibir la accidn primaria causada por el antlﬁnﬁ
ticoe |

Iy gramicidina y tiroecldina poseen propiedades
antibacteriales pero difieren en muchas propiedades no solo
quinicas sino también bloldgicas. La tirocidina (109) inacti
va completamente los sistemas de éxido-reduceién de las célus
las sensibles. la gramicldina causa solo una limitada injue
ria a las oélulas bacterianas ¥y ya puede estimular o deprimix
algunas de las funciones metabdlicas segfin la composicién del
medio en el que actda.

Hotehkiss y Dubos (94) dicen que la tirocidina
es semejante a los detergentes catifnicos on sus efectos soe
bre la tensién superficial, y puesto que muchos 3&£ergentes
catiénicos son bagtericidas, esta similitud podrfa ser signie
ficativae

Heilman y Herrel (110) al mismo tiemp%ﬁd?mogé”

traron que la gramicidina tiene una menor pero definida. ece
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cién depresora sobre la tensidn superficial, cuando esie ae
gente se encontraba en soluclones acuosas, solucién Tyrode o
solucidén de ClNa al 0,94 pero cuando se aumentaba la solubilj
dad de la gramicidina por adicidn de 10% o 28 de glicerina y
5% de alecohol lcs descensos de la tensién superficial se ae
proximan a los de la tirocldinae

Estos mismos investizadores también comprobae
ron que al calentar la gramicidina perdfa sus propiedades dag
tericidas y hemolfticas pero no la activided superficial y ae
si, pensaron que las propiedades citadas en primer término son
nds especificase

la gramicldina (111) es bacteoricida en peguee
ilas concentraciones, para bacterias Oram (+)j en las mismas
dosis es hemolftica pero no se observan efectos téxicos para
granulocitos, fibroblastos o células de la serie linfoideg.
Estas cualidades: a) actividad baotericida, b) actividad hefig
1ftica, ©) pequefia toxicidad son caracterfaticas de algunas
sustancias llamadas detergentes y la gramiciding procede como
un detergente aniénico y es neutralizada por un détergente~q;

tiénico como el "Fhemerol",

Blinnikova (112) dice que la tirotricina ademés
de inhibir la enzima de-hidrogenasa de la gluoosg,“hctﬁﬁ;g&bra
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el écido glutdmico, alecohol etfliieo, 4cido ldstico, fumisico
y acético,

Macheboenf (113) afirma que la acclidn antibibe
tlca de la tirotriclna no puede consldararse como una simple
modifizacidn de la temsién superficial y accidn 1litica, sino
aue 63 una acclén mucho mds compleja, compreniiendo una ace
oidn inhividora dcl metabolismo de clertas reacciones enzimfe
ticase Asf por ejemplo: comprobaron que la tiroiricina inhie
bla la acumlacidén del deido adenosinetrifosférico duwrante el
proceso de glucollsis y tambidn impedfa la formacidn del piry
vato (no actfa sobro la formacidn de otros dsterses fosfdricos
derivados de glucidos)e FPor el coutrerlo sobre al mecanlsmo

de los mononacleotidos ejerce un efecto estimulantes

La gramicidina (110) presenta una especifioidad
de accifn antibacteriale En general no afecta los gérmenes
Oram (=) en cambio la tirocidina es efloaz contra bacterias
Gram (+) y (=)o

La tirocidina ejerce su accién badi¢tricida atn

en presancia de grandes cantidades de sueroce

La tirotricina orwda parece ser mucho més ace
tiva que 1o que podria esporarse de los componentss al estado

eristalinoe.
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Dubos (114) y Cattaneo (93) comprobaron que eg
te agente protege ratas blancas infeciadas experimentalmente
con diferentes cepas de noumococcs virulentos, tipo I y iII,
estreptococo hemolftico virulente del grupc A y C y a veces
hasta se observan efectos euwrativos contrs infecciones estae
blecidese

lierrel y Hellman (115), usando la técnica de
cultivos de tejido, observaron los efectos bactoricidas de la
tirotriclna, gramicidina y tirocidinas lLa gramlcidina posee
un efecto mfs marcado contra las bacterias Gram (+)e¢ la tirg
tricina "in vitro" es hemolftica y esta accidn se debe a la
gramicidina, la tirocidina no parese ser muy hemolftica, Por
el contrario, Rammelkamp y Weingtein (116) dicen que la ace
cién hemolitica, de la tirotricinay reside primordialmente en
la fraocién tirocidina, aunque la gramicidina también exhibe
un definido efecto hemolftico. la adicién de pequaiias cantie
dades de glucosa inhiben muy ligeramente el orqug hemolftico,

La gremiciding y tircoidina no pavésen produs
cir alteracionss importantes sobre los glébulos blancose

Henle y Zittle (117) comprobaron qus la tiroe
tricina detiens la respiracién y destruye la motilidad del eg

permatogoide de los bovinos,
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Varios investizadores se han dedicado a experi
menter sobre la tirotricina tratando de disminuir o neutralie
zar la accidn hemolftica. Asf lewis (118) y colaburadires en
Bgtados Unldos, observaron gque el formol disminuye ia activie
dad hemol{tica original en un 80-90% pero paralelamente decrg
ce la actividad antiblética en un 6Cfe Este hecho fué el In-
dice para buscar agentaes que se combinaran con la gramicidina
y dleran un producto soluble en agha, meros téxico y con alto
poder antibactorianoc.

Fué preparado un derivado suecfnico (119) de
la metlilolegramicidina, que tiene una actividad antlbacteriae
na mucho mencr que la gramleldina pero poses propiedades hemg

liticas y téxlcas mucho mis déblles,

Skadhauge (120) combiné la tirotricina con el
cloruro de cetilepiridinium y obtuvo un producto que tiens la
ventaja de ser soluble en agua, sunque la actividad antzbiéﬁg
ca "in vitro" es menor que la de la tirotricina pqﬁ*rao |

Lawrence y Thompson (121) han empifkdo glucosa
perou la cantided necesaria para proteger 1?3 glébulos rojos.

son excesivas para ser introducidas por via endovencsa.

Las aplicaclones terapduticas (122) de 1la t%e
rotricink estén restringidas al uso local, en aplicaciones td



«73=

picas e irrigaciones en cavidades cerradas que no estén en cg
municacién con el torrente sanguineo y siempre que hayan sido
atacadas por microorganlsmos Gram positivos, inclusive- los
neumococos, estafilococos, estreptococos, bacilos diftéricos
y otros,

Dubos (123), Rammelkamp, Weinstein (124) y o=
tros mostraron yue la gramicidina es ineficaz por via intravg

nosa, intramusculer o subcuténea y que ademfs es téxica,

.
wright (]126) comunica que este antibiético no

ejerce accidn bactericida cuando se administra por via rectal.

Rammelkamp y Weinstein (126) encontraron que
la tirotricina en pequeiias cantidades e3 bactericida contra
el Le.acidophilus ™in vitro" pero no ejerce efectos sobre el
misio organismo cuando se administra por boca a animales, En
las cantidades ensayadas: la tirotriocina no produdo.iasionoec
en el tracto intestinal,

Es eficaz para el tratamiento de las osteomie=
1litis (6). También en el ompiema ¥y los abcesos ablertos del

pulmén causados por estreptococos y neumococos.

También se emplea en (127) (128) otorrimolarip
gologfa, oftalmologia, lesiones de la plel y tejidos plandOSo



7

Resultados satisfactorios fueron obtenlidos por:
Rapallini (129) en odontologfia en 2l tratamiento de los cone

ductos radiculareg,
Plpor (3) ha encontrado que en clertas infec-

cioues pidgenas e@s sy actlvae

Reilly (130) mencliona el empleo ¢e la tirotrie
cina sn la cistitls tuberculosa y comunica que los resultados

fueron muyy lnconstantuse

Tratamientos efectuados en (131) la colitis ul
cerosa crédnica con tirotriciunu dieron resultados satlsfactoe

rlose
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A) QULTIVC D& EACILO [RAVIS

1) Origen de la gepas

S8e realizaron siembras utilizando varias
cepas de procedencla Argentina y de los EE.UU, Los ensayos
definitivos se efectuaron con la cepa de Bacllo brevis (IG)
del United States Department of Agriculture.

Dicho germen respondfa a todas las caracterise
ticus relatadas en el Manual Bergey, se presenta como un georw
men bacllary tamaiio 4 x 0,6¢% solo 0 agrupado en pares, con
esporos ceatrales o subtermlnules, resiste temperaturas de 80¢
C peroc muere a temperatura de ebullicién, In cevas jévenes

es Oram poslitivo luego Gram negativo.

2) gatudic del medio de gonservaclén de la geva’

La cepa original se sembré en medic de agar.al
2% a pH 7,56 y se conservé en heladera a 42 C, e indispensa=
ble mantenerla a baja temperatiura y efectuar repifes periédj
camente sobre placas frescas, una vez por mes, pues aunquaysf
trata de un germen esporo formadopr, se observd que al nwnténeg
lo a temperatura ambiente durante varios meses, téryino nmedio
sels meses, al efectuar repliques el Daclilo brevis no se mulﬁi

pli.cd.
En los cultivos de Bacilo brevis sobre ‘agar 59
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observan dos tipos de colonlas una de color blanco y otra gop

pigmantacién amarillae

3) Batudlo del medio d¢ desarrolln de la cepat

Se realizaron los sigulentes estwiios fuameg
tales:

1) Siembra directa del cultivo stook, mantenido a una
tenperatura de 374 C,

2) Slembra previos replgues repetidos, mantenido a una
temperatura de 372 C,

3) Slembra previos rTeplques repetidos, mantsenido a una
temperatura amblente de 13-22uC,

4) Influencia de la mutacién del Bscilo brevise

6) Influencia de la tomperatura ea la fislologfa del Ba
cilo brevis,.

Wdtodo eneratorio

1) §lembra por replonss slumpleg.

El medio del stock, agsr alto, se r®pica solre
agar inclinado, se mantiens on estufa a 379C, 24 horasy trang
currido este %1empo s8 observan colonlas del gérxmmu redole
das, de bordes lisos y brillo perlados Se adlcifénd son pipee
ta estéril 2-3 nl de agua destilada estdril, 39'831354§i tuﬁp

por simple rotacién entre las manos y asl ss consigulé la sug



pensidn de los gérmeues, luego con pipeta estéril se sapirae
Ton unos mls yue se adiclonsron ol medio de cultivo gue se U
sa pars la obteneidén de tirotricina en suporficie (kste mml:l.o
on 10 sucesivo so denominerd A ¥ su composicldén se indiea en
el capitulo ), ue coloed el cultive en estuia a la'itemperaty
ra de 37%C, 7 dfas, ul cabo de los cuales me cbswrvd en.ls sy
perficie del medio una pelfcula gruesa do color Llanto ¥y Sue
perficle iisas. Kl rendiilento de tirotriciua fuf do 1,248
grio y 1,240 grio controlada segfin los métodiog do Rittemberg
¥ gravindtrico respectivanente y actuada en una dilucidén de
1/661 correspordiendo a una dilucidn real de tirotricina de
1t 1,122,000 (En el capitulo IV se iadicen las téenices em-

pleadas 21 el conirol de tirotricina)e

2) giemiza uarevlod reploues xeootliog

Be psrtid de la cepa stock, se hicieron repiques
cads 26 hores sobre agar inclinado, se incubd en egtufa a« 375C
luezo de efectuar veinle pasajes se suspeinlerod 10&* gérnonas
en agua estéril en la misma forma que se srocecid mx 1)y se
gombré el-medic Ge cullivo Ay se ineubd a 37¢C, 7 Qic.s, al tép
ming de este perfofio se observé en la superficle aslﬂ‘"‘éultiva
1a apardeidn de une pellcula cenos gruesa nue la obtenidd eon

el cultivo stock y menor rendinmiento de tirotricina, Fitulada
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por el método de Rittenberg dif 0,518 gréo, 0,616 grio por
gravimeirfa y ejercia una aceidn antibiética en la diluc&&n
1/121 correspondisnte a wna dilucién real de tirotricina de
132424000,

3) glembra previos repidues repetided nperg Ja lacubscln se
reallzd a kemveratura amblente (18-229C)

Con la cepa stock se realizaron repiques sobre
agur, incubacién a temperat ra amblente (18-229C), cada 48 hg.
ras tlempo necesario para observar la apariciébn de las coloe
nlase 8e realizaron 10 pasajes, luego se sembrd el medio A,
se incubd a 37¢C, 7 dlas y se obtuvieron rendimientos semsjag
tes a los de la técnica anterior. Por gravimetria 0,600 gri¥o
por el método de Rittenberg 0,506 grfo y por el método de las
diluciones seriadas fué activo en la dilucién 1/121 corrosphn5
dlente a una dilucidn real de tirotricina de 1%2?2.000.

4) Inflyencls do la uutaclln del Bacile brovis.
aigm I&de Baclilo

Como ya se expresé, en los cultiy

brevls sobre agar se observan dos tipos de colonlas, una:de og
lor blanco ¥ otr; con pigmentacifén amarilla, cuando se hicice
ron slembras de las colonias aisladas sobre ajar se repitles=
ron las mismas variaclones. Se supuso que estas colonias con

diferentes plgmentos podfan teuner influencia en el rendimiens
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to de tirotricina, se realizaron varlos ensayos de produwsciéa
con esas cepas e inoculando el medio de cultivo 4. El rendie

miento del antibibtico fud similsr al de la cepa stock.

&) MMRW&MMWMM-

A9 brgvige

Se partid de cultivos de Bacilo brevis en el

medio A, que habfan sido incubados a 379 C, 24 horas, la pee
1fcula formada en la parte superior contenfa numerosos 08p0=,
ros Yy ;i'ormas vogetativas del Bacilo brevis, se sometid el cul
tivo a2 la temperatura de 808C, on B.M 30 minutos, en el trang
curso de los cuales se realizoron repiques, sobre el mismo mg
dio A, comenzsndo en O minuto, 2, 6, 7, 10, 12, 165, 20, 26 ¥
30 minutos, coulocando en estufa 37¢Ce 8e pudo deducir, de 1la
obzervacidn de ios culilvos obtenidos con esos replyues, un-
aunento de la termorresistencia del germen en el sentido que
la cepa original al calentarla més de 12 minutos necesitaba
48horas de incubacibn para desarrollarse. Kl tuﬁ&ngm habfa
sido euxlentado 12 minutos y tenifa erscimiento ru&“:}uevamen’oa
calontado a 8UC, 30 minutos y se volvieron a repstir las siep
bras dasde O minuto hasta 30 minutos en los mismos iatervalos
anteriores, incubacién a 37¢C y se repitil esta operacién 10
veces, utilizando el tubo que tenfa crecimiento y gue hebla

sido caleutado menor tlempo. Se sembréd sotre agar inclinado,



luego sobre el medio A y al cabo de 7 dfas @ 379C se obseryd
que el crecimlento erc similer al de la cepa stock pero'iﬁﬁmg
té una disminueién apreclable del poder de produccidn. 'ﬁil
el uétodo de Rittenberg roveld 0,101 grfo y el gravimétrico
0,098 gr¥oe La acclén bactericida fué de 1/11 correspondiens
do a una concealracidn real de tirouricina de 1/22.000, Al
observar estos resultados hay gque tensr en cuenta que sobre
la capaczidad de vroduccidn del germen han influfdo dos factaoe

ress a) los replyues sistoméiloos y b) la acclén del calor.

(Gréfico N¢ 1),
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1) PRODUCCION POR GULTIVO EN



»8lm

) BODUCCTON by TIHMCGIRICINA
1) xeduccidn por culidvo en suserficlg
a) Influencia de la fuente nitrogenada.

b) Influencia del pH del modlo.

e) Influencia dz factores accesorlos.

I) geoducoddn por culidvo eu ausecficly
El nedio bdsico (A) utilizado en todas las 6xe
parienclas fud ol de Lewis, Dimick y Feustel (33) cuya compo=

gicldn es la sigulentes

Racto=-Trintona 1,5 #
Glucosn 3 %
HoKPOy 0,070 7
C1K 0,035 %
§0gMg.+ 7Hg0 0,050 %
CloCa O’oaﬁiﬂ
Fa ( como 50 ) & Papenn
Mn ( oomo SO: ) a'p‘.‘p'.bga-
La composicién quimicu (132) de la Baoto-Tripe
tona es3
N lotal 15,72
N aminico H947 %

Cenlzas 6438 %



kn el medlio de cultivo descripto se utiliza L
mo fuente nitrogenada Bacto-Iriptona que por ser marca de Tf
brica resulta costosa para la obtencién industrial del antie
rddtico en gran escalas Ademés la designacién con noulwe ds
fantasfa de la peptona no significa una variable fécil de rew
producir, para obviar el inconveniente de desconocer el orie
gen de la peptona y ademfs obtener fuentes nitrozenndas & bae
Jo costo se decidid praeparar peptonas s vartir de difereﬁtiqs
materias primas tales comosl carne de ganado vecuno por acclén
de la pepsina y pepsinapancreatina a pH adecuado; casefna eén
presencia de pancreatina en medio anlcalino y casefna en medio
dcido clorhfdrico ¥ bajo presifng a partir de bfgade porelino
mis estémego poreino en medio acidulado por éeido clorhidrice
¥y por ltimo peptona obtenids por autolisis de estérago po:cj,
no en medio acidulado por fcido clorhfdrico.

La téenica de obteneidn de las mismas es la ai
gulentes
Erexoracion da pentonag
a) Preparacin de peptona do esténago por autelisis

Se operd con estémago poreinc de la matanza del
dfa, se 1impié vara privarlo del tejido adiposo ¥y muous que

lo acompaiian, se pled finamente, se colocs en un frasco Pirex



¥y se diluyé con tres veces su peso en aguae Se ajustd el pH
a 1y9=241 con C1H conc. ¥y se dejd autolizar a una temperatura
de 45=502 C manteniendd el pH por agregado de C1lH cone. cada
cuatro horase #8e determind albumosas y las reacciones resuld
taron nogativas en un tiempo que oscild entre 48«62 horas. A1
final de este perfodo se hirvid modia hora para destruir g
enzimae He enfrid en cofémara frigor{fica para gue solldifica=
ran las sustancias grasas, se agregd supercel y talco y se
filtrd a travds de papel mojado. Se neutralizé a pH 3 6. 3
concentrd al vacfo hasta consisteoncla sirunosa y se desecd
pOr Spraye

La peptona obtenida se presentd como un polvo
de color amarillo~-pardo, nuy higroscépico, olor "sul-generis®

y de sabor caracteristicoe.

Ia determinacién de N total y N.aminico se reg
1128 sobroe el polvo obtenido despﬁés de desecacidn por el
Spray y se obtuvieron los sigulentes datoas |

N total 12,40 %

N amfnico ) 1,601 %

Para la determinacidn de albumoses se reallizae

ron las siguloentes rcaccioness
a) La golucién acuosa al 10% debe ser lfmpida y no cambiar por



aceién del calors 10 ml de esia solucién no deben precipitar
por adicién de 1 ml de HOgH oficinal, agregado gota a gota y
a la temperatura de 17«199C, ”
b) Esa misma solucidn no debe precipitar por adicidn de un e
gual volumen de uns solucidn saturada de $04(My ) o de dcido
tricloroacético al 204 (albumosss).

6) la adilcién a esa misma solueién de algunas gotas de Soido
fosfotiingstico determinard la aparieildn de un precipitado ge
burklante (diamino-difcidos g polipéptidos).

Podas las determinaciones potenciémétricas se
realizaron con un potenciémetro leed y Nortrhup Company, Phie

ladelphlay PAey UsSede

b) Eranaracién de peptona ndopsica (133).
Carne desengnasada y desfibrinada 1000 gr

HgO destilada £000 g

Pepsina extractiva oficinal ‘1 gr

C1H oficinal . 80 gr

CO3ll Na cessp pis 2
Método onoratorios

En un frasco Pyrex de 26 litros de eapacidad
se colocaron 6 kilos de carne vacuna, desengrasaila, finamente

picada, se agregaron 15 litros de agua potabls. Aparte se sug



pendid la pepsina & gr., titulada segin la F.A. (134), en 8500
ml de agua, luego se agregd al contenido del frasco, se ajuge
t6 ol pH con ClH al 20% hasta pH 1,8-2, se coloecd el recipleg
te en un B.M mantenido a la temperatura de 509C, durante 24

horase A las 12 horas de haber comenzado la dlgestién se dee
tormind albumosasy por las reacclones deseriptas anterlormene
tey, y se obtuvieron resultados positivoes (Restos de albumose
sas)e A las 24 horas las mismas determinaciones acusaron ree
sultudo negativoe Se hirvié medie hora para destruir el prip
ciplo enzimftico. 8o neutralizé con HNaCO3 hasta pH 6. g
deJ6 enfriar en ofmara frigorifica para que solidificaran las
materias grasas, se agregé supercel y talco y se filtré por

papel mojadoe He concentréd al vacfo hasta consistencia sirue

posa y se desecd por Spraye

Las determinaciones de N total y N aminico se
realizaron sobre el polvo obtenido despuds de desecacién por
Spray y se obtuvieron los siguientes dutoss

N total 8,95 %

N amf{nico 1,001 gr

La peptona obtenida es de color amarillo y de

olor carscteristico.

o) Preparacidn de peptona pépsloca-pancredticas



Mdtodg gneratorios
Una partida de peptona pépsica propazgﬁiili

acuerdo con la téenica y cantidad anterior antes de consens”
trarj se neutrallzé con COzNap en sol.satureda hasta pH 7,68,
se adicionaron 200 gr de pancreatina titulada.ségln la F.A,
previa suspensién de la misma en agua, se colocd el frasco P
rex on B.M a la temperatura de 459C. A las 24 horas se reall
zaron los ensayos de albumosas que dieron resultados negadie
vos. 8e adiclond un trozo de parafina para evitar la formae
cién de espuma ¥y se hirvid media hora con el objeto de dese
trulr la enzima pancredticae. Se ajustd el pH a 6, so de)é en
cdmara frigorifica y asf precipitaron las materias grasags, se
agregd supercel y taleo para facilltar la filtracidn, se agle
t8 y f£iltré por papel mojado. be obtuvo un 11qu%q9 de agpece
to limpido y de color amarillo-dmbare Se concenfrd al vacfo
hasta consistencia siruposa y se desesd por Spray. FPolvo de
color blanco-amarillento, olor sul-generis y sahbb%cafaoterig
tico.

Los valores de N total y amfnico obtenidos fug
ron los siguientes:

N total 8,52 gri

N emfnico 0,584 gif
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d) Erenaracién de asntona de hizado
Udtodo oneratordcs

dJe trabsJé con higade noreluo fresco al que
ge privé del tejido conjuutive y anexos gue lo neonpatizbally
80 picd finamente y se mezeld con la cantidad reyuerida de eg
ténago, proevieresbe limpic y también pleado flnameats. De as.
cuerdo con ensayos previos de orientscidn realisados para oeog

seguir uun yroteolisis total se emplearon lus sigulouies proe

porcLones s
Higsdo porcino, picado 10 kilos
Estémage poreino, ploado 29530 ki loy
Agua destilale 25 litres
Cll nesep oObtoner pll 1,9 « 2,1

El higado posee un clsteas de "bufféra® muy pg
deroso y para obtener un pH de 1,9 ~ 2,1 es uecosario adinio=-

nar gran cantidad de deido.

n esie onssyo se realizé la dlgsstidi:dei nf-
gado por aocidn de la popsines eontenida en el estémagé& fresco
y no pur acaillu de la pepsina extractiva, por los sigulentes
rotivoss

1) e clgesiidn se reallza més rapldcmenies,

2) E1 esténngo contiene factores da gran valold mulris



tivo (135) (factor intrinseco do Castle) cuya presencia resux_
taba intoresante en .estos ensayos.

3) los factores nutritivos del estémago parecen tener
influencie en la actividad de los eleuentos similares del hig

gado (factor intrinseco de Castle)s

Tiempo empleado para obtener el hidrolisado de
hfgado, 72 horas, se mantuvo la regulacién del pH por ajuste
cada 12 horagse Se hirvié media hora para destruir el pringi-
plo enzimdtico. anfriamiento en cdmara frigorifica, so adie

cioné talco y supercel, se f£iltré por papel mojado. Ge conm
centrd al vacfo y se desecd nor Spraye Se sresenta como un

polvo fino blanco-amarilloe

N total 9,8 gr¥
N eminico 0y81 grd

las determinaciones de N total y N aminico se
realizaron sobre el producto obtenido por deseoaqiﬁﬁﬁlﬁﬁﬁbray.

o) Preparacifn de neptona de gaseina.
Método gneratorios

En fraseo Pyrex se colocé 1 kilo de casefna
mds & 1litros de egua potable, se agregd CiNa a). 40% (aproximg
damente 60 ml), agitando constantementée hasta disolucifn pore

cial de la caseinas Por separado se suspendieron en agus 26



b

gr de pancreatina (F.A)e. Se determind sl pil potenciomdtyifair
mente y se ajusté con GHNa al 10% hasta pH 8 - 8,5, esta opee
racién se realizd anies de agregar la pancrestina. Como come
gservador se adicions tolueno en proporcién de 3%e. la digese
t46n se realizd en B.H a la temperatura de 459C, 24 horese. Al
_cabo de este tlempo se realizaron pruesbas de albumosas y di.e-
ron resultsdos negativos. Se hirvié el contenido del balém,
media hora, para destrulr la pancreatina, se colocd en odmara
frigor{fica para preciplitar las materias grasas, se adiciond
supercel y talco, se agité y £iltrd por papel mojado. He qog
centrd al vacfo y se desecd por Spraye Polvo de color amarie
1lo claro.
N total 9 grd
N amfnico 0,366 gr¥

£) Peptona a pertir de gaseina (en medio dcido)
Método operatorios
La caseina (136) se colocd en un balén pree-

via adicién de C1H 3 N y se calenté en autoolave &iliatbbsfe-
ra de presién durante 10 horase Se enfrié en cépara frigorie
fica se adiciond talco y supercel, se filtrd a través de pas
pel mojado. Se concentrd al vacfo y se desecd por Bpﬂy.

N total 6,67 gr&

N aninico 1,02 gr¥
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DESCRIPCION Duk LuULe0 BMPLEADO &N LA DESECACION PGB SPRAX

S8e empled un aparato piloto (137) fabrlcado

por la casa Kestner (Tipo L.8) que consia de lan elgulentes

partess

Si1sTema ne DISPERSION y

ﬂf/‘/”t%&{:&ud

Folvo cesecaco

Frg. N° !




1) Sistona da dlspersidns

Est{ formado por una campana y un disco dotae

dos de movimiento giratorlo (65,000 a 10.000 re.pem)s Por age
cién de 1a gravsdad o por impulisidn se haco llegar el matee
rial a desecar por el c¢aiio § que termina en el diseo anulay
4'a nivel del disco distribuidor B, que por fuerza centrifus
ga lmpulsa el material a desecar contra la pared interna dq

la campana G.

2) cdmara de desecgeldn:

El sistema de dispersién estd sitnado en la
parte superior de la cdmara de desecacidn, la qus consiste en
una amplia eémara de acero esiafiado, forma eilfadrice y vertl
cals BSu parte inferlor afecta la forma de un trongl de cono
provista de un agujoro de descarga, en la parte frantal tiens
ung gran puerta que se usa para limpiar el intevlor déla ofe
mara o para descargsr el materislj también poses;Ywi¥asiis de
observaciéne. Por su parte superior reoibs la entradd’de aire
callente y'en cuatro puntos laterales posee las conscclones
de las tuberfas de evacuacidn de aire hfémedo que es expulsado

por un ventilador a succidne
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3) gistema de girewlacifn de aire gallentes

Un radiedor callentu el alre el que es puesto
en movimiento por la aszpiraclién producida por un ventilador.
El aire penetrs en la cdmara de desecaclifn a la altwra del
sistema de dispersibn a travds de un sgistema gue lo distribue
ye da tul maners gue determina la formacidn de una corriente
de eires en sentido tangencial con relacifén al circulo fornade
por la campana, luego de recorrer la cfmars fs expulsado &ﬁﬁﬁ

atmbsiera por el ventlladore

4) Slatema de recuneraclfn do nolves degecadog s

Consta de cuatro filtros de tela coloocadds en
el interior de la ¢fmara de desecacidén y a travds de los cuge
los pasa el aire antes de ser expulsado al exteriorg Parte
del material desecado queda adherido a las telagideilos file
tros pero la mayor cantidad caen al fondo de la cému de de=
secacidn y pudiendo ser sacado por el orificlo Jnfericrio por
la puerta laterale

6) Instrumentog dg gontrols
Control de temperatura ¥ prgsién

Posce dos termémetros y dos manSmetros que de=



terminan la temperatura y presién del aire a la entrada yismy

1ida de l1la cfmara de desecacldn,

Este sistema de desecuclén ofrece grandas vens
tajas para la obtenclén de polvos finamente divididos de suse
tancias muy higroscépicas, como en este casos desecaciln de d}
ferentes tipos de peptonase De acuerdo con ensayos prelim.ng

ros se adoptaron las siguientes gondiciones de desecacién:

Temperatura del aire de entrada 1502 C

a
Presién de vapor en el calefactor 8 Kgr/om
Temperatura del alre de salida 669C

Temporatura de entrada de la solucién 55=6060.



R

Breparaclfn del medio da gultivo en sucerficie

a) Preparscién del medio de eultivo.

B; colocd en un recipiente que contenfa agua
potable a la temperatura de ebullicidn, la cantidad de pepto=
na requerida para 200 litros de medio, segfin la férmula del
medio de oultivo de lewis (383) y colaboradcress 3000 gr, sg Y
gité constantemente para facilitar la disolucién d¢ la sustaff
ola ¥ se hirvié por espacio de media horas Por eeparado se ¢f
solvian las sales y se adicionarcn a la solucién de peptonsy
se 1levé a volumen, se ajusté ol pK a 7,4 = 7,6 con CHNa al
10%. las determinaciones del pH aproximadas se roali,jixonv'i:h
sando indicadores exiernos como el Bromo-cresol pirpura y el
rojo fenol, sobre piedra de togue y el pli final con si potens
ciémetro Leed y Nortrhup Company, Philadelphia, Piksy UdSohv

b) Digtribuclién ¥ esterilizecién del pedio de culklvd.

La solucibn peptonada~-salina se .distriduyd en
botellas de caras nlanas de un litro de capaciéé@;ﬁ@n‘pm
cifn de 945 ml en cada unse e obturaron con tapones-de algg
dén recublertos con gasa ¥y se esterilizé en autoclave a 12080

media hora. En estas condiciones las botellas quedan listas
para ser inoculadas con el Bacilo brevis provenients del'mee
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dio de desarrollo.
LY

6) la glucosa de disolvié aparte en solucifn al 607 y so eatg
riliz6 a 1200C, media hora.

4) Ereporacin del cultlvoe padre!
Un dfa antes de preparar el medio de cultivarse
sembraba sobre agar inoclinado Bacilo brevis (BG) y se incubads
en estufa a la temperatura de 379C, 24 horase, al término &@j
este perfodo se observaba el crecimiento del germen bajo foyma
de colonlias caracteristicas, redondes, bordes lisos y brllw
perlado y poco adheridas al agars B8e adoptaron las méximas
precauclonss do esterilidad y se adiclionaba con pipsta estéril
unos 15 ml de agua destilada estéril, se taponaba nugvamehte
el tubo y se agitaba el mismo por simple rotacién gutro las
manos con lo que se obtenfa una suspensién de 193 sdrmenes dg
sarrollados, que posteriormente se utilizaba par:.;embrar una
de las botellas contenlendo el medlo de cultivb-nsfﬁr}l, pre«
via adiclién de 12 ml de glucosa estéril, al EQ%” !

; X

gl
ml (2-3 ml) de la suspensidn de gérmenes son suficiﬁﬁ 08 para

Of' pocos

obtener un buen wultivo madre, despufis de incubar & 37¢C, 24
horus, 8s observaba sobre la superficie del medlo de ck}tivb
una fins pelfocula blanquecina y uniforme que 1ndicaba 1a\pna-

sencia de un cultivo puro, pues en caso do infeccién dek mee
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dio aparecian burbujas en el seno del mismo y la pelfcula era
de aspecto rugoso. Se agiteba la botella que contenfa el onl
tivo superficial de Bacilo brevis, para suspender los gérmoe-
nes y luego con una pipeta estéril se aspiraban 650 ml que se
agrezaban a la solucién de glucosa al 6Ufs Se mezclaba por
simple agitacién y se sembraban todas las botellas por adie
ci6n de 14 ml en cada una, Se colocaban 1las botellas en esty
fa a 37%C un tiempo que oscilaba entre 7-10 dfas y al rinnl.
tivo una pelfcula de espesor variable, de color blanqunéino
en general el espesor de la pelicula corrfa paralelo al rond[
~dento de tirotricina.



a) Influencla de la fuenks nltrogenads

En la oreparacién del medio de cultivo para op
tencién de tirotricinn en superficie ss utilizé, como se indj
e anteriormente, la férmula de lewls y colaboradores, naro
como fnlca variaate el tipo de peptons usada. Aasf, se utilizg
ron los siguientes tipos de peptouass de autolizado de estéﬁg'
80y de curne por dlgestilén pépsica y por digestién pépsica=
pancredtica, de hidrolizado de higado, de casefna por aooi&n
de la nancreatins y por kidrélisis £oida y ademds peptona’ HFG

torioléziea comercinl,

Con todos estos tipos de peptona sa prepararon
los diferentes medios de cultivo, se asterllizarony, se inooup
laron con el germen producter del antlbiltico y s@ inohbaron
en estufa a la temperatura de 37¢C, 7 dfes y luego, ae procc.
416 a la extracclén del material bactericida de los distintos
medios, siguiendo la técnica de Hotohkiss y Buhoa (78). AL
final del perfodo de incubacién se les adioion6 (; ;M
los nedics ClH conce hasta pH 447, se dejaron a ln tﬂ peratie

uno de

ra ambiente 24 horas en reposo, luego se centrtfuyaron, sa: dg
cantaron los liguldos sobrenadantes y los sedimentos se tonae
ron con slechol de 958 en proporeidén de 50 ml por Utro de“m&

dlo de cultive original, se dejé nuevamente 24 horas en repoe



80 ¥ lusgo ge filtraron a iravés ds papnzl de filtroy los oxe
tractos alcohiblicos obienidos se diluyeron con 10 volfmeones
de solucién de Clie al 1% y so obtuvieron los precipitados
que contenfan el ant;ibidtico. los precipltudos ge separaron
por filtrseidn y se secaron en estufa a 3%9C hasta pesada
constante,

Los rendinmientos (e tirotricina variaron en
forma notable en los distintos medios, con 1o que se comprobo
la importancia que tiene la eleccidén de la fuente nitrogenada
para obtener un rendimiexnto méximo ded principio activo com
el minimo gastos Asf las mayores proporoiones del antibiétie
o so obtuvieron con sl medio deo cultivo que contenia peptona
de autnlizado de estémago ¥y peptona de ¢urie vacung uor digeg
t1én pépsica, luego 1s segulan los medios gue contenfan pepty
nas de hidrolizado de higado y de caseina por dlgedtidn pane
eredticas Ios rendimientos menores des tirvotrielna'se obiuvig
ron con log medlios de cul/vfi.vo que contealen cono.bdse oltrogy
nada peptons por hidr&}i‘éis de cassfna en nedio §oidk, peptoe
na de carnge por aooién pépsicasfancredtica y peptong Yacterif
18glca comercial.

La estimecibn de tirotricina se rsallzé por gm
vimetria, ol método de Rittenberg y el método bacterioatditiac

do las diluciones serladase



NP do poptonag Me.Rittenberg

S 6 0 b O N

(Gréfico Ne 8),
Nels peptona de
Ne2s: peptona de
N¢3s: peptona de
Ne4s peptona de
Ne5: peptona de
NeGs peptona de

. 1,248 gro
. 15072 grio
104921 grfo
Fe08 grfo
0,311 grfo

0,403. gr¥o

«O9%m

Dilseriada Dil .real Gravimd
tirotricina trico

1/561
1/661
/121
/194

1/194

.autolizado de estémago.
earne (pépsica)

casefna (pancredtica)
hidrolizado de higado
caseina Sécida)

Nu7s peptona bacteriolégica comercial.

1:1.222,000
1:1.1224000

132424000
11388,000
X3338,000
11242,000
11242,000

carne (pépsica-pancrebtica)

J-’ 24021'%0

.1y 0G4grio

0,300gr S0
0, 918::-}3
1,015gr %6

-‘;’om Berkc
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b) Influencia del pH del pedio,

Se utilizd el medio de cultivo de Lewis y co=-
labopadares (88) y como fuente nitrogenada peptona de autoi;-
zado de estémago., Las varisclones del pH estuvieron comprey
didos entra 6,2 = 8,2y se a} t6 01 PR de los diferentes mg
; uﬂa al 108, Los pE fueron
los sizulentedt.6,2 « 6,5 6.7 638-= 649 = 7 = 7y1 = 7y3.
= 7)3 - Tyh = 145 = Ty6 = 7T #. 738 = 740 = B = 842, Se ing
cularon los medios-eonﬁBaoilo brevisy en la forma desoripta
en el capitulo anterior, se inoubd en estufa a’ 3?’6, Aty
¥y luego se procedid a la extraccién del prinbiﬁio anxibaeﬁe-,
riano siguiendo l1a técnica de Dubos ¥ Hotchkiss (78), SQ ¥ S
cidificaron los 1iquidos de fermentucién con ClH al 108 hasts
pH aproximado de 4,5 = 447 se dejb 24 horas a la tmmram
arblente, se eentrifngé, el liquido sobrenadan&e fué desoartg
do y al aedimento se le adicioné alechol de 959, en propors
cibén de 50 ul pnr cada 1itro de medio de cultivo’ luego-ge
£11tré a trav‘a -de papel de filtro. E1 extracto. :§§ph61166
obtenido se adieioné, gota a gota y agitando, sobre boluciun
de Cliia al 1% ¥ en estas condiclones precipité la t;:otpiq;g

dios de cultivo con soluclén de.

na, se £iltré nobre filtres pareados y se secéd en estufa hag
ta pesada conatante,

Se observé que en los fraseos que oontenian
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medio del cultivo con pH nor debajo de G2 el creclmiento de
los gérmenes ne are huene y la produccidén del antinidtico e-
ro nenor de 1 grio.

For el contruric los medios que tenfan pH coms
prendidos cntre 6,9 « 7,9 disron sieﬁpre rendimientos del ane:

tibidtico superiores & 1l grice. ILog lrendimientos woyores se

\
obtuvieron siempre eon los medipg de @ultivo en los qua el pH
astaba comprenido antra 7,3 y 745, Rendimientos que fueron:

de 1,240 grfo. (Orifico 17 B),

Lewls y colaburudorss (88) estudisron tembidn
la influencia que ejercia lus vupiaciones del pil eu ol rendi-
miento del antibvidtico y llegurom a la conclusidn gue era mis
1mpar£ante iz naturaleza quimicu de lus reguladores u-tiligae
dos gue el valor del pH, Lo mejores rendimientos de tirotri

cina los obluvieron cuando el pil Gel medio era de 7,5,

oH Rendimiento ds tirotricina
( grovimetria )
642 03775 griQ
645 0y876 gr%(;
647 D350 gric
648 D005 grio
6:9 1,045 gr¥o

740 1,100 grio



Influencia del pH

Tirotricina
g0

|
1,3

1,2

GréfigéﬁNOS.



pH

751
742
743
744
746
746
747
748
749

840

Rendimiento de tirotricina

( gravimetria )

1,155
14210
1,540
1,240
1,940
1,200
14145
1,080
13085
0,908
0,870

erfo
gr¥o
grio
grio

=102
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©) Influencia de factores gocesorios

Se empleé el medio de cultivo de Lewis pero
como fusante nitrogenada peptona de autolizado de estémago ¥

se le adiciond "corn-steep®,

Bl "corn-stesp" (138) se obtiene de la sie
guiente manera, El grano de maiz es ombebido en aguay: mb.-
cerado en tanques de madera ablertos, a la- tomeperatu:‘a«di
45-527C durente 40-48 horesy en esta forma los m%tgr&%fﬁg
lubles son disueltos; esta disolucién es ayuda-da poz' el .S()g
que antes del proceso de maceracifén se le aua.dc a. los tan-
yues para evitar putrefaccionas, Posteyrlorments al liquidp
e3 concentrado hasta mfs o menos un 50% y este concentradd
erudo de licor "corn steesp" es el que g2 usd en el medio de
cultivo., Posea numerosos amino-dcidoss alanina, arginina,
dcido aspdrtico, cistina, &cido glutimico, histidina, 1soe
leucina, leuclna, lislna, wetionina, fenil alanina, prolina,

treonina, tirosina y valina., Mds de un cuarto del ) aaté ‘°‘°t

mo alanina. Contiene una cantidad considerable del compl%

vitaminico B con excepcién de tiamina: mboflavina. niaamg
eido \}anr.o;énioo, pmaox.ma y biotina, eambun uioq’, ‘ol,

Mn, Moy Ky 2n Yy m@m'! 8’ P-
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El licor "cornesteep" tenia un pH de 3,7 = 4,1
El"enrnesteosp" utilizado reveld:
N total 6463 grd
N aminieco 0,794 grd
Se le adicinnb sl unedio de cﬁitiva 10 nl de
"ecorn-stesp" por litro de wedlo., E1 rendimiento de tirotris
¢ina fué igual a 12 obtenida con el medie conteniendd’ pepto-

na de autolizado de estbmago.

For el médtodo do Rittenberg 11,248 grfio: gras
vimétricos 1,240 gr¥o y por el de ias diluciocnes seriadass
1/ 561 correspéndiente s una dilucién real de tirotricina‘de
1: 1,122,000,



2) PRODUCCION POR CULTIVO BN



«l)5«

Concepto industriel de fermentacién

Pare cemsiderar ung reaccidn del tipo fermene
tativo (129) no es condicién necesaria que haya liberacién
de gases, "In vitro" se pueden provocor fermentaciones con
extractos de enzimas, libres de. células,

Se puede decir ques "Una fermentacién,. en el
vasto sentido en que el término es ahord“usadg:‘puede ser de
finido como un proceso en el cual qgr_;&,p:-oduc;idos canblos quf
micos en el substracto orgdnico, ys sean oaﬁiohidéﬁ§98v pfbwr
teinas, grasas u otro tipo de materia orgénica, por ia aceiés
de catalizadores bioquimicos conocidos como "enzimag® olabom

radas por tipos esvecificos de microorgenismos vivos.

8) Planeo del anersto de ferrentacifn:

Los primeros emsayos para.obtener itotricina
en medins aereadus, agitddes sumergidos se realigzaron en un
ararato de laboratorio y se basaron en la deseripeifén de un
trubajo de 8tokes (R9), quién usaba un medio sintético gome
puesto de sales minerales, glucosa y como fuente de nitybieno
un dcido-aminado. E1 fermentador era de vidrio de 10 1iffos
de earacidad. Se colocaba el medio de cultivo, a pH 7y en
proporeidn de 5 litros por carga, la asreacidn erakdo 146, 11
tros de alrs por minuto ¥y se inoculeba con cultivoﬂﬁrovtniénp
te de medio superficial de Bacilo brevis, Agitacidﬁ'e inouhaw
cibn a 379C, 36-~60 horas,
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El sparute consistia en un frasco de hoca ay
chay ds 10 litres Qe capscidad, provisto de agitucién mocd-
nica a unas velncidad aproximeda de 60 repeme E1 aire ors
enviado desde un comprasor por medio de un tubo de gomey en
3l gue seWntercalaba un £iltro lleno de algodéx; recubierto
de gasay y luego un tubo deo vidrio atravezaba el ‘tapbn y pg
netraba en el fraseo que contonia el medip de.aultivo hasta
1legar al fondo del mismo (Ver figura no'2)y Bate fraseo
se sumergfa en un bailo maris corrado;@gmg?; tapey cuya tempee
raturs se mantenia entre 35-37¢C,

1a composicifn (91) del-medio decnltivo era
la sigulente:

£cido glutdmieo 5 gr
(P04 )aCa Ji20 gol.acunsa saturads 2l
rOqHKo 045 gr
Plgliok 045 gr
8 (gMg e 7Ho 0 0y2 gr
ClNa 0y U1 g
3 0gFe . 7H0 0,01 gr
S 0gMn.4Hs0 0,01 gr

Todas las sules dlisueltas en 700 ml de Hig0
dlucosa 10 gr
Hz() dest. CeSeD 1 litro
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La gluconsa se disolvid y esterilizé por sopa«
rzdos El pH del medion salino-nitrogenado, se ajusté & 7o
Se esterilizf en autnelave 30' a la tomneratura de 120°C, el
frasco conteaniendo el medio de cultivo y conectado al file
tro, Luego‘;e inocculd con medio de cultivo sunerficial de
P.brevis y se incubd a 35-3740, previa adieidén de la solu=-
cién de glucosa estérll, poniendo en marcha el agitador y
el comnresor. Asepticamaente se saczba muestra del cultivo
cadn sels horas, a las 60 horas se comprobd la préﬂﬁﬁéia del,
antibiftico, por el control bacterioléglco, dilueidn 1/11
correspondiente a una dilueidn real de tirotricina de li
224000, el método de Rittemberg: 0,102 grfo y por gravime=
tria: 0,100 grio,

Pera produceién de tirotricing en mayor ase
eala, se hizo construir un fermentador piloto, Este fermen~
tador tiene una oapacidad aproximada de-lbﬁ?iixros ¥ posee
caractoristicas tales que hacen de 1 un equipo versdtil oa
ray de adaptarse a condiciones muy variadas ya que no se og
nocfan las necesidodes reales del problema, Fundamentlme
te offece 1ag pogibilidades de controlar los sigulentes fag
tores:

1) Esterilizacién directe hasta presiones de dos atmég

foraas de todas sus partes.
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?) Variaciones de temperaturas regulables.

3) Variaciones de presién hasto dns atmbsferas, Sopore
ta vacia.

4) Agitacidén recdnica regulebla,

§) Entrada de aire esterilizado por filtracién, regula«
ble ¥y que permite la egitacidn del medio de chltivo.

6) Controles de nivel,

7) Pernite el agregado de ecargas de sélidos;j%iiﬁuido;
duranto el proceso, tomas de muestras y descargas éaroialas-

8) FPermite la evaporacifn de las soluciones oﬁtenidéh

ya sea a presidn normal o al vacio,
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Posee uh siatema (Fisura N7 3) de calefaccin
de doble fondo (12) cuyos dcs puntos A y B comunican por uﬁ
cafio aeodado formando un dispositivo (11) de circulacifn en
tormosifhng en ests doble fondo se coloca agua 1z que es ca
lentada en el coiio de unién por un mechero al que s¢ le ree
gula la llama con el objato de mantener una tqm&eratura ens
tre 35-377C, Fn el fondo de la c¢émara del %drméhpador hay
otro dispositivo de culefaceifn constituido por“%huserpené
tin (10) por el gue se hace circular vapor doﬁaﬁﬁhgh p:dsiéﬂ
desde una oaldera y permite una elevacidn de témﬁgiatura“dg
ficlente con €1 objeto de esterilizar todo el aparato ¥y el
wedio de eultivo y en el ec&so necesario, evaporar 1as solu=
elones obtenldas, "

El alre que se envia desde ol oompresor cirqg
1a a travéds de un tubo de goma de parede! resistentes y'aQQ
n43 entre e) fermentador y el tubo se in&gfcalaggn filtro
(3) de Iorra cllindrica, dessrmable, en 6i7qué’ce~¥uede cap
gar algodfn prensadoy terminado en un extremo por\unngaﬁo
con rosca para ser coneotado al fermentador y. por el o rq
extremo cerrads con un tape provista de una unién paranggr

nectzrlo al tubo de gomae

Bl fermentador estd provisto de dos manéﬁétrés
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(8) (para la wedida de rresibén y vacfo) y un termSmetro (6).
Tambtién posee un motorcito de corriente trifisica que accioe
na un requedo agitadey (7)e En la parte inferior tiens un
gistoemn de deserrzs (13)s En la part& suprlgr‘posee una
tana eon berde . ve calga sobre la edmara dawfpiﬁéngacién_ng-
nierdo un eierre hermético, La tina eS«deSmﬁﬁta§lg y se cig
rra ror redio de tornilles del tiro de&léﬁ&d@iﬁ%ﬁ&bclave do
Chanrberlsnd, Posee sdeméda dos mirill&ﬁﬁ?%?ﬁﬁhﬁkﬁﬁgaen Gy 2
vir torbién pera ecergar el aparato con_hateg;ales sézlaoa.;*

B

en 15 -crte central tiene una vélvu1a~(i'~que‘s'f

2 vroectlenr la siembra del medlo de’ oultiva¢ -Eluaparata

tortién rosees un nivel (4) provistoe de'un,wistsma de extrace

ci4n asé-tien d2 mestras para el controiﬁ @ 1a. ‘Pabricr cibne
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b) puesto g punto del formentador
Consideracicnes nrevins

De acuerdo con las ex:neriencias preliminares
realizadas v los datos de la literatura, se adopté como "opg
racifn tipo" la deseripta por Stokes y WOodwa:dZ?QI) Yy se
tratd de renroducir sus resultados de aoqudgﬁqgg~el siguieq
to plans
1) Anflisis do lag operaciones de gargay

La €érmula del medio de cultivoids Ytokes eg

la sigulentat,

d~1 deido glutimice 260;g7

POy K, 25 gr
POgHoK +28;gr
304Mg 4 7Hy0 Lpign;
SQgFg.:?Hgo "b,s Br
sq4ngf4ngo W gr
Cl¥a (hﬁigr
Soluc.saturada de (MaPQy)sCa 200" ml
g9 °-i;p Sqilitros

K} pH se ajustb a 7.

La carge deol materisl se realiz$ directamente
¥
en el fermentador sin tapa y agitando por -su disnos{%ivo rw

Pl
* N

e¢/nicoy se calentd por el serpentin a vapor manteéniendo una



temperatura de -aproximadamente 609C, En esas e¢ondlcinnes sge
ruede completar la preparacién del medio de cultivo en 30
minutos y estd listo para esterilizar,
?) Estudio de la estepilizucién de la garga . @

La esterilizacifn del fermentaﬁsg‘ae realisd
haciando pagar vapor de agua a presidm por- el serpentin ytgl

ararsto aloansd 15 temperatura médxima de woac.a

$e reslizaron esterilizacion;s ﬂéi., aparatu &
diferentes tomperaturas y daterminando ol ‘f H‘;‘nntés y desnués

de cada esterilizacidén. Tearbidn se ini‘ect&

el.ﬁmadia con un
garmen esporulado termorcsistente: : Bacilo subtilis. Se -
fectuaron tomas de mueatre a las sigulentss tampezaturas y deo

practicaron con las mismas, siembras sobre agw y caldo gine-

ple. w

Muestra Tenparam GpR T agar Caldo
simple

1) antes de esterilizar ?onc »? +

2) despuds de infectar con B.subtills 2990 ? + "'

3 « w o« mow o~ jgge 7 + *

4) « mw mow om 108086 7 4+ %

5y = n m womo w1120 TT 4 4

6) ¢ " " nowon 180%¢ 9 - =

7) &1 enfriarse el apsrato 40°C 6 +

a) " " " " Fo°C 443 + +
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El medlio de cultivo despuds de esterilizado se
infecteba, se pensb que esa infeccidén se producfa al hacer ng
netraor el aire al aparato y que el filtro era insuficlente:pa

ra retener los gérmcenes aunque dentro del: miamo -88 ‘¢olocaba.
U

algodfn blien rrensado recublerto de gasa y ara "sterilizada
en estufa a 180°C, 2 1/2 horas, tiempo y tempera Jura sufiohn

3\.1’.

te nara esterilizar a ealor soco,. Por 31 Ja mvasién de pie

croorzaniamns extraiios se producfa por el. aire: iphutlado, AN

tes del filtro se colocaron dos Kitasatos: i’.ntermdiarios,«%mn
N m'f“:‘, . ‘i,.,
contenfa agua y otro solucién acucsa gligér: "da; donde al’ a,k
LE S e
re burbujeaba, A pesar de estas precauciones el ﬁe&ic se :.q-»

fectaba despuds de esterilizado y esto era debido a ciertas
pérdidas del cierre del fermentador que fueron‘ pqulatinamente

localizadas y al ser subsanados ostos dai‘eat’b"lﬁu? -aonstruceldn
Yool ¥

el medio rermanecia ostéril despuds de habarln asterilizado a
1200 1/2 hora y se adoptd esta tdenica de esﬁer:llizacién G0w
mo deflnitiva,

3) P4enica de dngeulacin del pedio de gultivo

Je realiz ron mumerosos ensayos para ds¢idip

12 sfenlca nds adecuadg pars efectusr la siembra dol mé,c.iit’i:faa
cultivo del fermentador y adicionar la solucién de glucosa e¢g
t4ril, sin producir contaminaciones, Se deeidid pructicar 3a

inoeulacidn con un medlo de eultivo en sunerficie de Bacile
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brevis, contenldo en un frasco de bnea anchay rrovisto de un
tanfén de goma ton dna tubos acndados formando sifén, en esa
forma y vrevie flamebdo intenso del cafio de entrada del fermep
tudor y del tubo del frasco que contenfa el cultivo se prace
ticaba la slembra, adontazndo las médximas prqu%%ianos de ety
rilidsd, Existen ruchas posibilidades de contaminaciédn dﬁi@g
te esta etapa nerec pera evitsr posibles aﬁoiden&«jﬂqe reallgs

ron lag siembras manteniendo el medio de gultive w:45-50p 5&3
niendo en cuenta la termorresistencis del Baoila brs '
wroblena mayor en la industria’de los antibiétigog~h : ]
la eontaminacién de los medios, »ds alin en a1’ oas&anspocial
de la tirotricina en que el gormen poses grandes sxiganeias
nutritivas y necesita condieciones esneclales no para reprodus
cirsey sino oaru originar el antibidtico. |
4) Controlde la marcha da la greracién flpng.

1a composicién del medio de cultigu fué la de

1a @érrmula de Stokes (9)) modificada en oolabaraeiﬁn con Woode

ward .
fcido glutémico 250 gr
Glucosa 570 gy
POgllok ”6 gr
PQq HKs 25 gr
SOyMg« 70 10 gr
Clha 045 gy,

504Mn.4fo0 048 gr
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804F9.7H20 0,6 gr
(FPOglln) o0a.Ha0 100 ml de una soluclén Sow

Currads,
o0 deste CeSed 50 lltros

21 pfl se ajustd a 7. E1 aire insuflado £48
de 1,5 Livros por minutos para cadn 5 1itros do medloe 8%
medio de enlilvo, nenos la glugosa, sc esterilizé a 12 0?6
1/2 hora y cusndo la temperatura del mismo habfa descendida
o 45=500C sa ofectud la inooulacidén con un ma&ia 8a cultiva
superficial de Bacilo brevis de 24 horas de 1nguba018n Y se
adiciond sdemds la solucién de glucess estérilﬁ ‘8o ineubd
a una temperatura ds 35=379C, 42 horss, La extraceldn del
antihibtico se roalizd por la técenioa de Dubos 'y Hotehklss
(73)e Se realiznron custre cnsayns y ios resultados obtend

dns fueron los slguilentes:

Engeyo  Método Diluvelones. Concentracién .Grevimétrise
¢  Rittenbverg seriosdag real de T °
1 04693 250 1/11 1 : 22,000° 0,092 grzu
2 0,100 % 1/11 1 & 22,000 DelL ¥
8 0,006 M 1/11 1t 22,000 0,009 #
4' 0,01 1/11 1 22,060 0,108 ®

Se obtuvieron rendimienins de tirntricing/seps

Jjantes a los indicados por Stokas y thodward, nero como RArS
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la preparselfn del medio se necesita 4decido glutimico, sustane
cia gue daade el punto de visia ecunfmlen resulta cnstosa pae
ra la cbtencifn en gran escala del antibibtico, se decidid e
fectuar ensayos veriando el tipo de materia nitrogenada, ,431
en lugsr de deido glutimico se utilizd paptona de autolizade
do estbmugo que en eultivo en suverficie habia dudo los maYyor

res rendimlentos de tirotrleina.
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o) Gstudlo de la preducehdn de tiretricina gcon mpdificncioneg
del, medio.

1) 8e pronard el medio de cultivo indleado poy
Stokes y Woodward (91) nero se reemplazbd el &cido glutimleo

por neptons de autolizado de estémago.

Pertuna de autolizado de estdmegoe 6570 gr
FOg Hgk a5 "
POLHKg a5
50yMg 70 io"
80470, 7H,0 0y5 gr
S OgMnedil0 0y5 ™
Cl Ra 0,5 "
(P0glio)aCadkol en sol.seturada 10Q nl
il deastilada e.s.p ,gb litros

Se ajustd el pH hasta 7, se esteriliszd el ﬁww
dio a 120vC 1/2 hora y cuande la temperatura del aparato hge
bla descendidn a 45-50C se practicd la siembra con un cultde
vo en sunerficie de Darilo brevis de 24 hora¥y y nderids smiwe=
diclond'la melueién de plucosa estéril al 30f, Ge puéb:enﬂﬂg
vimiento el comprsaor y el scitador, Se shearon ruestras: del
redio eada 12 horaz ¥y so sembraban sobra ager inelinado ¥ 8&J

in simple ¥ s» observd gue no hobian ocuryido contninaclonésa

1’1 erecimiento ‘del Baciln brsvis en esic medio

y habidéndose realizado la incubaelibn a 3690, era normal pere
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no hubo producelifn del antiblético, E1 lfquido de ferrentas
cifn crudo y aiabnr'suio segfin la téonies de Dubos y Hotehkiss
(73)y no demostraron poder antividtieo nor 2l método de las
diluclones seriadass y por la téonica de Ritterberg la reace

clén del trintnfano 616 negativa,

?) Comn con el madio contsniendo peptona de'ég
tollrado de estdmago no se cbbuve tlrotrielna, as penséd que g
tillzande reptene de gluten que eontiene deido glm;émfico,m
proporeién importinte, s obtendrian resultad:e ravo‘rab‘,tem
ge urecart el medio de cultive de Btekes y Woodwerd (91) pero
en lugsr de ddido glutdmice se utilizd pertena desgluten cﬁ%a
se spenord en la forez sigulentet '

Se ealocd 1 kilo de gluten en un frafico de vi
drio Pyrex se la adielonaren 20 gr de_ pap n ,(twi:,;f_;ulq 1116Q¢
¥.4) uds 7 litros de ugna destilada y se ajusté el,pH hasta
6y 30 calentd a 70-809C por espaclo de elneo l:&rfu, se hirviﬁ
para destrulr el exceso de fermento, se nnfr:l.tson*gd?ara 2w

gorifica. Ss econcentré al vsclo y se desecd por Bpray.

Peptona de gluten 750 gt
POaHK 28
POglinkK g "
Sykg«TH0 "

S yMn.4H20 0ed gr

SQQFB .7“20 0’5. "
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ClNa Ny5 gr
(POgHo)oCa.H20 en sol.saturada 190 ml
B0 destiloda @G.8.p 50 litros

.

8o ajustd el P hasta 7, ge esterilizéd el medip

a 1263¢,1/2 hora, se inceuld con un eultive de B.brevighy

se adicibénd la soluclidn estéril de glueosa., Se puso en fun
cionamiento el gompraser ¥y ol agitader vy la tem;veratu;tﬁ,a-:so

rantuvo en 359, Al eabo de 48 horas se obsorvé que elgl‘g
cimiento del germen era normal pero lis pruebas de ddentiss

cacién del antibibtico dieron resultado negutive.

3) Otra modificucifn del medio fué utilizendo
peptona de glaten y 4£ecido glntfmlco en las siguientes ppoe

porciones

Peptona de gluten 6Q0 gr
Acido glutédmico so "
POgHKg 26 "
PQgHpk 25 n
004!43:7}!20 o
SmFe,7H20 045 gp
£ 0gMn 4H20 045
ClNa Q5 ™

(PQgHg)a.Ho0 scl,saturada 100 ml
HoO destileda c.8.p §0 116



Be ajustd el pH hasta 74 so esterilizd a
1204C 1/2 hora y se operd cun la misma forma que en 2)e
liabo buen crecimlenco del germen, »ero los enssyos realis

Zadvs para revelayr tlrotriclna dicron resuliado negntivo.
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Métodos do gantrol de la predvceifn de Iirotricina

Contrariamente o2 lo que oneurre con la penlel
lina en 13 flrotrieina no se habla de unidades sinc que se
1o errmazen grrvimebyicanentao, por el ndtodo de las dilue
eiones serlipdns, eso ge debe a algunus curacteristicas{ﬁﬁ}
la migwma que a diferencian de la peniciline. Por ejémpib
la tiretricive se consieue féclimente como un producto ree
lativamente puro y en soluciones alaohdlicas y &lspersios
ries acundas es estable,

3in exbargo pard medir la cantidud de tiros
tricina ay@yte del wmétodo gravimdtrico, negvdn lé“ﬁécnica.de
Dubos y Hgiéhkian (P1) que resulta la rids satisfactoria pée
ro o3 vy loboriocsn, en la prictlcn diaria se emplcaﬁibarh
det2rminsr el antibiéticu en las varlas ecvapas de iﬁftabgw#
caclfn los siguicontes métodoss K

a) F1 poder hemol{tico

b) E1 contanido de triptofano

Il

o) E1 noder antlbacterisno
8) Gl coder hefiolitico:
Dimiek (140) describe un método da
yalovuclén cuenitotive de la tiretricina en 1o medlos da

cultivo bagadn en las propjedades hemollticus de la misma.
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Cron e3te procedimientn se determinan peques
fins eantidades, alrededor de 100 mgy de tirotrieina por lie-

tro de medio con una aprorimacidn de 5%,

Para la roalizscifn de esta determinacidn se
necoesitas
1) Praparsr uni soluclfn stendard de tirotricina on alookdl
de 954 50 wgr Jde tirotricina se diluyen en un 1itro de ale
cohnl de 950; La tirotricina tipo usada fud provista por
la casa Fﬂ!ck.
2) Lx.ﬁ&.éaw 26100 de una guspenslln de erdtnccTiony

230 nocesitan ratas dea una cepa srrnvue-Dawu
ley, & ?asﬁquo se les extree sangre per puncién del curaan
y se la coloes spbre un anticoagulsnte, Se centrifu&a\gl
material para separar los glébulos rojes, los cualesd prew
vio lavatio se resuspenden en solucidén de ClWa al 0,878 i
proporeifn de 10 veces el volumon original ds sangre, e

conserva on la heladsara pero debe prepararse cuda tres o
S

cuatro dias,
3) Lag determinaciones se reulizan en un colorimetro fotoes

léctrico de Klett=3unmerson con filtro 660 e

Es necesasrio determiner la curva de colibram

cién del eperato rara cada dilueién de heratfes. Se usan
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slete diluciones diferentes de la solucién standard de tie
potricina en aleohiol de 95% parn asi ohtener la curva del
colorimetro, ‘
¢ La determine~ién se reallza pesando una canr
tidad determinada del producto obtenido por sl método de
Dubos y Hotechkiss y luego disolviendo en una cantidad dew
terminada de alacohol de 958, S1 el ensayo de estimacién
de tirotricina se quiere hacer en un medio de cultivo. ag
aspira con pipeta 1 ml del medlo, previaments homo , -
do nor agitaeién, se coloca en un tubo de contxifusa c&n&-
co, se le adiclonsn 9 ml de aleohol de 959, se pgita vlgun
rosamente, se centrifuga ¥y luego con este extracto alcohdd

1ico se hacen diluclones con alceohol y se efectian las de-

tarminaciones colorimdtriens,

Para conccer el niimero de mlarogramoﬁ de’
tirotricina por ml de cultivo se muitiplica ol nfinero de mis
crogramos lefdos en la cutva de eanlibrocidén por ol factop
proplo, este filtimo depende de la dllueldn del oxxracto‘§mp
cohblicot |
nicrogramos leidos x factor = tirctricina por ml de ch;ﬁ;gp

Con &ste método Dimick comprobb que utilinne
do ¢l método de extracelién de Dubos y Hotchkiss (78), el:78%

del producto crudo era recuperados
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Bste métndo es satisfucturin, pero para efcoe
tuar varias therminucionas de diferentes meding de cultie
vOy ©8 necess¥io establecer una curva standerd para oadw,igi

kA

to de sangre y posesor ratas para que provean la sangre,

b) Bl centenido de rintofano

Rittenberg, Stenberg y Bywater (141) descriw
ben un nétodo para estimar rapidamente tirotricina on mew
dios ds cultivo superficiales o aereados sumergldos, 3e. ba
sa esta téonica en el contenido del amino-écido triptofane
en la tirotricina, el que en contacto con determinados reag

tivos da reacclones coloreadas,

Procedimiento engsayado:
Muestras pesadas de tirotricina stane

dard fusron disueltas en alachol (especialmente fué usadg W
eohol et{lico absoluto) para dar soluciones de la concentyne
cifn deseada y oon las mismas sd ;;termina la curva del eolo
rimetro, Las soluoiones alcohédlices son estables y puoden

ser mantenidas indefinidamente, Xl coler es desarrollado
por aiiadido do 0,5 ml de p-dimetil amino benzaidehido al 5%
en ClH ;nncentrado (preparado diarismente) y 0,5 ml de .&le
cohol en 5 ml de C1lH conecentrado, Esto es seguido por afadi
do de 1 ml de sol.aleohdllica de tirotricina obtonida de un

redio de cultivo. 81 la tirotsioind estd presente, Gesarroe
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1lla ensaguida una eoloracidn rosada. Se deja einco minutos
en repnso y luego 8o le adiciona 1 gota de una solucidn a=-
cunsa de NpNa al 0,2% y un color azul aparece en pocos se=-
gundos., La densidad de color se lee desjpués de 15 minutos.
en un electrofatdmotro de Fisher, Modelo A.C., filtro 650
n ."( Un tubo conteniendo 145 ml de aleohol, 5 ml de ClH
concentradoy 045 ml de p-dimetilaminobenzaldehide en sol.al
5% ¥ 1 gota de solucibn ds NOzNa al 0,2% es usado como blep
CO.

Para comprobar si hay tirotricina en un medio
de cultivo y valorarla se procede sn la ii&uien.t'o formas

En un tubo de centrifuga se miden 5-10 ml de
la muestray se ajusta el pH 4 - 445, por adicién de una .cane
tidad prodeterminala de ClH.se centrifuga, el liquido sobres
nadante es descartado y al sedimento se la afiaden 5 ml de. &}
coholy el sedimento es asi{ resuspendido,y el tubo es agitado
10 minutos y luego dejado en reposo 20 minutos y recentrify
gado.l ml del 1ligquido claro sobrenadent: es usado para efeg
tuar la reaccidén eoloreada. Esta cantldad es equivalente a
14 2ml ;iel 1liquido de fermentacifn, devendiendo de la prg
noreién de la muestra iniciale. El orden pusde ser sumentas
do i es necesario vor variaclones de la nuestra inicial;'®

del volumen de alenhol usado para la extmeceidn. Generalmeg
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te 1 nl de una solueldn annteniendn £10 Xr\@,‘l, atondnrd eg

eomparada con cada serde desconoclda, La cantidad de tiro-
trleina en lo musntra desconocida es ealouiada eon la curva
trazada para sl elecirofntémetro de Fisher aque se usd en lag

detarminaciones de sata Investigucifdne

Con a3ste método 8o pueden determinrr hasta Vi
lores de '2&\( por ml con una aproximaclén de 63, Tiene laiwvej
teja de yus trabajando en serile pueden realizarse de 49-56’.\93
torninaciones en 4 horas,

Bl método no es especifico peru tiRotriciny'y
se abran como minimo dos series de oriticus: |
a) La proporecibn de gr dcidina y tiresceldina esid sujeba &
los cenbilos de las condieionss de farmontecidn o a way dii_fargg
tes copus de organismouss pero log rasuliados obtenidos por”
Rittenberg y Dimick indiesn que Lol veriacidn no ocurridten
el tirenscurss de las vsr:aclones ensunyadas,

b) Tawblén a5 1osible que sustancles no anbioidileas eontoe
niendo triptofane anluble en aloohol e insovlubie en agua puew
de estur en los distintos oultivosy dundo de este mMuivs ree
sultados altos., BSolo el 20% de la tirotyricina determinada
por el métodn deseriivto es tawmbién semejante a la alislada

por Dimick y deternl. nda por el mébodo hemolisico,
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g) Létodo breterioldgico

Para controlar iirntriecina se usa
trubidn el rétodo breleribléglco (€1) de =s diluciones see
rindasg, colocando concentrneiones diferentes del antibiético
oen contacto con gérmenes testigos. Ia tirotricine de un nge.
dio de cultivo puede estimarse cualitstivamente, centrifugtp
do unn poreidn del misro, 1 ml del 1lfquido sobrenadanie es’'3i
fia. i¢0 a igurl volumen de wa cultivo de més o menos 5 hogég,
de Micrococus conglomerstus (cepa M.Y), en csldo, e incubado
2 horss a 374C, la presencis de la susisncia antibacterial. sg
rs revelnda por lisir del cultivo, Este ansaydsgiusencil;g
¥y seguro y se adaptd pare determinecciones cuantitntivas, no
solo utilizando tivotricina alslods por 1n téenicea de Dubos
y Hotchkiss, con ligrras modifienciones o prro valorar tiroe
tricina directamente de un medlo de cultivo, procediendo en
1n giguiente forma, Uno cantidad determinnda del cultivo e
centrifugada y rosuspendida en alecohol etflico en igual pros=
poreién que el volumen del slicuota usado. DejJor reposar 24
horns a temrersnturs ambiente y luego este extrreto alcohdlie
co es ailufdo con egua y se hacen diluciones seriadas, la mf
nims cnntidrd necegrris rara producir lisis del germen tasti
go indlerrd la activided del antibiético, GCenerslmente 4‘&
de tirvotricina son sufilcientes rara provoesr lisis del micrg

organismo. Fuoden ser usadrs otros microorganisnos testigogf
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como el Lesctobzeillus casel, estafilococo avreus, ete,

Pora vrlorar Tirotrieina en proparsaciones fop
macbuticas del tipo emalaién o unéﬂento Reedy y Wolfson (142)
deseriben uns téenicz de extrucceién del antibiético con al-
eohol y propilen~glicol, luego rreparan diluciones con alcohol
etilico y sigven la tfécnica e les dilucliones gerisdas, emplgepn

do como germen tealigo: Strertococcus fecalis (M«12),

El método de las diluciones serisdsns dn valow
res arroximados de la concentracién de tirotricina, tanto -eh
liquidos de fermentacién como una vesz elaborada 12 tirotrici
na vy reanlizando la determinccidn bacterioldgicn coli la soluw
cién =lcohblice de tiroitricinn,

Método adoptodot

Se reslizeron ortudlos sistemSticos pors lig
ger 2 un método que ¢i6 remultsdos satisfactorios en 10 gue
se refiere 2 la uniformidsq del mébolo y & lo repldess Es g
na técnice de diluciones serizdss y sirve parc medlr el snt}
bibtico en medios d- cultivo, la drogs elabecrade en formas
farnscduticas vorladase
Iécnlga:

8a utllizan 12 tubos conteniendo gade uno 5
mle de enldo simpie a pH ¢t 7,

Como germen testigo, Stsfilococcus aurcus Og

ra (2u®), cultivo de 6 horas en caldo simple y posteriormep
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te dilufdo 1/10,

Como control se emples une anlucidn snleohblie
ca de tirotricinn al 2% de le que ek el momento de 1r titulg
eién se hsce una dilueién 1/40,

Tube Canticdad de la so~ Corresronde a Dllucién real:

lucidén a medir uns dilueién de tirotricing
1 046 mlgiel materisl 1 11 122,000

3 Jedir .

2 06 M1, del tubo KOl 14121 1:242,000
3 0,8" % » n 11104 13388, 059
4 0,2 w w w 1:286 13572,000"
5 041 ¥ “ n " 1:561 1:1.’5.29':000
6 1 v noow e 11726 1:1.462,000
7 Oy m om 1:1331 112,662,000
8 Ug3 oo " 1312137 1:4,274,000
@ 02" womom 1:3146 116,202,009
10 Q1 # ®w v 1:6171 1:12,342,000
1L 0,080 % n 1:12,9221 1,24,442,000
12 5 ‘mlgc~ldo eimnle (control).

Se agrega a csda tubo U,1 'wy,del cuitivo de,

8t- filcceocus sureus, dilvido 1/10.

Sa colos»n Tos tubos en ertufa a 379 C. 'y se
hecen lec!vrss rerifidic s, o lss 6, 12 y 24 horea ¥ se di Oow

mo poder hretoriostitico de la tirotyricine la méxims dilusidn

en al tubo quo no se observs crecimiento del gerren,
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Al medir 1iquldos de fe:mentncidén es necesario
cnlentor previeaments el materisl perr destruir lss formss vee
getrntivns ¥y evitrr el dessrrollo del Bnoilo bravis que molese
tarfia en la lecturr, Se coloc» el material en un B.M a la tep
preraturs de 80Y durante 5 minutos, con este simrle verisnte

ge bvita tener crscimiento del germen en 24 horasg,
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1."'0 14' “‘)

Se nlanes este trabnjo eon el objeto de contrim
buly ol mejour conpelmiento y nosibllidades do industrialinoe
cifin de la tirofrieina con paterias primas del paise

Se estudid ia hiologia del Banilo hrovis, ohsep
vondo la influenoin de varlos factorea: o, temperatura, mbae
clonos, gsobre su eapacidad de producir tirotricinn,

Los ensaycs desarrollados por cultivo en Supere
flele ded Racilo brevis han proporcfonado resuliadds positives
puss £a ohivviersn huenns rondimisntos do tiroiricina con cale
do ds cultive preparsdo en hase de rmaterias prings ouys Lorma

de ohtenalldn se dotalla,

LIoo ensnyos reslisados wor cultivo en profundie
dod (mbtodo aereado sumergide) han permitido renroducir OXpoe
rienclas relatada en la literabure pere no s9 han podido reomw
plazar 1oa medios nutritivos reconneidos por ctros vds acondmd
cos, nuos n nesar de obtener buenns desarrcollos del germen no
so eonsinié aislar tirectrieina en cantlidoades apreciampian, 856
detallan varlaciones en el método fundaomental cue no eondujew

ron a rnejevas on el rendimlento.

La produceién de tirotrlelna obienida en onda ij
LEAACION: ... ...l

13- 10-20%
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no do lod eagos fud controlada por rdtodos guimien ¥y bHioclbe

gico cuya téenica ge describe,
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