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I ) Introduccién'ﬁistérica

a ) Generalidades sobre el antibidtico.-

‘ El término " antibiosis " define un hecho cono-
cido desde hace mucho tiempo; el antagonismo entre distintos microbios.
Un antibidtico - dice el Dr. Alfredo Sordelli -
puede ser definido de la siguiente manera: " es una substancia especifi-
ca produéida por un ser vivieﬁ%e que tiene la propiedad‘de ser activa
contra un microbio ".(A)

Existen antecddented muy antiguos de la existen-
cia de tales sustancias en ol btratamiento de las enfermedades humanas,
antes de que se conociera con precisibn su etiologla y naturaleza. Re-
cgﬂgaremos entre estos antecedentes el uso de las infusiones de la cor-
teéé de la quina y su introduccidn en la medicina occidental en 1639 por
Juan del Vego, cuando la aplicara para curar las fiebres de la condesa
del Chincén. Asi comienza el uso de la ipecacuans, desde el afio 1639, pa-
ra el tratamiento de la disenteria. Fueron Pelletier y lMagendie en 1817
v Caventou y Pelletier.en 1820 quienes obtuvieron de ‘la ipecacuana y de
la quina , sustancias quimicas definidas y de acciébdn especifica: la eme-
tina y la quinina; que merecieron el nombre de antibi6ticosr Antes del
comienzo de este siglo, el investigador italiano Gosio - 1896 - estudian-
do las posibles causas de la enfermedad conocida bajo el nombre de pela-
gra, obtuvo de la héring.defmaiz,,alterada por ol crecimiento de un hon-
go ( Penicillium ), una sustanciﬁ‘cristalina que tenia la propiedad de
inhibir el crecimiento del B. Antracis.

Esta sustancia, conocida hoy bajo el nombre de

*.

fcido micofendlico; serid'él?primeraantibiético de origen microbiano.

Poco despuéds del hallazgo de Gosio, Emmerich
y. Low ( 1899 ), obienon y aplican la piocianasa, producto de cultivo de
la bacteria pilocifnica, que se usa en la terapbutica de las afecciones de
las féuces por aplicaci6n local, siendo su uso continuado hasta el afio
1937, aﬁo en que €8 posible'conocer su fabricacidn y uso, especialmente
en Alemania.

Ppsiﬁlamente ol hecho més significativo en es-
;ﬁa historia se produce con el hallazgo de Dubos.( 1939 ) quien, por el

tratamiento de los 1iquidos de cultivo de una bacteria aislada de mna gra-
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minea ¥ que resultd ser luego el B. brevis, obtuvo una sustancia bastante
pura y cristalina designada como Gramicidina.

Después de los hairlazgos de Jenner, Pasteur v
Behring, la terapdutica de las enfermedades.ihfecciosas fué concebida con
los conocimientos y métodos de la inmunidad, y la aplicacién de un suero o
de una vacuna era cdnsiderada como la solucibén mids efectiva. Los fracasos
de la aplicacidn de los sueros y vacunas para ciertas enfermedades y la im-
posibilidad de obtener dichos fledicamentos para otras, fueron en cierto mo-
do olvidados por ol advenimiento de la quimioterapia. Los éxitos logrados
con el Salvarsin y luego con el Neosalvarsin abrievon el camino a una nue-
va esperanza. Sin embargo, poco de importancis fué afladido al descubrimien-
to de Ehrlich ( 1905 ) por mucho tiempo;ylsélo cabria mencionar a la octo-
quina y algunos productos de su familia, quo se los conocia activos contra
ol ékeumococo.

Mucho més tarde se descubre el 205 y luego los
antipalﬁdicos Atebrina y Plasmogquina, todos muy activos contra protozoa-
rids pero ninguno précticamente contra las verdaderas bacterias. En 1935,
con el hallazgo de Damagk, se adquiere la certeza de que las enfermedades
producidas por bacﬁgrias}@ueden ser tratadas por sustancias quimicas, sin-
téticas en este caso, por su aﬁiicagién sistemdtica ( Prontosil).

La aparicidén de la sulfamida y sobre todo de la
693%-MB sulfapiridina, en 1938, fueron el comienzo de una nueva era en ol
pensamiento de los farmacélégos, quimicos y clinicos. Desde entonces exis-
£id 1a convicciSn de que se podian encdntrar sustanciss que, interfiriendo
con los procesos normalos del metabolismo de less microbios, podian impedir
su multlplicacion ° ‘destruirlos, ain en condiciones en quo no son tbéxicas
para los animales superlores hudspedes de aqudllos. A)

Puede decirsoe que ol mundo se encontraba pre-
parado para el gran descubrimiento, que asi merece ser llamado el de la
Peﬁi;ilina ( 1929, Alexander Fleming ).

| Se creyd entonces resuelto el probleme de 1l cu-
ra de ldézprocesos microbianos en el hombre. Se vid despuds gque, si bien
la mediciﬁéfse habia enriquecido con un poderoso agente para la lucha con-
tra las infecciones, estaba lejo§gde ser la esperada temvapbdutica general

y muchos micrdorganismos'esdapaban-a su accidbn.
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Una serie de estudios iniciados en 1959 por ‘Taksman sobre la produccidn
por microorganimmos del suelo, de sustancias antibidticas que detienen el
crecimiento ( bacteriostiticas ) y o lo destruyen ( bactericidas ) de cier-
tas espedies bacterianas, condujeron al aislamiento en los cultivos de wn
hongo Streptomyces, de una sustancia con propiedades antibacterianas que
se denomind Streptomicina y que presentd muchas similitudes con la Strep-
tocina, antibibdtico que ya habia sido aislado del Strptomyces.

Waksman y colaboradores habian estudiado las
sustancias an@ibiéticas que se obtenian con cultivos de diferentes hongos,
pero llegaron a la conclusifn de que es el Streptomyces Griseus la especie
que produce el-elemento mds activo y Util en aplicaciones terapéuticas.

Desde el punto de vista cronolégico es menester.
mgpcionar los estudios do Waksman sobre los actinomices, iniciados en 1915.
Eﬁ§3919 junto con Curtis logran el aislamiento del Actinomycos griseus, de
una .de cuyas subdivisiones, el Streptomyces griseus, deriva la estreptomi-
cina. No obstante ser Waksman un perito en suelos se vid precisado a re-
alizar tanto investigacionos de caricter industrial como de caricter agri-
cola. Entre ellas figuran sus trabajos sobre los tipos de microorganismos
que oiidan el azdffé, que hanﬁcontribuido 2 los métodos de produccidn mi-
crobiana del Acido sulférico. Asimismo, Waksman estudid los hongos que pro-
ducen dcido citrico y 4cido fumérico, asi como varias enzimas producidas
por hongos y actinomices. En 1931 fué llamado por el Instituto'Oceanogré-
fico Woods Hole para colabora:nen la organizacién de una seccidn de bacte-
riologia maritima v también ﬂ; ayudado a la marina de los Eﬁ.UU. a solu~-
chonar ciertos problemas bacterioldgicos. En 1932 inicid investigaciones
sobre la suerté‘débbacterias tuberculosas en la tierra. En 1937 publicé
tres camunicacion§§~§5bre las relaciones anéagénicgs entre los microorga-
nismon delzsuelo. En 1939 se produjeron dos acontecimientos que lo lleva-
ron a poner en préictica su pensamiento: en ese afio se anuncid el descu-~
brxmiento de la tirotricina y en ese aflo también comenzd la guerra en Eu-
ropa.(A)

: Waksman sabia que la. guerra haria indispensa-
bles nuevos medicamentos; asi pues en 1959 rofirmbé ol plan de trabajo,
pr031guiendo con las 1nvestigaciones de carécter agricola, pero juntamen-
‘te con ellas. istltuyé un programa de 1nvestigaciones cuyonobjeto era el

de aislar las sustanc1as a las que dos afios més tarde daria el nombre de

antibioticos; oes asi quo se llegd al descubrimiento - junto con Woodruff-
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de la actinomicina, derivada del Actinimyces antibioticus, de la familia

de las acﬁinamidétéceas, pero desgraciadamente la sustancia es téxica.
Prosiguiendo con sus invostigaciones, Waksman aisla en ;9&2 la estreptotri-
cina, nombre derivado de una antigua denominacién de los actinomices, esto
‘es, estreptotriceas. La estreptotricima habidi sido aislada de cultivos de
Streptomyces lavendulae, otro miembro de los actinomicos. Evidenciaba mayor
accldn contra los microorganismos gram negativos que contra los gram posi-
tivos. |

En 192 Waksman, junto con E.S.Horning y E.L.
Spencer, dieron a conocer el éislamiento de otras dos sustancias: la fumi-
gacina 7 la clavacina. Ambas eran elaeboradas $or miembros del género Asper-
gilius: la primera por el Aspergillus fumigatus y la segunda por el Asper-
gillus clavatus, pero la fumibacina, activa contra las bacterias gram posi-
tivasﬁresultaba toéxica, lo mismo que la clavacina. Mientras tanto, los estu
dios con la estrptomicina habilan avanzado hasta el punto de que sus posibi-
lidades parecian mayores de lo gue habian parecido originariamente.

Walisman ostaba obsesionado con la idea de encon-
trar una sustancia que fuera capaz de disolver la cépsula cédrea que protege
del ataque leucocitario al agente de la tuberculosis humana. A mediados de
19h3, logra aislar dos razas de Streptomyces griseus. Una raza fué obteni-
da originalmente de la tierra de un campo fuerteﬁente abonado v la otra de
la garganta de un pollo que fud prestado for la seccidn de granja de la
Estacidn Experimental, Ambos evidenciaban notable antagonismo contra el
gram negativo Escherichia cdli’“ihﬁédiatamente se establecié una unidad de
poten01a equ1Valente a la cantidad de filtrado de cultivo necesario para
inhibir el desarrollo de una determinada raza de Esch@richia coli en 1 ml
de un medio de cultivo. Fue entonces posible valorar la potencia de cada
nuevo filtrado a medida que se producia. Las primeras razas producian 200
unidades de estreptomicina, cantidad que disminuia con las nuevas genera-
ciones a 75, es decir que tenian su mayor capacidad productora cuando era
rociéﬁfaislado de la tierra. La raza debilitada se sembrd en tierra esté-
ril y no sélo rocobrd su fortaleza sino que se produjeron varias razas nue-
vas. Se eigﬁinaron todas y se encontrd que algunas podian conservar la pro-
piedad de dar 200 unidades aln cuando se culbtivaran generaciones sucesivas
en medios artifiéialés. En coléborécién.cOn Bugie se estudiaron 1os:medios
de cultivo que mgjbr~se prestaban para el Streptomyces griseus.

Se encontrd que el~medi6 ideal era el que cont@w&,
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,glucosaiﬁpeptona, oxtracto do carne y cloruro de calcio. Se descubrid que
“el rendimiento aumentaba cuando se agitaban los cultivos. Posteriormente
se realizaron exporiencias in vivo utilizando embriones de pollo. Doris
Jones inyecfé un grupo de embriones con dosis letales de Shigella gallina-
rum, agente de la tifoidea de los pollos y luego inoculd la mitad de los
huevos infectados con estreptomicina impura. Los embriones no tratados mu-
rieron y los tratados vivieron todos sin evidenciar toxicidad el medicamen-
to. A principios de 1945 la casa Merck estaba produciendo pequefias cantida-
‘des de estreptomicina; en l9h7 la produccidn del medicamento habia aumentado
enormemente. Los 3.000 gramos por mes producidés en Qetiembre de 1945 en
EE.UU. se transformaron en 1947 en 550.000 gramos. Zn ose afio se conocid
rademis la estructura quimica del antibidtico. (4)
* El comité de quimioterapia americano para el
estudio,de la estreptomicina seflald su gran actividad sobre: Pasteurella
tularenéis; Klebslella pneumoniae y sobre Mycobacterium tuberculogis tipo
humano, pero la dificultad en el tratamiento de la tuberculosis a base-de
estreptomicina es la répida adaptacién del bacilo al antibidtico, que lo
hace estreptomicino resistente, sobre todo cuando el enfermo estd someti-
do a fuertes dosis. La Neomicina es un poderoso antibibdtico de accidn inten-
sa sobre el Koch pero tiene el mismo inconveniente.

En 1946 Peck, Brinck y Kuchl obtienen la di-
hidroestreptomicina, que tione la particularidad doﬁresistir la accidn de
los solventes alcalinos y de no ser inactivada por la cisteina. Asi como la
penicilina reveld que los antibiStiéos podian conquiStar"éiitos fabulosos,
la estreptomicina, el mis prometedor do los muchos.antibiéticos recién ais-
iados, demuestra.que las posibilidades de su accién son literalmente infi-

nitas y asequibles é”la investigacidn tesonera ° infatigable.
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Resumo en cuadro el ntmero de antibidticos que se han obtenido a partir de

los hongos del género Streptomyces : (3)

Estreptomicina Actinorubina Sulfactina
Manosidomicina Antiesmegmatis Microsporina
.Griseina Actinomicetina Cloromicetina
Actidiona Actinomicina Aureomicina
Bstreptoticina Proactinomicina Terramicina
Estreptolina Musarina Neomicina
Estreptina Hicetina

Lavendulina Litmocidina

La eéstreoptomicina es Atil en él tratamiento de.infecciones debidas a micro-
organismos gram negativos o Acido resistentes. Como todo agente antibacté-
rico la estreptomicina debe considerarse com un coadyuvante de la cirugla o
de cualesquiera otros métodos torapéuticos reconocidos que sean indicados y
no como un sustituto de ellos.

Se pecomienda la estreptomicina como una tera-
péutica coadyuvante en el tratamiento de :
Infecciones causadas por Mycobacterium tuberculosis;

Hemophilus influenzase
Meningiﬁis; debida a cepas sensibles de Salmonella
Endocarditis, dobida a agentes patdgenos penicilino resistontes pero sensi-
bles a la estreptomicina.

Meningitis, bacteriemia o infecciones do las vias urinarias debidas a cepas
estreptomicind sonsibles de :

Escherichia coli

Proteﬁsﬁéﬁlgarié

Neumobacilo de Friedlaender.

Aerobacter aerogenes

Bacillus piocyaneus
Blenorragia -
Chanéfoide ( refractaria a las sulBonamidas ).
Granuloma inginal.

Tularemia.

La estreptomicina es por lo cormin U:il en las
siguientes condicionos :
Péfitoniﬁis - Abcesos hepAticos - Colangitis - Infecciones crénicas del pul-
moén - Empiema - HeuﬁShia - Ciertas infecciones gastrointestinales causadas

por509pa§3$ensible$ de Salmonella y Shigella.
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. La estreptomicina necesita ser investigada aifin con
relacién a:l
Tuberculosis génitourinaria.
Linfadenitis tuberculosa - sin fistulas cuténeas.

Tuberculoéms del pericardio, de los huesos, articulaciones, ojos o de la

3

piel.
Brucelosis - en combinacién con sulfadiazina.

La estreptomicina no se recomienda en la actuali-
dad para tratar las siguientes lesiones tuberculosas :

Fibroide o fibrocaseosa ( especialmente cavidades de paredes gruesas ),
pulmonar terminal o destructiva aguda, pulmonar ninima o inqipieﬂto mode-~
radhmente avanzada con prondstaco favorable bajo tratami%ﬂfo.clésico, em-
piema crdnico.

Lia estreptomicina es de dudoso valor en el trata-
miento de la fieobre tifoidea y en la mayoria de las infecciones a Salmone-
lla.

La estreptomicina es ineficaz en las infecclones a

Clostridios, Rickettsias, Plasmodios, virus, mohos y hongos.

. Accibn bacteriostitica de la estrptomicinag :

Microbios gram positivos Microbios gram negativos
Corgmebacterium diphtheriae Brucella melitensis
Mycobacterium tuberculosis ( v. hom.) Salmonella typhi
Staphylococcus aureus . sscherichia coll i
Streptococcus heomolyticus "'  Klebsiella pneumoniae

Streptococcus viridans Pastourolla tularensis
Shigella paradysentariae

gpgorcién La estrptomicina pasa a la corrien-
teo sanguiﬁéa'dospués do haber sido administrada por via intramuscular o
subcuténea. LALVia_intramuscular es la de el?ccién; so usan diluciones en
suero fisioldgico. La via subcuténea es también aplicada - pero el dolor y
1a reaccidn local limiten su uso.2)

Debido a la poca absorcidn de la droga, la via
.orgl no-se aplica. Se han usado vaporizaciones en el tratamiento de cier-
tas infecciones broncépulmonares, a la concentracidn de 50 mg por cc. de
suero fﬁéiolégico’y puede ser inhalado un total de 500 mg en 2l horés.
ggggggiééi:vLa mayor parte es excretada por los rifiones, a través de la
‘orina. En pequeiias cantidades eéjexcretada por la bilis, el liquido pleu-
ral, peritonéaily espinal.

Antes se acosbumbraba expresar la potencia y la
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dosis de estreptamicina en términos de unidades; sea :
Unidad S : es la cantidad de estreptomicina en solucidén capaz de inhibir 91‘;
desarroldo del bacilo cdli en el volumen de 1 cc. ‘
Unidad L : la cantidad que inhibe el mismo cultivo en 1.000 cc.
Unidad -G : equivalente en peso & 1.000.000 de U.S o 1.000 U.L.

Una unidad S es igual a un microgramo de estrep-
tomicina.

Hoy toda potencia y dosis se expresa en téminos

dol peso de la base.(2)

Clasificacidn de los antibidticos

Las sustancias éue se agrupan bajo la denominacién
de an%ibiétiuos son demasiado heterogéneas para que con ellas se pueda se-
guir una clasificacidn ccordinada. Se pueden clasificar los antibidticos
en cuatro grupos sobre la base de la solubilidad.

a ) Solubles en agua'y en éter a apropiada reaccién

¢ ponicilina, flavicina, citrinina, etec.
b ) Solubles en agua a diferentes reacciones e inso-
lubles en &ter : sustancias de tipo polipeptidico o proteinico.

¢ ) Insolublos on agua v en dter : gramicidina, ti-
roéidina, subtilina, etec.

d ) Solubles en bter e insolubles on agua. : fumiga-
tina, gliotoxina, actinomicina, etec.

Entre los de composicidn quimica conocida se esta-
blecen los siguiontes agrupamientos :

Polipéptidos : gramicidina, tirocidina, ete.

Pigmentos : piocianina, fumigatina, actinomicina.

Derivados sulfurados : gliotoxina, quetomina, etc.

Cotonas y quinonas : espinolosina, clavacina, etc.

Bases orginicas : estreptomdcina, proactinomicina.

Lipdos * piocianasa, etc.
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Fabricacibn de estreptomicina

En la fabricacién industrial del antibidtico que nos
ocupa, se ha encontrado ( Waksman S.A., Schulz A., J.Am.Pharm.Assoc.-3l-
-273 (1945) que ligeras variantes en la composicién del medio tienen gran
Eﬁportancia no sdlo con la cantidad.sino con la calidad del producto., E1

medio propuesto era- segin se ha dicho en piginas anteriores -:

Glucosa lp gr

poeptona 5

extr. carne 5

Clila 5

agua ¢.s.p. 1000 ml pH : 6.5 - 7

Se habia considerado la produccién de estreptomicie-
ﬁﬁa en un medio como estrechamente ligada a ciertas sustancias relacionadas
con el extracto de carne. Se supuso que se trataba de bases guanidinicas
indispensables para la formacidn normal de la estreptomicina.

' El mejor sustituto del extracto de carne parece
ser ol liquido de maceracidn del trigo o mailz germinado. Como sustituto de
la glucosa se ha usado la glicerina y ol almidén, con éxito, y como reem-
plazante de la peptdna, la caseina. Con el crecimentoddel Streptomyces gri-
seus, el medio se vuelve gradualmente alcalino.

La produccidén de sstroptomicina parecce sor especis
fica del S. griseus. Las raza; utilizadas tienen el inconveniente de ser al-
tamente inestables. En cultivos activos se forman en ocaslones mutantes con
una capacidadade formacidn de estreptomicina notablemente disminuida. Estas
mutantes tienden a experimentar una réipida lisis. Cuandd se forman estas
mutantes ol medio se acidifica y se vuelve viscoso. La lisis tiene lugar en
parte porque las mutantés inactivas del Strept;myces griseus son muy sensi-
bles a la accidn de la estreptomicina, a diferencia de lo que sucede con
las variedades activas, que tienen una gran resistencia. Segiin Waksman ¥y
Schulz; mediante seleccibn vy cultivo adecuado las mutantes inactivas pueden
transformarse de nuovo en las formas esporuladas y activas; lo cierto es
que , dado'e;:estricto control que existe , las posibilidades de degenora-
cibn de las razas utilizadas en la préctice industrial son muy escasas .(5)

-Cultivo ¥ procesﬁé'industriales : E1 proceso do formentecidn se comenzd

utilizando. ol cultivo on superficie; despuds se ha adoptado también el cul-
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tivo sumergido que, dadas las caracteristicas aerobias del S. griseus, re-
quier una intensa aereacién. La primera planta industrial montada por Merck
& Co. en Elkton comenzd a funcionar en mayo de 19li6. Con el fin de obtener
una produccidn masiva del antibidtico so requiere la inoculacién en gran
cantidad de esporos. Se utilizan tanques de formentacidn de 50.000 Hs; como
éﬁieste procéso hay una formacidn de abundanteo espuma, se debe utilizar a-
géntes antiespumantes que no sean tdéxicos para el'organismd de fermenta-
cién. Una vez fermentado el caldo, la parte insoluble se compone fundamen-
talmente de micelio, que es fino y gelatinoso: Es dificil separarlo por
centrifugacién v por filtracidn tiene el inconveniente de la obstrucpién
de los filtros. Se utilizan sustancias coadyuvantes de la filtracidn, cu-
ya eleccibn debe hacerse cuidadpgmente, pues tienden a adsorber la estrep-
fomicina. Se usan fi;?fps prensas rotatorios prerrevestidos. El filtrado se
adsorbe sobre carbénugétivo, en proceso continuo. Es fundamental para un
,puen rendimiento que no exista excaso ni defecto de C. E1 C rico en estrep-
;tomicina se sopara del caldo agotado por filtracidn; luego el adsorbato se
lava primero con alcohol y luego se trata con alcohol - 4dcido, luego se
neutraliza el liquido Acido, con 1o cual queda una solucidn purificada y
con una concentraoién éé 0.15 % de estreptomicim . E1l eluato neutro se con-
centra a temperatura cuidadosamente controlada, yé que el antibidtico es
més inestable cuanto mis concentrado. De la solucibn corncentrada se puede
precipitar el clorhidrato de estreptomicina por adicidén de disolventes (a-
cotona ) con lo que se obtiene un ‘producto todavia impuro.(5)

La primera sal que se obbtuvo précticamente pura
fuéd un deriv;do cristalino de la helisntina, a partir de la cual se obtenia
un clorhidrato smorfo con una potencia de 800 unid/mg. Luego se utilizd en
la purificacién_el_écido'fOSfoﬁﬁngstico, el pierico, etc., pero se comprobd
‘que la sal mixta clorhidrato de estreptomicina - cloruro de calcio presenta
la forma mis adecuada de cristalizacién y presentacién del antibiético. La
ostreptomicina también so obtiene industrialmente trabajando inicialmente
con cultivo sumergido. Dado lo reciente de la préctica industrial de este

proceso, %Gdavia os prematuro para decidir qué tipo de proceso se impondri

finalmgnte.
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II ) Estructura Quinica

La estreptomicina es una base compleja producida
por fermentacibén en medios especiales de cultivo, usando cepas de Strepto-
“myces griseus adecuadas a la produccidén de Estreptomicina A. Es una base
gugnidinica con un grupo inositol y dos hidratos de carbono unidos en for-

métglucosidica : (6) (3

NH- C-NH2 __Q\A
.- _’_H "
© ,//’?H o i

g C=——0c CH

b Lk o —

i (,' l (HsN‘H'('}H
0 |CH _ rC O H

*= CH3 I oHCH

. t

CH- cHag#M

estreptidina estreptobiosamina

De los liquidos de fermentacibén se solubiliza
"la estreptomicina por filtracibén dcida y se adsorbe sobre carbén activo a
pH : 7, 8o eluye luego por Acido ¥ se precipitan impurezas al punto de solu-
bilidad de éstas ¥y se combina a otras sustancias formando complejos que
contienen estreptaﬁiciﬁa Y pocas impurezas. &l precipitado se disuelve en
solventes orgénicos y por medio de resinas de intercambio idnica se elimi-
ne el precipitante utilizado, quedando la estreptomicina en solucién dcida
sea como clofhidrato o sulfato. La solucidn es dosecada por liofilizacién
después de filtracibén estéril.

La estréptamicina es insoluble en éter, clo-
roformo y acetpna. Hs soluble en agua.

: Es termoestable, resistiendo calentamientos

de 80 a 100°C sin pordsg en forma apreciable su actividad.

El mismo Streptomyces griseus produce una

estreptomicina B que es el Mandsidoestreptomicina, de férmula :

He
N -f‘l -NY 0 (% H
WHs l/uwn.c, "
o
! BC.0

: l .,c H
— ——CH
- ]

CH2200H
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La dihidroestreptomicina se distingue de la es-

-troptomicina A, que es la comercialmente usada, por tener el grupo aldehi-
dico transformado en grupo alcohdlico, por reduccidén con hidrdgeno por me-
| dio de un catalizadom.
N Hediante el omploo de métodos especiales ha sido
pﬁéible obtener salos cristalizadas de ostroptomicina con olevado grado de
“@u?eZa. Hoy se sabe que el gntibiético os una base fuerte constitulda por
.C, ﬁ; N, 0, no enbrando en su constituciofl S ni P. Para la estreptomicina
base se ha propuesto la sigu;ente férmula empirica:
Ca157-39"7%12
4<( Peck R.L., Brunk N.G., Flyn C.H., Fo%kers K. )

Por procedimintos adecuados se degrada en dos

LAr
B

§pofciones bisicas: estreptidina y estreptobiosamina, unidas por una liga-
dura glucosidica.(9)
Estreptidina : Es la 1-3 diguanidino-tetrahidroxiciclohexano (ClBHiBNGOh)

' que por hidrolisis alcalina libera la : dstreptourca ¥ la estreptoamina

( 1-3 diemino tetrahidroxiciclohexano ). Esta Gtima es Opticamente inaéti-
va v guarda estrecha relacién quimica con cl mesoinositol. {"Carter H.E.,

Clark R.K. jr., Diclman S., Loo J.H., Heek J.S5., Shell P.S. ).

20N
"H*-C <|‘\~H2.
3
LRV (43 e ow

N4
wo ! ‘”“'c:nﬂz-
¢
Uit
| Estreptiding | Estreptamina
1-3 diguanidino 2—hp5r6‘tetrahidroxi- 1-3 diamino 2-li-5-6 tetrahidroxi-
clclohexano. ciclohexano.

Estreptobiosamina : Es un disacirido nitrogenado que libera comn producto

F

de degradacién la : N-metil-l-glucosamina. (Brunck y colab., Flyn C.H.,
Hollny.W.,,M0zongo R. y Folker X. 5. ‘

CH- O -

iw-t -NH.CHS

i

CH.CH 0
|
CH.0
t
CH
i
CHwoH

Se ignora a qué parte do la molécula corrosponden los oropidades bacterios-
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tdticas y bactericidas.

El dicloruro de estreptomicina en concentracidn de
1 mg/cc, no mostrd efectos antibacterianos, aunque en concentracién de 10
mg/cc tiene una cierta accidén inhibidora sobre el B. subtilis. ( Peck R.L.,
. Graber R.P., Walti A., Hoffhine Ch. ).

La existoncia de mAs de una osbtreptomicina fud su-
puesta por Madigan y Brownlgo, quienes en 17 lotes diferentes encuentran
una sustancia no identificada que provoca sintomas Y signos tdxicos agudos
en el ratdn { Lancet 1947 ).

Recientemente Fried y Titus han aislado de los con-
centrados de estreptomicina una base con propiedades antibacterianas que de-
'signan con el nombre de Estreptomicina B,

Mediante el método cromatogrifico de purificaciédn
se encuentra esta fraccibn, que es menos activa, que tiene una potencia de
150-200 ﬁﬁidades S ( microgramos ) por miligramo. Se la obtiene como cloru-
bﬁo”de estrptomicina B en forma de polvo amorfo.

En la actualidad se estl estudiando su eficacia em

infecciones exporimentales y en la clinica.

La degradacibn de la Estreptomicina y dihidroestreptomicina con

metanol. (¥)
Carter, Clark y Hooper han estudiado la reaccibdn

de la estreptomicina y el fcido clorhidrico en solucién de metanol y obtu-
vieron un-ééii@o amorfo. E1 clorhidraﬁb de estreptomicina asi logrado fué
separado por iaiéccién de metanol anhidro conteniendo dcido clorhidrico en :
estreptidina y metil esﬁreptobioﬂamina-dimetil.acetal pidrocloruro, el cual
_por~acetilacién_di6 : metil-tetra-acetil-estreptobiosamina-dimetil acetal.
Se demostrd ademds que la mitad de la estreptobiosamina de estreptomicina
poseiaxun_grupo metilamino y también un grupo libre o potencial carbonilo,

lo que se demostrd en la proparacidn de la oxima y semicarbazona de hidro-

cloruro de estreptomicina, por Bruik, Knell y Folkers.
Cuando una solucién de hidrocloruro de estrepto-

‘micina en mﬂéénol, conteniendo alrededor de 1 % de C1H em la dejbé a la tem-
paeratura emblente, la rotacién especifica se modificd profundemente en 2l
horas. Los productos.do la reaccidn fueron sopafados por el procedimiento

cromatogrifico, usando elimina lavada. En solucidén de éter metanol el hi-
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drocloruro de estreptidina fué adsorbido por la alimina, mientras los de-
rivados de la estreptobiosamina pasaron libremente a través de la columna.
ELl hidrocloruro de estreptidina fué entonces obtenido por tratamiento con
metanol y fud caractrizado como picrato crispalino.

X éobre la base de la férmula : C2lH59N7012 para la es-
tgéptomicina, ol dosdoblamiento del antibidtico en solucién de metanol pue-
‘de ser representado asi :

CpyHzgN701 5. 301H + 3CHz0H — CgHy gNgO), . 2C1H + Cq 3HooNO( 0CHz )3 . C1H + Hp0

' E1 hidrocloruro de metil estreptobiosamina-dimetil-
acetal es un sdlido amorfo, levdgiro, soluble en agua, piridina y metanol,
pero insoluble en los solventes orgénicos comunes. Cuando se hizo el estu-
dio espectrografico, no se pudo constatar absorcidn del carbonilo; pare-
ciera_que en este derivado de la estreptobiospmina, el grupo reactivo car-
bonilo ha sido convertido en dimetil acetal.

En una determinacidén hecha por Kuhn-Roth, de grupos
metilos ligados al carbdn, fud obtenido un equivalente de 0.83 moles de
dcido acédtico, indicando que el compmesto tenia por lo menos un carbono
del grupo metilox

Cuando el hidrocloruro de metil-estreptobiosamina-di-
moetil acetal fud calentado con &lcali acuoso, la formacibén de maltol fud
indicada por la absorcidn ultravioleta de la solucidbn acidificada ('x méx.
: 2750 A°). '

El tratamiento del hidrocloruro de metiléstreptobiosa-
mina-dimetil acetal con 4lcali acuoso concentrado, mantenido a reflujo did
metilamina, la cual fud aislada e identificada.luego como 2-l dinitro-
dimetil snilina. ‘

La acetilacidn del hidrocloruro de metil-estreptobio-
semina-dimetil acetal did metil-estroptobiosamina(tetra acetil)dimetil ace-
tal, en forma cristalina: Cj3H;gNOn(CHzC0)}(0CH3)3. En solucién de mota-
nol, el ospectro do absorcidn de este compuesto demostrd un minimo de ab-
sorcibn en el ultravioleta, sin miximo. ELl espectro infrarrojo de metil-
tetra acétil—eétreptobiqsamina-dimetil acetal en concentracidn baja ( 3-10
%) en soiﬁcién de tetracloroetano demostrd fuertes bandas simétricas de
absorcién en 5.75 ¥ 6,16 . Ello fud atribuido a la presencia de éster Y
emino grupos bisustituidos. Una muestra del compuesto en el mismo solven-
te demostrd una absorcibén en 2754 -

En una*determinacién de hidrdgeno activo ( Zerewiti-



15 )
nof } en este compuesto, se liberd un mol de metano; no podia ser del grupé'
7 NH , aqul presente como -N(CHB)(CH3CO), Y o808 resultados indican que el
metil-tetra acetil-estreptobiosamina-dimetil acetal contiene el grupo hi-
droxilo libre, el cual eos resistente a la acetilacidn.

El hidrocloruro de dihidroestreptomicina fué tratado con
moténol conteniendo @1H, y el hidrocloruro de estreptidina fud obtenido cro-
matograficamente. La acetilacidén del producto amorfo did como resultado dos
derivados de acetilo cristalinos; de punto de fusibn : 198-198.5 y 155.5-157.
Como se esperaba, ambos compuestos contenian un grupo metoxi y cinco grupos
acetilo, cuatro de los cuales estaban ligados a Atomos de oxigeno y uno al
Atomo de nitrdgeno. Este hallazgo sustancila la interpretacidén de la natura-
loza deilos grupos metoxi en el hidrocloruro de metil-estreptobiosamina-dii
motil acetal. Dmfiostrd ademés que -como se sugirid- la hidrogenacidén de es-
treptémicina a dihidroestreptomicina implica la reduccidén de un grupo carbo-
nilo a un grupo hidroxilo. Ambos derivados de acetilo dieron aproximadamente
'ﬁn mol de metano ( Zorowittnoff ) y ambos demostraron una absorcibén infrarro-
ja en la regidn ;Q4, cuando se estudid en solucién saturada de tetracloro-
etano. Es asi evidente que el grupo hidroxilo inacetilable observado en el
metil-tetra acetil: ostreptobiosamina-dimetil acetal, estéd también presente
en la penta acetil-dihidro-estreptobiosamina isomérica. Para investigar la
naturaleza del isomerismo implicado a esos dos compuestos, ellos fueron tra-
tados separadamenfe con etil-mercaptédn y HCl, para réemplazar loé'grupos me=
toxi por grupos etil—mercapto,,fueron,luego reacetilados y trata&os con ni-
quel Ranez , para sustituir los Atomos de hidfdgeno por grupos etil-mercapto.%

Ambos glucdsidos de metilo den el mismo producto final
cristalizado : pentg acetil—dihidrodesoxi-est?epto-biosamina; por lo que asi I
aparece que los dos compuééfos'difieren estéricamentg en el &tomo de carbo-
no que lleva el grupo metoxi-glucbésido, dado que la destruccidn de la asi-
metria en oste Atomo de carbono conduce al aislamiento de un compuesto co-
mﬁn.:£03'compuestos fueron designados :¢X -metil penta acetil d&ithidroestrep-
tobiosamina, p.f.: 198-198.5 y el correspondiente compuesté/ﬂ', p.f. 155.5-
157°C.

La hidrélisis del metil-estreptobiosamina-dimetil acetal-
hidrocloruro para producir N-metil 1-glucosamina fud anunciada por Kuehl y
Fiyn.

El compuesto : & -metil penta acetil dihidroestreptobio-

samina fud disuelto en HCl caliente al 10 % y reflujado por 3 horas. Los

]
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productos de la reaccidén fueron reacetilados 7 se obtuvo una pequefia canti-
dad de : penta acetil-N-metil-l-glucosamina que fud aislada por el proce-
dimiento cromatogréfico. Esta observacidén sustancia la conclusién de gue
el grupo rqactivo carbonilo de la estreptomicina reside en la porcibn es-
‘treptosa { nitrdgeno libre ) de la molécula.

Se ha demostrado que la porcidn : N-metil-l-glucosamina
de estreptobiosamina estf ligada a la mitad de la estreptosa, a travds
del Atomo de carbono de la metil amino hexosa.

Una foérmuls estructural para : metil-tetra acetil-es-

treptobiosamina dimetil acetal basada en la experiencia acumulada es la

sigulente :
R -.-|CH- O. CeEH,L0(cH) (0 (OCHa)s
M
,CH
! (H3L57N |
o] BC- 0- CO.CH?
|
ch
—— . CH
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T DIFERENTES METODOS DE DOSAJE

Método de los cilindros de vidrio.

El fundamento del método consiste en la
difusién de la estroptomicina, desde la sustancia problema, que esté colo-
cada en cilindros, al agar sembrado con el microorganismo.

Se prepard una curva patrén con solu-
ciones de estreptomicina de concentracidn conocida.

Material

Cilindros.- Los cilindrps pucden consiruirse de vidrio, porcela-
na o acero inoxidable. Para este trabajo se utilizaron cilindros de vidrio
Pyrox (1) de 8 mm de diémetro externo y 1 mm de pared. Longitud de 12 mm
y-calibre uniforme. Es conveniente que los bordes sean perfectamente pla-
nés. Fueron colocados en tubos de ensayo, tres en cada tubo, Yy esterili-
zados por calor seco.

Organismo de prueba : Se utilizd la cepa de Staphylococcus Au-
reus N° 578 (2). De la capa mantenida en agar inclinadg, en refrigerador
para no alterar la vitalidad, se efectuaron subcmltivos durante 2l horas.

Medio de. cultivo : Se fundid agar nutriclo transparente, dejan-
do enfriar a h5°0;;§6§ cada 100 ml de agar fundido se le agregd 0,1 ml
del caldo de cultivo, mezclando culdadosamente.

Por otro lado, se prepararon cipsulas de
Petri estériles, de vidrio Pyrex, de 9 cm de didmetro interno. Cbn pipeta
estéril se llevaron ripidemente a cada cépsula, 13 ml del agar sembrado.
Se dejaron solidificar en las placas, conservéndolas en refrigerador. Alld
‘so mantuvieron 2l horas antes de usarlas, pues al enfriamiento evita que
las bacterias se desarrollen demasiado répid? v el agar adquiewe mejores
condiciones para colocar los cilindros. Las placas sembradas nunca ‘deben

dejarse mis de unos minutos a la temperatura ambiente antes de usarlas.

(1) Estos fueron preparados por el Sr, Carlos P. Bermejo, del taller de
vidrio de la Universidad Nacional de La Plata, a quien mucho agradezco.
(2) Las cepas necesarias para la ejecucidn del presente trabajo fueron
‘solicitadas oficialmento él Sr, Director del Instituto Malbrén, Dr. Enri-

que Sav¥ino, a quien mucho agradezco.



18 )

Preparacibdn del patrdén de estreptomicina.

Para expresar los valores hallados y trazar la curva
patrdn se tombé la unidad S.
1l U.S8. ¢ 0.000001 gr
Se tombé un frasco de estrptomicina Merck, mantenido en
refrigerador, y se inyectaron asépticamente 20 ml de agua destilada estéril.
Los frascos de antibidtico vienen con una cantidad de 1 gr de ostreptomici-
na, es decir que en 20 ml --=--- 1.000.000 U.S.
Se tombé 1 ml y se diluyd con agua destilada estéril a
100 ml; es decir :
100 ml-===- 50.000 U.S.
1 ml —--- 500 U.S.

Huevamente se-tomd 0,6 ml :

S1 1ml ----  500.U.S.
0,6 Meeen 300 U.S.

Jﬁ Llevando & 100 ml con agua destilada estépil :
100 ml =-m-= 300 U.S.
1ml —-mm- 3 U.S.

_Esta fud la solucidn madre.
A partir de ella, se procedié a realizar las dilucio-

nes para trazar la'curva patrén.

Solucibn que contiene H20 d. Concentracién final .
3 U.S./ml ml U.S./ml
> 0 3
2.6 0.l 2.6
;Ech,; 0.6 2.

2 1 2.

1.6 1.l 1.6
1.2 1.8 1.2
0.8 2.2 0.8
0. 2.6 0.l
0.2 2.8 0.2

Se sacaron las placas de agar sembradas dol refrige-
rador- de una en una -. Se tomd asépticamente con pinza estéril un cilindro
de vidrio pasando un extremo sobre la llama de un mechero Bunsen y sin apre-

tarlo se lo colocd sobre la. superficie .del agar sembrado. Se tratd en todo

1o posible de oxponer ol minimo tiompo la superficie del ggar en contacto
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con el aire, para lo cual las céApsulas estuvieron en todo momeéento cubiertas

con su tapa, levantando sélo un oxtremo para la colocacidn del cilindro y

para la posterior colocacidn de la solucién antibidtica.

Una observacidn muy importante es que los cilindros

no deben calentarse demasiado para que no se hundan en el agar. Esto trae-

ria una difusibn no uniforme. Cuando estén bien adheridos los cilindros no

se desprendon del agar. Los tres cilindros fueron llenados con una misma so-

lucibn, logrando resultados por triplicado, haciendo lo mismo con las otras -

¥

soluciones. E1 volumen ocupado en cada cilindro fué de 0,25 ml. Las Petri, "

una vez dispuestas, fueron incubadas en estufa a 37°C.

Dospuds de las 2l horas, no sc¢ observd mis modifica-

cién. Se sacaron las placas y con compis de dos puntas se midieron las zo-

nas de inhibicidn, transportando la modida a una regla graduada, tratan-

do de apreciar ol medio de milimetro.

Caja I
0,2 U.S/ml

Caja IV,
1,2 U.S./ml

235
.

Caja VII

25,% rm
8'

2, v.8./ml

31,2 mm
51,0
1,1
Z1.1

F

Roesultados :

Caja II
0, U.8./m1

20,5 mm
20,2

20,%
20,3

Caja V

1,6 U.8/ml

27,9 rm
27,0
2

27,9
Caja VIII
2,6 7.5./ml

55,1 mm
53,0
32,2
55,1

Caja III
0,8 U.S-/ml

Conociendo la curva patrdén se puede determinar la con-

centracidn del antibidtico en un liquido problema.

©n oste caso se pueden colocar 3 liquidos diferentes

en cada uno de los cilindros, haciendo un triplicado. Se calcula el didme-

tro medio, se proyecta horizontalmente desde la ordenada hasta alcanzar la

o -
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curva patrén y luego verticalmente hasta la abcisa on donde se leerén las
U.S. halladas.

Para lograr buenos resﬁltados es necesario hacer una cur-
va pat?dén cada vez que se realice la valoracibdn del antibibtico.

Exeminando las placas luego de la incubacidén se observéd
un halo transparente, de tamafio diferente segﬁn la dosis de entibidtico
correspondiente a cada cilindro de vidrio, y una zona opaca. En la zona
transparente os donde se ha impedido la proliferacibén del microorganismo
de prueba, mlentras que en ol resto de la placa, opaco, el microorganismo
desarrolld.

El difmetro de inhibicién guarda rolacidn directa con la
cantidad de antibidtico. Los datos obtenidos estin expresados on el gri-
fico NW° 1.

Los primeros ensayos que se hicieron con cilindros fa-
bricados " ad hoc " dieron resultados inconstantes. E1l Sr. Pérez Bermejo,
del taller de vidrio de la Universidad Nacional de La Plata, tuvo la gen-
tileza de fabricar un stock de cilindros de vidrio Pyrex, cuyas medidas

se ajustaron a las exigidas.

Otro método ensayado fué el de los discos de papel, cuyo
fundamento es el mismo que el aol método anterior. Solamente he sustituido
los cilindros de vidrio por los discos de papel. Se utilizd papel de fil-
tro Schlicher y Schiil N° 589 banda azul, de 1l mm de didmetro, los que
fueron cortados por sacabocados, siendo esterilizados antes de su uso{}o)

Se trabajd con la misma cepa anterior, de la cual se hi-

ciéron subcultivos cade 2l horas.

.

Se prepard ademAs una solucidén de antibidtico de concen-
tracién conocida. Como antes, pab%imos de una solucidn tal game :

20 ml ~===-- 1.000.000 U.S.
1ml —---mw 50.000 U.S.

Llevamos 1 ml a 100 ml con agua destilada :
100 Ml ===—==m ,50.000 U.S.
D R —— . 500 U.S.

Se 1levdé 1 ml a 250 ml con agua destilada :
250 Ml ====w=-- 500 U.S.
1 ml =-em——-- 2 u.s.
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BEsta fuéd la solucidn madre. A pariir de ella se hicieron las diluciones
para trazar la curva vatrbdn.
Concentracién final

Solucibn con 2 U.S./ml Agua destilada

2 0 2

1,6 0,4 1,6
1,2 0,8 1,2
0,8 1,2 0,8
0,l 1,6 0,bL
0,2 1,8 0,2

Para cada Petri, se dispusieron tres discos con el la-’
do plano hacia abajo. Rédpidamente, ni bien se hubo colocado cada disco so-
bre el agar sembrado, se dpositd un volumen de la soluciébn de antibidtico
de concentracibn mayor. Bl volumen agregado no deBhe ser ni muy grande, co-
mo para que el vapel de filtro no absorba ripidamente, ni muy chico. El
volumen que se considerd convenionte on los ensayos fud de 0,05 ml. Hay
que trabajar ripido, pues el cilindro absorbe Ta humedad del agar.

A medida que so descargaba. la pipeta, so presionaba len~
tamente el disco, con la punta de la misma. Por cada cépsula de Petri se
usarom tres cilind;os, qﬁé se humedecieron con la misma solucidén. De igual
forma se operd con las otras diluciones y se trazé la curva patrén (se in-
cuban a 37° durante 20 horas ).

Cuando se trabaja en una solucidn problema cuya concen-
tracidn de antibidtico se desconoce, se procede del mismo modo, haciendo
el trabajo por triplicado. Con esos datos se acude a la curva patrdn y se

.obtiene la concentracibdn de estreptomicina por mil.

Rosultados :
Caja I Caja II Caja ITII
0,2 U.S./ml 0,4 U.s./m1 0,3 U.S./ml
16.1 mm 20,5 mm 26,9 mm
1?,5 20,1 gg,o
Caja IV Caja V Caja VI
1,2.U.8./ml 1,6 U.S./ml 2 U.S/ml
28,8 mm 30,l) mm 33,9 mm
29.0 50,7 Sl,1
Sr— 01k 30150

Con estos datos se ha trazado la curva del grafico N° 2,
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]SZT Huchos factores ejercen una considerable influencia en
la valoracidén de estreptomicina. Entre ollos so ha estudiado la influen-
cia del pH del medio de cultivo, para lo cual se colocaron solucionss
de antibidtico frente al medio sembrado pero a didtinros pll, siempre
compatibles con el normal desarrbllo del microorganismo de prueba.

Operaciones :

Do las cepas de Staphylococcus Aureus N° 578 y de Strep-
tococcus pyogenes hemoliticus N° 203, mantenidas en refrigerador, se hi-
cioron subcultivos cada 2l horas.

Se fundié agar nutricio transparente repartiédndolo en
seis erlenmeyers. El pH fﬁé llevado a 6 en el primer erlenmeyer; a 8,5+
on 681:2°; a 7 en ol ?°; a 7,5 en ol li1°y a 8 en el 5°, Luego .se procedid
a esterilizar el material a 120° durante 20 minutos en autdgiave.

Al agar estéril y onfriado a L5° aproximadamente se
inoculd en cada erlommeyer 0,1 % de caldo de.cultivo de 2l horas de esta-
filococo, para lo cual con pipeta osté%}l so tqmé 1l ml de caldo de cul-
tivo bien homogeneizado, repartiéndolé en cada erlenmeyer en la propor-
cibén 0,1 de caldo por cada 100 ml de agar nutricio. Se mezclaron cuida-
dosamente 7 médiante pipeta, trabajando répido para evitar la solidifi-
cacibédn del medio, se transfirieron cantidades de 13 ml del agar. sembrado
a cajas de Petri estériles. Se dejaron solidifilcar y se conservaron en
refrigerados.

La misma operacidn se realizb con otra partida de agar
nutricio, con cajas que tenian los mismos pH entre 6 y 8, pero que fue-
ron sembradas con caldo de Streptococcus pyogenes.

Se tuvieron asi cajas do Pobri sembradas con dos micro-
organismos diferontes, aisladamente y cada:caja con pl distinto.

Preparamos un patrén de estrentonmicina de tal modo que
1 ml : 3 U.3., haciendo diluciones con agua destilada estéril para tener
‘una escala entre 3 y 0,2 U.S./ml.

Se. sacaron las placas del refrigerador y dispusidronse
tres discos de vidrio en cada una de ellas con las precauciones de préc-
tica. En cada cépsula se colocd la misma solucibén de antibidtico on los
tres cilindros, para obtener resultados por triplicado promediando luego.
Con las otras cépsulas se procedid de igual modo pero con otra unidad
de antibibtico..

Asi dispuesto, el material fué incubado a 37° durante

'Zh horas, despuéds do las cuales so rotiraron las cajas de la estufa y
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se procodid a medir el halo de inhibicidn.
Se trazaron curvas y se compararon los valores obtenidos
a distintos pH.

‘Roesultados ¢

lra. serie, con Staphylococcus aureus.

pH : 6
U.S./ml 0,2 0, 0,8 1,2 1,6 2,0
Caja I mm 11,k 13,& lZ ,1 20,0 22,l 2h,2
II 10,0 1 19,2 21,6
III 10,9 15, 19,1 23.0 a1
rm promedio 10,7 1&,7 16LH 9.0 59,3 oI, 3
pH : 635
U.S./ml 0,2 0,L 0,8 1,2 1,6 2,0
Caja I 12,1 16,1 18,1 21,1 2,2 26,1
LI 12,2 12,2 18,1 20,2 23,0 27,2
III 12, 16,7 1§,2 21 22,9 26,9
12,5 16,0 18,5 20,9 25,0 26,7
pH : 7
U.S./ml 0,2 0,h 0,8 1,2 1,6 2,0
Caja I 13,0 18,2 20,0 2&, 26, 28,6
II 13,0 18 h 20,1 . 27, 28,0
IIT 13,2 18,0 20,11 2 o 2 2
12,0 8.1 20,1 25,7 ng% 28,
pH : 7,5
U.S./ml 0,2 o,h 0,8 1,2 1,6 2,0
Caja I 1L,0 21,0 23,0 25,0 2&,1 30,2
IT 1&,9 20,2 22,1 .26,2 2 ’f 31,3
III 15,1 20,1 23,2 25, 27,0 50;2
' 1ﬁ,5 20,1 22,7 25,8 27,5 50,
pH : 8
U.S./ml 0,2 0,k 0,8 1,2 1,6 2,0
Caja I 16,1 22,9 26, 26,2 30,2 32,L
II 15,1 25,5 27,1 27,0 30,l 23,0

III 17,2 23,1 26,6 28,1 31,0 2
¥ B3 B3 I %3 57
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2da. serie, con Streptococcus pyogenus h.

pH 6
U.S./ml 0,2 0,h 0,8 1,2 1,6 2,0
Caja I. mm 10,4 12, 16,4 18,2 22,1 2,0
II 10.0 13, 15,1 17,1 23,2 2h,6
ITI 11,2 1,1 15’8 19,2 22,0 25,0
mm promedio 10,5 15,5 15, 16,1 22, 11,5
pH 6,5 !
U.S./ml 0,2 o,L 0,8 1,2 1,6 2,0
T caja I 12,1 1,5 16 20,1 2L,0 26,0
I TRV S A3 G -4
III 11,9 13,1. 18,0 22,2 23,0 26,2
15 1559 N 50,2  -2ho 55,8
pH : 7
U.S./ml 0,2 0,l 0,8 1,2 1,6 2,0
Caja I 1,1 17,1 19,6 2h,0 25 27,0
IT 15.2 16.6 20,1 ol o5 28],
III 1h,6 16’% 21,6 2 26,0 21,%
1L, 16, 20,k 2l,1 25,6 27,
pH : 7,5
U.S./ml 0,2 0, 0,8 1,2 1,6 2,0
Caja I 15,6 19,1 22,1 23,6 26,1, 29,0
e e N8 R G Bg 2
by R 21,7 5% I
pH : 8
U.S./ml 0,2 0,L 0,8 - 1,2 1,6 2,0
Caja I 18,2 23,0 27,0 23,0 30,0 33,0
II 17, 32,9 28,1 29,3 51,2 34,0
III 18,0 6 27,6 208 30,9 32,9
15,0 25,8 " 27,5 26,5 50,7 33,3

Observando los valores obtenidos vemos que los diédme-
tros medidos en los medios sembrados.a pH debajo de 7 son menores gue los
logrados a pH'por encima dei}punto neutro, es decir que la concentracidn
dé antibibtivo se mostrd mis eficaz en un medio por encima del punto neu-
tr0.que por debajo de 81l. Este efecto no puede deberse a un mayor o menor
desarrollo de los gdérmenes debido a 1a modificacibén del pH ya que los mi-
croorganismos elegidos para nuestra oxperiemcia des?rroiian normalmente

entre pH : 6 v 8 en ausencia del antibidtico. [
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Influencia de las condiciones atmosféricas

Colocéndonos en el caso de gue un microorganismo pue-
da desarrollar igualmente en aero ¥ en anaeroblosis, he querido ver qué
modificaciones se obtendrian, trabajando en ambas condiciones con el mi-
croorganismo en cuestidn bajo las mismas condiciones experimentales.

El microorganismo elegido para esta prueba fud el
Bacillus Eschericcia coli communis, cepa N° }j06.

El medio de cultivo usado fud :

Caldo de cultivo ---=--2 ml

Soluc. glucosa 10 %---2 "

Ague destilada -~----- 6 "

Soluc. sat. de rojo fenol ----0,25 ml. E1 pH fué
ajustado entre 8,2-8,lL ( rojo cereza ).

Por cada 10 ml de caldo asi preparado se agregan
0,1 ml de un caldo de cultivo del microorganismo de 2l horas.

Bl fundamento del método que se siguld consiste en
hacer actuar al microorganismo en un medio glucosado. Una pequefla canti-
dad de &cido producido por el microorganismo cambia el color del rojo
inicial al amarillo. Una vez que el medio fué sembrado con 0,1 ml del
caldo de 2l horas, se dipusieron en dos series de tubos de ensayo, una
destinada para el‘ensayo en aerobiosis y la otra para el ensayo en anae-
robiosis. A cada uno de los tubos do ambas series se les colocé_ina can-
tidad precisa de antibidtico, haciendo diluciones seriadas. Para conse-
guir la anaerobioéisnhe seguido“f’entre las varias técnicas aconsejadas-
ol procedimiento por via quimica basado en las propiledades reductoras de
ciertas sustancias que fijan el oxigeno; como las sustancias mis reduc-
toras son témicas para el microorganismo, se las ompled por medio del
dispositivomdp Buchner que consta de un tubo grande de paredes fuertes

donde se colocan 5 ml de una solucidén reciente de.:

Acido pirogilico lgr
Hidréxido de sodio 1lgr
Agua 10 gr

Se colocd un soporte en el fondo del tubo y sobre
81, para que no togue el fondo, el tubo con el medio sembrado. Para con-

seguir la anaerobiosis por via gquimica los autores aconsejan utilizar
fcido piroghlico y- c QBKZ' En este trabajo se ha reemplazado el carbona-

to pues el COp formado favorece las condiciones anaerdbicas, lo que no fue
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precisamente nuestro propbdsito. E1l objeto de nuestro trabajo fué estudiar
cbmd desaerrolla la Eschericcia colli en ambas condlciones, libres de facto-
res que puedan favorecor a una de ellas, y luego ver a quéd dilucibén de an-
tibidtico se produce la inhibicibén del crocimiento en aerobiosis y en anase-
robiosis.

Procedimiento.

De la cepa N° Li06 de Eschericcia coli se hicieron
subcultivos en caldo eada 48 horas. Por cada 10 ml del medio de cultivo
mencionado, se inoculd 0,1 ml de un caldo de cultivo del microorganismo ci-
tado de li8 horas. .

Se utilizaron dos series de tubos de ensayo peque-
fios, de los de hemblisis. Preparamos una solucién de estreptomicina que
contenia 50 U.S./ml. En todos 193 tubos de ambas seriles colocamos 1 ml del
caldo inoculado. Al primer tubo de cada serie colocamos 1 ml de la solu-
cibn de antibibtico que asi quedddiluida al medio. Homogeneizamos bien y
pasamos 1 ml de la solucidn caldo-antibidtico al segundo tubo; es decir
que de cada 1r. tubo de cada serie sacamos 1 ml ¥ lo colocamos en los 2dos.
tubos de cada serioc.._...." . El antibiéticé’se diluyd al cuarto. Asi segui-
mos haéiendo diluciones seriadas. Al dltimo tubo de cada serie no se le a-
gregd antibidtico.

Dispuestos asi los tubos de hgmolisis, fueron in-
cubados a 37°C; una serie en aeorobiosis y la otra serie en anaepoblosis,
conseguida como hemos dicho antes.

Los tubos testigos de las dos series , gue no te-
nian antibidtico, mostraron evidente modificacibén de color, aproximadamen-
to a las 18 horas de incubacidn a 37°.

Se sacaron los tubos de la estufa ¥ nos encontra-
mos con que aléunos tubos mostraban veriacidén de color, otros no.

En los tﬁbos sin sestreptomicina, de ambas series,
"se practicaron recuentos de micrgbrganismos, para ver en qud grado la E,
coli prolifera mejor en las condiciones de la experiencia.

De los tubos restantes, aquellos que no mosbmaron
modificacidn de pH indicaron que la concentracidn de antibidtico fué lo su-
"ficientemente alta como para impedir tal variacibn. Algunos mostraron va-
riacién de pH; allil el antibidtico no actud. Se tomd el Gltimo tubo que no
mostrd variacién de color; hasta alli la comcentracibén de antibibdtivo fud

capaz de impedir el crecimiento del microorganismo. Esta observacién la

hicimos en los tubos de ambas series.
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Resultados:-:

m Para el recuento de microorganismos empleamos la cémara
cuenta microbios de Heller, muy demejante a las de Thomas y Neubauer. Tie-
ne un reticulo de LOO cuadrados en total, cada uno tiene 0,05 mm de lado;-
( 1/20 ) o sea una superficie de 0,0025 mm? ( 1/20.1/20 ); la altura una
vez colocado el cubroobjetos es de 0,02 mm; de modo que el volumen para
c_ada,celdilla. es : 1/20.1/20.1/50 : 0,000050 T 1/20.000 d& mma.

Para hacer la lectura de los dos tubos, diluimos la sus-
pensibén bacteriana en s.f. 1/50 tomando 0,1 mis ;,9 de s.f. Cargamos hasta
0,5 una pipeta de blancos completando hasta_li con ¢ '

Soluc. alcoh., sat. Cridtal Violeta 10 ml
Agua destilada 100 ml
Se agité bien, despreciamos las primeras gotas, deposita-
mos en el centro de la cémara una gota, adaptamos un cubreobjetos, espera-
mos 10 minutos y efectuamos el recuento.
Célculo : 1/20.000 . j00O : volumen de la cémara. La dilucién de la pi-
peta fud de 1/20. La solucidén de gérmenes : 1/50. Luego :
1100/20.000- . 1/20 . 1/50 : 50.000

N° de gbérmenes por ml : 50.000 . promedio.

Recuento en aerobiosis Recuento en anaerobiosis
1° 89 70
o0 81 6l
3° 97 16
267 (“promedio 89 ) 210 ( promedio 70 )
50,000 . 89 ¢ L.L450.000 50.000 . 70 : 3.500.000

Vemos pues que en seroblosis el microorganismo proli-
fora mejor. La diferencia fud : 950.000/ml.
Los otros tubos con antibidtico mostraron el siguien-

te resultado :

Anaerobiosis Diluc. de antibibtico. U.S./ml Aerobiosis
1:2 25 _
— Ly 12,5 -
- 8 6,25 _
- -16 3,125 -
= 52 1, %6 ;
- [6L] 0,78 T
_ 128 0,39 L
- [256] 0,19
+ 512 0, OZ +
t- 102 0,0 EZ +
- 20l 0,0 +
v 1,096 0,012 +
t+ 8192 0,006 +
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En aerobiosis llegamos hasta una dilucidbn de 1/256 sin que
haya variacibén de color: hasta alli la dilueidn de estreptomicina detiene
el crecimiento; en anaerobiosis se llegd a la mayor dilucidn inhibidora en
1/6l. Luego :

PTrabajando con Eschericcia coli, como microorganismo testi-
go; en iguales condiciones de experimentacidn, se hizo necesaria mayor
concentracidn de antibidtico para impedir el crecimiento del microorga-
nismo trabajando en aerobiosis.

Esta experimentacidn nos mostré como activo el antibidtico

en uno y otro caso, trabajando con una cepa de un organismo determinado.

Hemos estudiado el efecto producido por ciertas sales en
presencia del antibidtico y que influyen sobre su dosaje. Primero se pre-
pard una curva patrén, empleando como microorgasnismo testigo la cepa N°
578 de Estafilococo aureus, la que fué mantenida en refrigerador haciendo
subcultivos en caldo cada 2l horas. Por cada 100 ml de agar nu@ricio fun-
dido y enfriado a L5°C se inoculd 0,1 ml del caldo microbiano, se repartid
el material en cajas de Potri conservando en rofrigoradgr. Con una solu-
cibén tipo de antibidtico en agua destilada se higo una pﬁrva patrbén, para
ol método de los cilindros de vidrio y obra para el de los diescos de papel.

Luego se procedid a trazar nuevas curvas trabajanao con
las midmas concentraciones de antibidtico pero ahora en presencia de sales
oxtriies. Asi, partiomdo de una solucién madre de estreptomicing que tenfa
2-U.S./ml se hicieron diluciones para tener un margen entre 2 y 0,2 pero
no en.agua destilada, como antes, sino con solﬁciones‘de sales.

Los resultados fueron :

‘1 ) Solucién madre en agua destilada : 2U.S./ml.

Se tomé : Se.agregd POhHKé 10 % Concentracidén final :
0,2 ml 1,8 ml 0,2
0, 1,6 0,L
0,8 ml 1,2 0,8

Con estas soluclones se hicieron las incubaciones como an-

tos. Para trzar la curva patrén en agua destilada ol pH fué ajustado a 7,6.
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Curvas pabtrones

Método de los cilindros de vidrio

U.S./ml 0,8 0, 0,8 1,2
15,3 21,0 23,0 25,2
SO TR TR
20 2 2
mm promedio 15, 21,1 25,5 25,

Método de los discos de papel
U.S./ml 0,2 0,L 0,8 1,2

16,0 23,0 2l,0 29,2
~ 21,9 25,1 29,8

lz,
1 ,2 22,6 25,6 29,2
mm promedio 16, 25,8 21,9 29,0

Influencia de sales :

Diluyoendo la solucibén patrdn con fosfato monodcido de po-

tasio al 10 & y al 20 ¥ se obtuvieron los rosultados siguientes: Al 10 %

Mtdo. discos de wvidrio Mtdo. cilindros de papel
U.S./ml 0,2 0,k 0,8 0,2 0,k 0,8
16,6 23,0 25,0 15,6 2l,0 27,0
toztoms i o o
mm promodic TEE 35T o 17,9 25,5 26,9
Con fosfato monodcido de potasio al 20 % :
U.S./ml 0,2 o,k 0,8 0,2 0,4 0,8
:{g,% gg.g 27,9 19,0 27,0 29,0
823" Ak 280 2003 2k Bz
mm poomedio %Efi §Ef§— E?fﬁ 19, EE?? %ﬁfi
Con fosfato monodcido de potasio al 0,2 FHo.
U.S./ml 0,2 0, 0,8 0,2 0,k 0,8
15,6 21,6 23,1 17,0 2l,0 26,0
16,4 22,0 2l l 17,2 25,3 22,9
mm promedio %gf% %%f% %%f% %%f% gg, %Ef%
influenciéjdel agregado de SOECu al 1 %.
U.S./ml 0,2 0,k 0,8 0,2 C0,l 0,8
mn promedio 17,5‘ 25,5 27,0 19, 2,1 28,7
Con 50),Cu ‘al 1,5 %.
U.S./ml 0,2 0,L 0,8 0,2 0,4 0,8
we Br o Rk AR R
20,2 25,7 30,04 21

27,0 21,9
mm promedioc 20, 25,7 30,% 21,8 260, 32,0
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Influencia del agrogado do COxNa, al 10 %.

U.S./ml 0,2 0,4 0,8 0,2 0, 0,8
16,9 23,8 26, 19,0 2,0 27,0
16,2 gé, gg,i 18 2 2%.2
2 ) 19,2 2 2
mm promedio 16,3 2%,0 26,9 19,2 25, 27,1

Se hizo otro ensayo con solucidn de antibidtico que
tenia 2 U.S./ml en buffer fosfatado e hicimos diluciones con solucién. de

Sohpu 0,001 N para tener variaciones entre 0,2 y 0,8 U.S.

U.S./ml 0,2 o,k 0,8 0,2 o,k 0,8
15,4 21,6 23,2 16,2 2o 2h9
i5,9 gi,h EZ 1 ,h '23 g 35,2
mm promedio 15,9 21,% 16,5 25 5 25,1

Otra serie se hizo en presencia de buffer pero dilu-
. Toosalioetiia b

yendbrla solucidn: madre con Sohpu 0,01 W.

16,1 22,1 2li,0 11,6 ah,1 26,0
16,9 2%,9 ali1 16,1 2l,0 26,1
16,7 22,6 2,3 18,0 2,1 2%,1
16,5 22,9 2h,1 17,9 2l,0 20,5

Cuando trabajamos en presencia de sulfanilamida

al 0,1 % se obtuvieron los siguiontes valores :

0;2 o,u 0,8 0,2 0,k 0,8
16,1 2 23,0 18,0 25,0 26,6
17,2 2l,9 18,2 25,1 27,1

%%%29,%%% Htooat

Em presencia de sulfapiridina al 0,1 % :

15,7 22,0 2,0 17,1 2L, 2 25,1
12;2 22,9 gu, ! %7,9 25,2 gg,g
10,9 22,7 L E,% L

1 ’2 22’5 2)’9 1 ’ 2I.L:1 25 7

Trabajando finalmente con distintas concentraciones
de slcohol, so concluye que, con alcohol abseluto no se obtienen mayores
modificaci?hés on el didmetro de las inhibiciones, comparando siempre con
los valores do antibidtico en agua destilada, pero en alcohol al 60 % los

diémetros aumontan visiblemente.
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liétodo de Rake y Jones

Fundamento : Se basa en la inhibicidn de la hembélisis de los hematies de

conejo que produce el estreptococo hemoliticojg. (12)
Material de trabajo :

Microorganismo de prueba : se trabajé con una cepa de estreptococo hemoli-
tico /7. Se cultivd una cepa N° 203 en un tubo de caldo con 1 % de sangre
desfibrinade de conejo a 37° durante 3 horas.

Medio de cultivo : Caldo-sangre. Se sembraron 6 cc de caldo-sangre con 0,3
ce del cultivo.

Solucién patrén de estreptomicina : Se prepard una solucién que contenia
1l U.S. por ml.

Técnica : Se prepard una serie de 8 tubos y se puso on cada uno de ellos,
respectivamente; 0,1 - 0,08 - 0,06 - 0,0l - 0,05 - 0,02 - 0,015 y 0,01 ml,
Se tienen asi cantidades decrecientes de antibidtico que varian de 0,1 VU.S.
on ol tubo 1 hasta 0,01 en el N° 8.

A cada uno de estos tubos se agregaron 0,2 ml del cal-
do sangre sembrado con el cultivo.

Como cultivo testigo, se puso 0,1 ml de agua destilada
en un tubo al que §e“;éfegé 0,2 ml de caldo-sangre inoculado.

. Como testigo de la inhibicién del microorganismo se
pusieron 0,7 ml de la solucién patrén de estreptomicina en un tubo ( 0,7
U.S. ) 7 se agrogaro£}0,2 ml del caldo-sangre inoculado.

Se mezcld el contenido de cada tubo v se pusieron a
bafiomaria a 37°. EL rosultado se leyb a los 70 minutos.

El cultivo testigo mostrd hombdlisis. E1 segundo testi-
go sbdlo mostrd la hemdlisis producida por la hemolisina preformada, pero
no hemdlisis adicional, ya que la proliferacién del estreptococo fué inhi-
bida. Como punto final se'ﬁomé'el Altimo tubo de la serie que no mostrd
hemdblisis.

Los primeros signos de la hemdlisis se aprecian con
mayor fégilidad haciendo girar répiﬁamente los tubos y arrojando algunos
eritrocitosﬁén el caldo transparente gue sobrenada. Si haylhuellas de he-
molisina, estoécéritrocitos hemolisan fépidamente. Se agitan estos tubos y
so colocan en b.m, 2 6 3 minutos; se produce una hemolisis homogénea.

Bl dltimo tubo que no mostrd hemdlisis fué el N° 5,

Resultado : tubo N° § que corresponde a 0,03 U.S.
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Trabajando con dna solucidén incédgnita se dispondria
de otra sorie de 8 tubos ¥ se colocarian 0,1 cc de solucidn salina 9%0
en cada uno. Se agregaria 0,1 cc de la solucidn problema al N° 1 ¥ luego
de mezclar se pasaria 0,1 al N° 2, asi siguiendo hasta el N° 8, desprecian-
do los Gltimos 0,1 cc. Las diluciones sorian :
1:2 = 1elp - 1:8 - 1:16 - 1:32 - 1:6L - 1:128 - 1:256.

Se procederia a colocar en cada tubo 0,2 de caldo-
sangre sembrado, luego a b.m.

Conociendo la cantidad de antibidtico que inhibe 1la
proliferacibn del microorganismo y sabiendo a.qué dilucién del problema no
hay hemblisis - tomando el (iltimo tubo - se puede conocer la concentracidn

de estreptomicina por ml.

Intre oﬁros métodos que pueden utilizarse en la va-
loracibn de estreptomicina, menciono el de Fleming, que usd ol autor para
ol dosaje de penicilina ( Lancet 1:73%2-19L3 ).

' Este método es una adaptacidén de la técnica de Wright,
mediante pdrtaobjetgs en cei&ég;sféra medir la actividad bactericida de la
sangre desfibrinada.

Las celdas del portaobjetos se preparan asi : se es-
teriliza un portaobjetos comin, paséndolo varias veces por la llama de un
Bunsen. Se cortan 5 tifaé”do papel ( 1/12 mm de grosor ), se sumergen en
vaselina caliente y se colocan a distancias iguales sobre el portaobjetos
de modo que las dos tiras externas correspondan a los extremos del porta.
Se esteriliza un segundo portaobjetoé ¥ se coloca encima del primero de
modo que sobresalga por sué’bordes superior -y derecho.

N Se disponen ocho tiubos estériles. En cada uno se co-
locan ¢ 1,5 de caldo estéril al primero, y 1,0 a los restantes. Se agrega
0,5 cc deiQ}iquido problema al N° 1, se mezcla yise“pdsa lcce al N° 2, se
mezcla el~ﬁ8$2‘y se pasa 1 cc al N° 3, v as;;hasta el N° 7, del cual des~
pués de mezclaf}desecho 1,0 cc.

Diluciones : Lzl - 1:8 - 1:16 - 1:32 - 1:6lL - 1:128 - 1:256.
El tubo N° 8 queda como cultivo testigo.
Se prepara una solucidn de estreptomicina patrén

en suero fisioldgico frid de modo -que su potencia sea de 1 unidad /ml.
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Se dispone una segunda serie de 8 tubos de ensayo ostériles y se pone 1,5
ml de caldo en el ° 1 y 1,0 en los retantes. Se agrega 0,5 ml de la so-
lucibén de antibidtico al H° 1, se mezcla y se pasa 1 ml al N°® 2, conti-
nuando asi hasta el N° 8, del cual despuds de mezclar se desecha 1 ml. En
osta forma so obtiene una serie de diluciones, cuya potencpa es : 0,25 -
0,125 - 0,06% - 0,031 - 0,016 - 0,008-- 0,004 - 0,002 unidades.

Se cultiva Staphylococcus aureus en caldo durante
2l horas y se diluye este cultivo al 1:80.000 con caldo estéril, Con pi-
peta estéril se ponen 0,05 ml a los tubos de ambas series ¥ se mezcla el
contenido de cada uno de ellos. Con cuentagoéas estéril se llenan las 8
coldas de ambos portaobjetos con las 7 dilucihones sembradas y el cultivo
testigo, usando la misma pipeta luego de lavarla con Acido fénico al 5 %
y enjuagarla con agua destilada estéril y un poco de la dilucidn siguiente.
Cuando las celdas estédn llenas, se coloca on posicidn el portaobjetos su-
perior y so cterran cuidadosamente los oxtremos y lados pinceldndolos con
parafina caliento.

Se llenan las 8 células del otro juego de la mis-
ma manera, con las 8 diluciones sembrads de estreptomicina patrdn.

' Se incuban a 37° durante 18 horas y se investigan

las colonias de estafilococo con objetivo de poco aumento.

Se multiplica la mayor dilﬁéiﬁn que ha inhibido
la proliferacién del liguido problema por la minima dilucién inhibidora

de estreptomicina expresada en unidades, lo que nos da el nimero de uni-

dades por ml.
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Métodos aquimicos

Resofla : Los métodos quimicos para el dosaje de estreptomicina estin ba-
sados en la formacibén de maltol o en la obtencidén de una hidrazona de es-
treptomicina fluorescente; éste Gltimo de gran sensibilidad. Un mdtodo co-
lorimétrico basado en una reaccidn aniloga del grupo aldehido de estrepto-
micina ha sido ensayado por Marshall y otros. Se estudib la concentracidén
de antibidtico en tejidos; luego de dosis terapbuticas dicha concentracidbn
era de 1 a 20 ZT por gr de tejido, medida por el método fluorescimétrico.
En el ensayo en blanco con el filtrado libre de protoinas de sangre, se de-
termina una constanto,operb”éuando ol mismo método fud aplicado pabta tra-
bajar con tojidos, los valores en blanco fueron varios. El desprotenei-
zado de tejidos contiene grandes cantidades de glicbgeno que interfiere en
el ensayo, por eso tiene que ser eliminado tratando la solucién con un vo-
lumen igual de alcohol etilico, siendo luego menester eliminar el volumen
de alcohol. Se obsorvd que la presencia de cantidades apreciables de alco-
hol disminuye la sensibilidad del método. (/3).(44). -
La hidrazona de estreptomicina tiene un color amari-

1lo. En el método fluorométrico se necesita efectuar una curva de calibra-
cibn, pero se observd que ésta variaba en los dias templados. Se demostrd -
Marshall y colaboradores - queﬁlafintengidad de fluorescencia de la hidra-
zina de estreptomieina depende de la temporatufa. Cuando la temperatura es
marcadamente distinta de aquella g la cue fué calibrado el aparato, se hace
necesario el uso de un factor de correccidn.

ﬁarshall ¥ Blanchard desarrollaron un método colo-
rimétrico do veloracidn de estreptomicina basado en la reaccidn de su gru-
po carbonilo con la semicarbazida. Boxer N Jelinck siguieron un método
fluorométrico basado en la formacidén de una hidrazona con la hidrazin-
acridina, como se dijo antes.

Un he&ﬁo importante fué observado por Schenck y Spre-
man. Cusndo so calienta estreptomicina en dilucibn alcalina, se forma maltol.

Pra determinar estreptomicina en orina-por la forma-
cibn de m;ifol, se roquieren los siguientes reactivos :

WaOH 5 N

SOJ_;_HE PR

Cl.Fe ( 2 gr de sal hexahidratada en 100 de

)
HC1 2 N )
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Roactivo fenolado preparado de acuerdo a la técnica de
Folin ( Fadlin, J.B.Chem. 73, 627 (1927 ).

COaNa2 20 4 sol. acuosa.

SOE(NHh)2

Se colocan en un frasco con tapa una muestra de la so-
lucién problemsa ( contoniendo cerca de h.ml‘y ontre 50 y 2500 U.S. ). Agre-
gar a la solucién 1 ml de NaOH 5 N y calentar el frasco en un bafio de agua,
durante 3 minutos. Luego enf?iar la solucidn &' la temperatura ambiente ¥
agregar 5 ml de SOAHE 50y i gr do sﬁlfato-dé amonio. Destilar la solu-
cibn y recolectar un volumen de 10 ml. Si la muestra contiene menos de
500 U.S., agregar 1 ml de soluvidn de cloruro férrico al destilado. Medir
on la banda de absorcidn del ultravioleta en 550 m el color producido.
Hacer un blanco agregando 1 ml del mismo reactivo a 10 ml de agua destilada.

Si la muesfra contiene menos de 500 U.S., afiadir 1 ml
de reactivo fénico al destilado. Dejar actuar 2 minutos y agregar 3 ml de
la solucidn de carbonato de sodio al 20 %. Medir la banda de absorcién. Se
hace un blanco.

*.Teniendo 1la curva de calibracidn con cantid%des co-
nocidas de estroptomicina, QSifécilfpgllar_la concenﬁrﬁcién del problema.

Se encontrd queMéiJ§ﬁ“%Ka61 maltol se encontraba en
las primeras fracciones del destilado, por lo que se considerd suficiente
destilar 10 ml. Se destila por arrastre con vapor de agua. El reactivo f£é-
nico se usd para desarroilar,eilcolor con el maltol formado. Es un color
muy esﬁgblo.

Es importante agregar el sulfato de amonto, cuya
finalidad es elevar el punto de ebulliciédn, después de haber agregado el

S0),H - Cusndo’'se procedid de otra forma, el rendimiento de maltol fué bajo.

losotros hemos ensayado el método quimico muy répi-
doy sencillo que describe Scudl JV. ¥y due consiste en tratar la solucidn
de estreptomicina en presencia de acetilacetona, flcali y aldohido de

Erlich, calentando al b.m. (/5)
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Reactivos :
Solucidn patrdén de estreptomicina
Solucidn al 2 & de acetilacetona en agua.

Solucibn 0,1 N de NaOH.

Aldehido de Erlich : Dimetilamidobenzaldehido 1l gr
ClH 25 ml
Alcohol c.s.p. 100 ml

Preparacifn de la solucidén patrén :

Por pesada en balanza sensible preparamos una solucidén de es-
treptomicina de modo que 1 ml : 50 U.S. en agua destilada.

En una serie de tubos de enssayo se hicieron diluciones con
agua destilada colocando 2 ml de la solucibn de antibidtico en el tubo 1°
més 3 ml de agua dostilada; en los otros tubos se colocd 2,5 ml de agua
destilada pasando 2,5 ml del 1°al 2°tubo y asi siguiendo; las diluciones
fueron:

Tubo N° 1 2 3 Ly 5 6 T
U.S./ml 20 10 5 2,5 1,25 0,62 0,31

A cada'tubqﬁagregamos 1 ml de solucidn de acetilacetona y
1 ml de NaOH 0,1 N. Se caienté la mezcla al bafiomaria 10 minutos. Luego
se enfrid y a cada tubo afiadimos 2 ml de aldehido de Eilich. Se desarrolld
en los tubos un suave color rosado; el testigo que tenia solamente agua
dostilada mAs los reactivos no mostrd color.

Con esta escala de colores se puede hacer una escala patrén
leyendd el fotowolorimetro, pudiondo sacar un I‘ac.tor gue nos difi a cuidn-
tas unidaabs corresponde cada linea del fotoclorimetro. 0, simplemente,
se puede reéu:rir a colorimetria buscando qué.tubo‘cqrresponde con ol pro-

blema, haciendétlas lecturas en un Duboscg.
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V. Nuevo método para el dosajo de estreptomicina

E1l Staphylococcus aureus produce una serie de fermen-
tos o diastasas, entre las cuales, la diastasa hidrolisante fué utilizada
por Fieldin J. para el .dosaje de penicilina, fundindose en la accién que
tiene ésta sobre los glicidos, que al ser fermentados producen 4cidos que
modifican el pH del medio, denunciado pdr un indicador.

Para realizar este trabajo se ha usado como microorga-
nismo testigo el estafilococo, pero basindose no precisamente en la accién
de la diastasa hidrolisante, -sino en otra diastasa no menos importante, la
reductora. (1¢)

Bl Dr. Méstor liorales Villazdn, jefe de lg seccidn
Vacunas Microbianas del Instituto Malbrin, facilitd tres cepas de estafi-
lococo que fueron aisladas por 81 de individuos enfermos.

Basidndonos entonces en la propiedad reductora de esa
diastasa, se propone un método para el dosaje dellahtibiético gque nos ocu-
pa y que consiste en ﬁacer actuar el microorganismo en-un-media nitratado,
los nitratos fueron reducidos a nitritos y éstos puestos en evidencia por
una reaccién colorimétrica. Colocando el medio nutricio sembrado con el mi=-
croorganismo en preéencia de cantidades decrecientes de estreptomicina, és-
tas impedfféﬁ‘hastaicierta dilucidén la accidn q;gstésica ¥y los nitratos no
seréin reducicos. Despuds de esa dilucibn, la ostreptbmiping no podré impe-
dir la reduccibén y los nitritos resultantes daran positividad en la re-
accibn colorimdtrica. Tuvimos en cuenta la mixima diflucidn de antibibtico
que impidib tal accidn.

Fundamento @ Reduccidn de nitratos a ntritos por la dastasa reductora

dol Staphylococcus aureus.

.

Microorganismo do prueba : Cepa de Staphylococcus aureus N° 209.
dcido sulfanilico L gr
dc. acético p.e. 1,041 N/5 500 ml.

Medio de cultivo : Solucién A

Solucibén B : acotato de naftilamina 2,5 gr
4c. acético p.e. 1,0l N/5: 500 ml

-~

Interprotacidn :

1 ) Reduccidn de nitratos a nitritos :

noa.k lo —_ H02

2 J El 4cido acdtico reacciona con los nitritos libera-
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dos :
CHBCOOH'1- NOENa — CH;COONa + N02H
3 ) E1 Acido nitroso reacciona con el p-amino bencenesulfénico dan-
do un para diazolco.
iy oo N=n-0H
N |
Not

L ) que en presencia de acotato de naftilamina :

N=n- 044 . N=p —
oy
C [::I:j) | ’
N 3034
‘POBH éa&’producto de conden-

sacibn rojo.

Operaciomes :

De la copa mantenida en refrigorador, en agar inclinado,
se hicieron subcultivos en caldo durante 2l horas.

Fl medio de cultivo utilizado estaba compuesto de :

Bactodriptona 10 gr
Cloruro de sodio 5 gr
Nitrato de sodio 0,5 gr

Agua dostilada c.s.p. 1,000 ml
Los ingredientes fueron disueltos en ol agua con calor
suave, la solucién se filtrd corrigiendo el pH a 7 y se esterilizb a 120°
por 15 minutos. Una vez frio, por cada 100 ml d¢l medio preparado se inocu-
14 0,2 ml de caldo de cultivo de 2l horas, mezclando cuidadosamente.

Se dispuso de una serie de tubos ‘de ensayo pequefios y
en cada uno de ollos se colocd 1 ml del medio inoculado; en el 1lr, tubo se
colo¢6-1,5 ml. Al primer tubo se le agregd 0,5 ml de una solucibn de es-
treptomicina que tenfa 10 U.S./ml, de modo quo quedé diluida al cuarto. Se
mozcld bien y se pasd 1 ml de ésa al se;undo tubo, asi el antibidtico que-
a6 dilufdo al medio, asi fuimos realizando la serio de diluciones. Prepara-
mos un tubo testigo que tondréd solammte 1 ml del medio sembrado y 1 ml de
agua destilada.

Diluciones ¢ 1l ml : 10 U.S. Inicial : 1l:li, Diluciones al medio :

1,25 - 0,625 - 0,317 - 0,158 - 0,079 - 0,0395 - 0,019 -
- 0,009 - 0,0045 - 0,0022.
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Todos los tubos fuerm incubados a 37°C. Despuds de 8 ho-
ras y media aproximadiﬁﬁﬁgff_el tubo testipo mostré reduceibn de nitrato a
nitrito; la reaccién-véiumétrica-sg hizo en cada tubo, mezclando previamen-
te partes iguales de -tos reactivos A y B y agregando 0,1 ml a cada tubo.
E1l dltimo tubo que mostrd reduccidén de nitrato fud ol correspondiente a la
dilucidn 0,079.

Con otras series de tubos preparados de igual forma, pro-

codimos a incubarlos a distintos tiempos y observamos las cargcteristicas

gue se muestran en ol cuadro I.

Cuadro I
Influencia del tiempo de incubacion a 37° en un medio sembrado:con

Staphylococcus aureus cepa N° 209.

Tiempno Diluciones de antibidtico ( U.S./ml ) Testigo,

0 2,50 1,25 0,625 0,317 0,158 0,079 0,039......0,0022 0 °
8 hs30 - - - -  (=-) NO, NOp .ee.. NOp WOy

12 hs -- - - -- (--) NO, NO, ..... NO, No, !

15 hs -~ -- - -- (--)  To, NOp ..... WO, WO,

20 hs ' WO 10 10 RS,

O S - - - - £y : 1 e e 00 ..N-O NO

¢ a log 10 m.2 2 2 débil

26 hs  -- - -- - 0] 10, 105 evev.. NO .-

R 2 8ol

I8 hs - - - - N0, NO5" - NOp +uvees v vr

55 hs = -- -- -- -- mo,  No, N02 ceesee wE =

70 hs  -- - - -- NO, NO, NO5 evees ww _
NO, : indica que hubo reduccidén de nitrdto a nitrito.

-~ ¢ indica gue no hubo reoduccidn.
=+ ¢ al principio la reaccién colorimétrica.fué positiva, luego se hizo

negativa. ( Dieron amarillo con Nessler ).

‘Nosotros interpretamos este fonhbmeno de la siguiente
forma : Como vemos on el cuadro, despuds do 8 horas y 30 minutos de incu-
bacibén el testigo, quo no tenia antibidtico, mostrd rcduccidn de nitrato
a nitrito. El tiempo fué considerado el necesario para hacer las lecturas
y asi obtuvimos una serie de tubos que daban color con el reactivo y otros
que, por tener concentraciones altas de antibibético que impedian la accién
diastésica, no desarrollaban color. A las 15 horas de,incubacién'el,testi-

go mostrd tambidn reduccidn pero el rojo vivo @ue dibé a las 8 hs 30 min.



Lo )

fué un poco mis débil. A las 20 horas el color rojo del testigo se fué de-
bilitando y nos encontramos con que el Bltimo tubo que mostraba reduccidn

de nitrato a nithito no era ahora ol de dilucibén 0,079, sino el anterior a
1, de dilucidn 0,158; ahi el rojo se desarrolld a los 10 minutos deo haber
agrogﬁdo el reactivo. Pensamos entonces que en el testigo la accidn de la
diastasa proseguia en la incubacidn y continuando con su accidn reductora
llevaba a los nitritos hasta amoniaco. In los otros tubos, con cantidados
decrecientes de antibidtico, ocurre en algunos algo semejante, como vimos a
las 26 horas de incubacidén, on que desaparecid el color rojo cue daba el re-
activo en ol teostigo; el tuboide diluecibén 0,0022, que antes diera rojo vivo,
luego algo debilitado, no mostrd ya coloracién cuando se practicd la reaccién
a las L8 horas de incubacién. Continuando la incubacién despuds de este pe-
riodo, no se registré ninguna otra variante. Entonces, en el tubo de dilu-
cibn 0,0022, la concentracidn de antibidtico es tan débil que ya no puede im-
pedir la accidn reductora de la diastasa, de nitrato a nitrito y su posterior
pasaje a amoniaco. En los otros tubos, la concentracidn de antibidtico no
puede impedir el primer paso, nitrato a nitrito, pero si el segundo, de ni-
trito a emoniaco, es decir quo la estreptomicina, en concentraciones de :
0,019 a O,)17 U.S. /ml Dormltlo la accidn do la diastasa reductora en su pri-
mera parte pero la frecna en la segunda. Zn cuanto al desarrollo reotardado

de color en el tubo do dilucibn 0O 158 dospuou do 10 minutos de haber agrega-
do el reactivo, debemos admitir que, si bion esa concohtracibn impide la
accldén diastisica hasta las 15 horas de incubacidn, no puede hacerlo mas
adelante, ya que la pequefia reduccidén que experimenta el nitrato se hace
visible a las l5 horas, pero con rotardo. Las otras concentraciones de an-
tibibtico asi pueden anular la accidn diastésica.”

Es importante entonces, para practicar el dosaje, tener
en cuenta el minimo tiempo necesario para que el testigo muestre reduccidn.

Goncluimos.entonces asegurando :

1 ) la presencia de una diastasa reductora del Staphy-
lococcus aureus, por la roduccidn de nitrato a nitrito.

2 ) por ol pasaje do nitrito a amoniaco, ya que los tu-
bos que dieron positivo primero con los reactivos A ¥ B y luego negativo,
mostraron color amarildo en este dltimo estado, cuando se trataron con 0,20
ml de roactivo de Nesslor. ( Un blanco con agua did negativo al Nessler ).

Generalmente, toda accidn enzimitica es inhibida cuando

se encuentran sales de metales.pesados. Esta propiledad se cumpiéitambién
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con la diastasa reductora del Staphylococcus aureus, segin vemos en el
cugpdro 1M°2.
Se pesd una dosis do estreptomicina, haciendo una serie de
diluciones usando una solucién de ClzHg al 1 %, de modo que 1 ml : 10 U.S.
Colocamos en una seric de tubitos de hemdlisis las siguientes dosis : 1,5 ml
del medio inooculado con ol microorganismo ( S. aureus cepa N° 209 ) én el
lr. btubito; 1 ml a los rostantes. Al 1lr, tubito agregamos 0,5 del antibid-
tico que asi rosultd diluido al l/h y mezclando bien pasamos 1 ml al segun-
do tubo y asi sucesivamente. 31 testigo sblo contenia 1 ml dol medio més
1 ml de solucién de CloHg al 1 .
Cuadro II
1ml ¢ 10 U.S.
U.S./ml
2,50 1,25 0,625 0,317 0,118 0,079 0,039 ......0,0022 T
Fn este caso ni ol testigo ni otro tubito de la serie mostraron reduccidn
de nitrato a nitrito. La accién diastisica fué frenada totalmente. Haciendo

otras diluciones pero con sbhlucidn de CloHg al 0,1 % los resultados fueron :

2,50 1,25 0,025 0,317 0,118 0,079 ¢,039 ..... 0,0022 T

8 ns 30 -- -- -- -- -- -- -- -- --
18 hs. -- -- -- -- -- -- -- -= --

17 hs - - - - -- - -- - N92
21 hs -- -- - - - -- -- 0,  NOp

g decir que ol testigo recién mostrd reduccidén a las 17 hs y
el primor‘fhbo que mostrd ol mismo efecto lo hizo a las 21 horas. Es inne-
gable quo la accidén diastédsica fud muy retardada.

Trabajando con.ClpZn al 1 % ol testigo muestra reduccién a las
13 horas 30 min. &Ael lr. tubo de la serie a las 15 horas. El Cl,Zn ejerce

menos influencia que el CloHg eniigal concentracidn.
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YI Anlicacidn de los métodos de dosajo

Como aplicacidn préctica de los métodos de dosaje se
procedid a doterminar la concentracidén de antibidtico en un liquido orgénico.

Comenzamos, como siempre, por trazar una curva de re-.
ferencia a partir de una solucién de estreptomicina reciente que tenia 2
U.S./ml en agua destilada y procediendo a realizar diluciones con un buffer

fosfatado al 0,2 %o.

Solucidn que tenia Buffer Concentracibén final
2 U.S./ml U.S./ml
2,0 0 2,0
1,6 o, 1,6
1,2 0,8 1,2
0,93 1,2 0,0
0,L 1,6 0,k
0,2 1,8 0,2

Sigiiiendo las indicaciones ya dadas, preparamos agar
nutricio, cuyo pH se llevd a 7 y fud esterilizado a 120° durante 15 minu-
tos. Se inoculd 0.1 ml de caldo de cultivo de 2l horas de Staphylococcus
aureus cepa H° 209 y se_repartié en cajas de Petri. Una partida de cajas
fué utilizada para la éurQa-patréh, otra para el método de los cilindros
y otra para el de ios discos de pg@ei;¥89 las conservd en refrigerador.

VALORES PARA LA CURVA PATRON
v.s./m1 0,2 o0,hL 0,8 2,2 1,6 2,0
16,4 19,9 2350 26,0 27,9 30,9

15,9 20,2 2?,6 27,1 28,2 29,6
17,1 20,1 2,1

27,2 28, 30,8
16, -20,0 23,5 26,7 28,1 30,L

Se dispuso de un frasco do estreptomicina lierck con-

toniendo 1.000.000 ¥.S. : 1 gr. Inyoctamos a 81 20 ml do agua destilada,
de modo que : 20 ml : 1.000,000 U.S.
1ml:  50.000 U.S.
Se aspird con jeringa 1 ml y se 1llevd a 50 ml con agua
destilada de modo que : 1 ml : 1.000 U.S.
Por la vona marginal de la oreja inyectamos a un cone-
jo 1 ml de esa solucidn. Esperamos 10 minutos. Se extrajo sangre de la ve-

na marginal de laotra oreja recogiéndola en un tubo estéril y conservando
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vando en refrigerador hasta que coaguld. Se valud el antibidtico en el sue-
ro. Trabajando con el método de los cilindros de vidrio fud necesario di-

luir ol suero 1:6 para que sus valores cayoran dentro de los valores patro-

nes.
1lr, cilindro : 28,1 Por gréfico tengo 1,6 U.S./ml.
2do., M : 29,5 Multiplicamdo por la dilucién
3ro. 28,L se obtiene : 1,6 . 6 : 9,6 U.S./ml.
28,6

Con el método de los discos de papel, se trazd la
curva patrdén correspondiente, que did los siguientes valores:

v.s./ml 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6 2,0

17, 1 20,1 23,9 27,L 28,9 32,2
1Z 21,1 2b,2 Z 29,1 32,9

1 20,6 uz%,h 2 29,0 30,9
17,- 20,6 2,1 27 3 29,3 32,0

Aplicando el método del papel do filtro :

1r. disco : 30,k Por gréafico corresponde una concen-
2do.. " i 29,1 tracién de 1,7 U.S./ml. Multiplicando
3r ": 30,6 por la dilucién 1:6 nos did :

30,0 1,7 « 6 ¢ 10,2 U 3./nl.

Con ‘o1 método de Rake y Jones empleando directamen-
te el suero sin dilﬁir, en todos los tubos de 1a serie no se producia he-
molisis debido a la alta concentracibn antibidtica del suero.

- Diluimos el suero 1:20 con agua destilada estéril.
E1l G4ltimo tubo que iﬁpidié la proliferacién microbiana correspondid a la
dilucién 1:16. '

16 . 0,02 10,32 . 20 : 6,5 U.S./ml.

0,02 corrosponde a la mavor dilucidn inhibidora del
antibidtico.

Por el método de la diastasa reductora, la mayor di-
lucién inhibidora fud : 0,009 y la minima dilucién del suero que impidib
1a reduccién fué : 1/128.

0,009 . 128 : 1,152 . 10 : 11,52 U.S./ml

Se higo finalmente el dosaje por el método quimiqo
de Scudi. Se propard una #olucidn patrdén de manera que 1 ml : 50 U.S. Hici-
mos una serie de diluciones colocando 5 ml en el 1r. tubo del testigB ¥ 2,5
ml de agua destilada en los restantes; pasamos 2,5 ml del 1r. tubo al 2do.

y asi sucesivamente; ol tltimo tubo tenia solamonte agua destilada.
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Tubo 1 2 53 L 5 6c 7 2 9 10 T
U.S. 250 125 62,5 31,2 15,6 7,8 3,9 1,9 0,95 0,l7 agua d..
Se hizo la reaccidn colorimdétrica. Hl tuﬁo N° 8 dib’
rosado muy débil, ol N° 9 ¥ el 10 no acusaron color, tampoco el testigoll
Trabajando con 5 ml de suero se repitid el ensayo; ol color so asemejd al
del tubo 3. E1l cAlculo fué :
T/D . U.S./. 100/V

25/2% . 62,5 . 100/5 1.350 U.S. % : 13,5 U.S./ml
Promediando tenemos :

9,6

10,2

6,5

11,52

13,50

51,32 10,26 U.S./ml.

A las 2l horas se extrajo sangre de nuevo repltien-
do las operaciones.

lidtodo de los cil. :° 29,0 mm

29,
30,1 el
29,0 mm; por grafico : 1,5
- U.S./ml
1Método do los discos : 30,L
20,9
o .
%0,5; por gréfico : 1,65
S _ _ . U.8./ml
Método de la-inhibicién de ‘los-hematies :
Le mayor dilucién inhibidora de antibibtico : 0,009
La monor n u del problema : 1/256. 256 . 0,009 ¢ 2,3 g.s./
ml -

Por el método quimico :

/D . U.S. . 100/V 25/20 . 100/5 : 1,95 U.5./ml.

Promediando :

PHEE

. W v

NN C\
o\

e

‘1,73 U.S./ml.

Luego :
A los 10 min. de la inyeccibn de estreptomicina se encontraron 10,26 Eﬁi.[
A las 2l horas : 1,73 "
8,55 "

0 sea : se elimind nor vis -renal. ol 85 % do os-

treptamicina.
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Rosunon : it
El proscnte trabajo tiene por objeto agrupar un conjunto de mé-
todos para el dosaje de estreptomicina. Hemos ensayado el método de los eci-
lindros de vidrio y el de los discos de papel, ambos basados en 1aidifusi6n
de la estreptomicina a través del agar nutricio sembrado con un micréorga-
nismo de prueba. Se estudid la accién de algunas sales y sustancias orgini-
cas en el dosaje y paraobtenor resultados comparativos hemos comenzado por
preparar una solucidn patrdén de estreptomicina en agua destilada; seombrar
un medio nutricio y disponerlo en una sorie de cajas do Pebri conservindo-
las en rofrigorador. Con lasplacas asi dispuestas hicimos la curva patrén
v al mismo tiempo hicimos otros ensayos con las mismas concentraciones de
antibidtico poro diluidas con distintas concentraciones de sales extrafias.
Trabajando con fosfato monodcido de potasio al 10 y al 20 % se logrd un au-
mento de las zonas de inhibicibén. Cuando se hizo el ensay o con esta sal pe-
‘ro en muy baja concentracidn, 0,2 %9, los valores obtenidos fueron sensiblef
mente. iguales a los obtenidos trabajando con agua destilada. El sulfato de‘
cobre en concentraciones bajas influye visiblemente enlos resultados aumen-
tando los didmetros de las zonas de inhibicién, Tambilén aumontan las Areas
con carbonato de sodio al 10 {. E1 sulfato do cobre fué la sal ‘que dibd froas
@8 mis sumentadas. faréégria que estas sales ejercioran ing ‘accién bacteri-
cida contra el estafilococo, fa01litando a31 la a001on del antibidtico. Em-
pleando el sulfato de cobre on concontracionec rmuy baJag y en- presen01a de
un buffoer, se obtlone pricticamente los mismos resultados que con agua des~
tilada. E1 buffor # reﬂujola.acclon del sohpu frente al mlcroorganismo. Si.
'se practicara un dosage del antibidtico en el suero de.un in@1v1duo sin tra-
tamiento y en ¢l de otro tratado con sulfanilamide o sulfapiridina, no ob-
tondriamos ios mismos resultados pues como se vid, la presencia de estas
sustancias oréﬁnicas produce un aumento en las zonas de inhibicidn, mayor
en el caso de 1A"su1fanilamida que en el de la sulfapiridina.
| -Se ostudlo 1a influencia del pH sobre la valora01on, para lo cual
traba]aébs con dos mlcroor:anwsmos H Staphylococcus surous y Streptococcus
pyogenes hemoliticus. Primoro se fundid agar nutricio y se repartid en va-
rios erlemmeyers, modificando el pH de cada uno eﬁ%bo 6 v 8; ol material fud
ostorilizado, enfriado y sembrado con 0,1 ml de czldo de cultivo de 2h.ho-
;ras de estafilococo ¥ otra serie .con estreptococo, Con una solucion patron
’de antibidtico on agua destilada se trazaron curvas. Se observo que la es~

treptomicina se mostrd més eficaz por encima del punto neutro que por deba-



b6 )
jo de é1l. No podemOS.atr;buir oeate ofecto a un mayor o menor: desarrdllo de
los gérmenes, ya que éstos desarrollan normalmente entre los limites de pH.
tomados. Esta conclusidn es muy importante, ya quo el descenso de la acti-
vidaed de la estroptomicina en medio Acido constituye unr problema para‘su_
aplicacidén clinica.

Asi, por ejomplo, on losiones tisulares puede produ-
cirse aumento de cH local y una concontracién de antibidtico basico sufi-
cionte para inhibir el desarrollo de los gérmenes puede mostrarse incapaz
de,hgcerlo en el foco de la lesidn. Varias explicaciones se han dado para
tratar de explicar este fendmeno.

Unos suponen que la base libre, dada su mayor penetra-
bilidad a travds de la estructura celular, es més activa gue su catidn. Otros
suponen gque la base sblo es activa en forma ionizada, pero como en el- caso
de las’‘bases fuertes la concentracidn catidnica no varia mayormente’ entre

pH 6 y 8, hay que ndmitir que las variaciones en la concentracidn del medibﬂ

table de este'fenémend os la que supone una compectencia por los-nrupos pola-

res del cuerpo bacteriano, entre las formas ionizadas de la sustencia activa

¥ los hidrogeniones. Los cambios en la suporficie colularpor modificacién

de la reaccidn del medio, al inhibir la flJacion del. catién antlblotico so-

(44)
bre el cuerpo bacteriano, constituyen el principal factoe de este mecanismo.

Se ostudid la influencia que pueden tener 1a aerobio-

sis y la anaerobiosis; en el caso de la Eschericcia coli-vimos que en aero-
biosis se hizo necesaria una mayor concentracién de antibidtico para impedir

el crecimiento. E1 método basado en la inhibicién de lagﬁbmélisis de los he=-
matios de conejo que produce el estreptococo hemolitico fué ensayado; es un

3

-metodo réapido ya que las- 1ecturus so hacen a la hora aproximadamente. Se ha-
.ce una resefia de»meto 08 oulnlcos para ol dosajo dol antibidtico, basados en
la formaclon de maltol o en la obtencidn de una hidrazina de estreptomicina
fluorescente. Tiosotros onsayamos un método rapidisimo, descripto por Scudi,
basado en 1a_roa001on de la acetilacetona, portadora de un grupo metileno aa-
tivado por hallarse entre dos grupos carbonilos, la- que en presencia de es-

‘treptomicina y alcali da al b.m. color rosado. El grupo N-metil~ l-glucosamina

'parece ser ol responsable de la reaccidn.

Se menciona un nuevo método. original para el dosage

de. estreptomicina, basado en la accidn reductorg:deﬂ;aLQ1astasa producida



)
por el Staphylococcus aureus, la cual al actuar en un medio?gbn nifrato lo
lleva a nitrito, ol cual es evidenciado colorimétricamente. Se estudid la
accién.de algunas sales metdlicas en la actividad de la d&astaééireductqra,
En este método es importante tener en cuenta el tiempo de incubécién*yaéﬁén%ﬂ
do ol testigo muestra reduccibén de nitrato, pues se'obseévé que al priﬁ;ipiq
la reaccidn os positiva de nitrato, pero luego se debilita y se negativiéawél
fin por pasaje de nitrito a amoniaco, al soguir la accidn reductora dlasté-
gica; el HHS se ovidoncid con roactivo de llessler.

Finalmente so hizo une aplicacidn de los mdtodos do-
sando el antibidtico on la sahgre de un conejo al que seo inyectd una dosis
conocida y observando la oliminacibén a los 10 minutos y a las 2ly horas de
haber sido inyoctado. Por el método do los discos do papel de filtro se ob-
tienen rosultados més altos que por el de los cilindros de vidrio. E1l método
basado en la inhibicidn de la hembdlisis de los hematies del conejo arrojd
resultados méas bajos con respmecto a los otros métodos; el método d;wia dias-
tasa reductora dié los valores més elevados. El método quimico en un cdso
arrojé valores més altos que con los otros métodos y en el bt{éﬁdb;ajéJée
mantuvo por debajo del método de los nitritos pero por;encimajﬁellosfddﬁégf

valores.,
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Conclusiones : VI

Comparando los métodos de los discos de papel,y de los cii

lindros de vidrio, el pfimero resulta algo mis conveonionte por lo sigulente

1 ) La adaptacidn de los cilindros de vidrio al ‘agar
tiene sus inconvoniontes; no debon estar muy sumergidos ni muy adherldos,:
si no, la difusién se haco irregular. h
: 2 ) En el método de los discos de papel, la colocacibn
;%5 éstos sobre el agar resulta éencilla, los blatillos pueden mane jarse sin
mayores vprecauciones y pueden estar invertidos durante su incubacién. BEs im-
portante adui aplicar répidamente la muestra,~ya que el papel absorbe la hu-
medad del agar.

El nuevo método de ladiastasa promete ser htil, répido
vy al alcance de cualquier laboratorio.

So vié quo on los métodos de difusién la presencia de
sales extrafias puede influir aumentando el area de inhibicidn, pé@o on un
buffer fosfatado 7 a pequeflas concentracionos de sales, su ofecto es casi
nulo o nulo. E1l pil tiene enormo importancia. La actividad defizﬁégtreptomi-
cina se mostrd mayor por encima quo por debajo del punto negtro. En lesio-
nes tisulares, donde:héy aumento de ¢H local, una dosigiﬁé;éﬁéutica eficaz
para impedir el degarrdllo’déllos gérmenes en la sangreﬁ;&éde resultar in-
oficaz en el foco de la lesién.

En el método de le diastasa, laz presencia de metales
pesados reduce o anula la accidn diastésica, segin segggp,concentraciéh;

Una impottante aplicacibén que puedgx%ener el dosaje
de es»reptomchna aparte de la de investigar la cantldad en sangre, plas-
ma, liquldo cefalorraquideo, etec, on relacidn con 1as d051s y vias de ad-
ministracién, os la do ostablecer la estreptomicina rosistencia .41 Xoch.
MPvede ocurrlr‘que un individuo tratado con este annlblétlco mo joro de su
afocclon on los nrlmoros no;és pero luego ol germen se vaya haciendo ro-
51stonte al antlblotlco, por lo que ‘esto uratamlonto perdera su efecto.

Se podria determinar la estreptomicina rosistencia al
Koch, hacwendo un aislamiento del germen del esputo del individuo, en me-
dio Petragnani; siguiendo los pases anterlores 'se dodardn las unidades por
ml ‘de sangro del enfermo, trabajando con una cantidad conocida de germenes
por ml del cultivo. Se medirén las zonas de inhibicidn, si usamos” los mé-

“‘-:

todos, de d_fusion. Al tiempo,.se haria otroudosage midieﬁdoilas ZOnas de
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‘inhibicion.Si estas aumontan do tamafio,significaria que el géfmen se ha
~hecho sensible a la estreptomicinaj;si las zonas disminuyen,el géﬁ@én se

ha hecho resistento al antibidtico.

Este trabajo ha sido realizado en los
TLaboratorios de la Citedra de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Veo_
terinarias de la Universidad Nacional de La Plata,bajo la direccidn cient{_

fica del Dr; Don Jos§ Marfa de la Barrera,a quien mucho agradezco.
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PAGINA 19

El promedio de la sumatoria de la caja V, cOreespondiente a
1,6 U.S./ml dice: 27,9 mm; debe decir: 27,6 mm,

£1 promedio de la sumatoria de la caja IX, correspondiente

a3 U.S./ml dice: 34,5 mm; debe decir: 34,43 mm.

PAGINA 21

Renglén 15: Donde dice: Hay que trabajar rédpido, pues el ci

lindro absorbe la humedad del agar. Debe decir: Hay que traba-
‘Jar rédpido, pues el disco absorbe la humedad del agar.

Renglédn 18: Donde dice: Por cada cédpsula de Petri se usaron

tres c¢ilindros, que se humedecieron con la misma soluciédn. 1Debs
decir: Por cada cdpsula de Petri se usaron tres discos, ququéé"

humedecieron con la misma solucién.

Renglén 32: E1 promedio de la sum toria de la caja III co-

frespondiehta a 0,8 U.S./ml dice: 26,8 mm; debe decir: 26,$3~mmﬁ

PAGINA 22

Renglén 30: Dice: Se:'sacaron las placas del refrigerador ¥y

se dispusieron tres discos de vidrio en cada una de ellas con
ias vrecaucionss de prdctica, Debe decir: Se sacaron las placas
del. refrigerador y se dispusieron tres cilindros de vidrio en ca

da una de ellas con las precauciones de prdctica.

PAGINA 23

Renglén 1l: E1 promsdio de la sumatoria correspondiente a

O 4 U S./ml (pH: 6) dice: 14,7 mm; debe decir. 15 03 mm.
El promedio de la supmatoria correspondiente;a 2,0 U.S./mlx(pﬁ:s)f
dice: 24,3.mm; debe decir: 24,43_mm.

ﬁenglén 17: El1 promedio de la sumatoria correspondienfek a

0,2 U.S./ml (pH:6, 5) .dice: 12,5 mm; debe decir. 13 23 mm.~

El promedio de la sumatoria correspondiente a’ 0 8 U‘S /ml ﬁpﬁéyr



6,5) dice: 18,5 mm; debe decir: 17,9 mm.
El promedio de la sumatoria correspondiente a 1,6 U.S./ml (pH:
6,5) dice: 23,0 mm; debe decir: 23,36 mm.

Renglén 23: E1 promedio de la sumatoria correspondiente a

0,4 U.S./ml (pH:7) dice: 18,1 mm; debe decir: 18,2 mm.
El promedio de la sumatoria correspondiente a 1,6 U.S./ml (pH:
7,0) dice: 25,6 mm; debe decir: 26,6 mm.

Renglén 29: El pramedio de la sumatoria correspondiente a

0,4 U.S./ml (pH:7,5) dice: 20,1 mm; debe decir: 20,43 mm,

PAGINA 24

Renglén 13: El promedio de la sumatoria correspondiente a

1,2 U.S./ml (pH:6,5) dice: 20,2 mm; debe decir: 20,9 mm.

PAGINA 27

Renglén 17: Donde dice:

400/20.000 , 1/20 . 1/50 : 50.000
N° de gérmenes por ml f-5d;000§:'prome§io
Debe decir:
400,/20.000 . i/ao . 1/50 : 1/50.000
N° de gérmenes por mmd : 50.000 ., fromedio

Renglédn 29: Donde dice: Anaerobiosis; debe decir: Aerobio-

sis.

Dondé{dice:'Aerobiosis; debe decir: Anagrobiosis.

PAGINA 28

Renglén 8: Donde dice: ... trabajando en aerobiosis. Debe

deéii; ... trabajando en anaerobiosis,

PAGINA 29
Eenglén‘V: El‘promedio de la sumatoria correspondiente a
1,2 U.S./ml dice: 25;6 mm; debe decir: 25,3 mm,

Renglén 13: El1 promedio de la sumatoria correspondiente a




0,4 U.S./ml dice: 22,8 mm; debe decir: 22,6 mm,

Rengldén 17: Donde dice: Método de los discos de vidrio.
Debe decir: Método de los cilindros de vidrio.
Donde dice: Método de los cilindros de papel.

Debe decir: Método de los discos de papel.

Renglén 22: E1 promedio de la sumatoria correspondiente a

0,8 U,S./ml (Mé&todo de los cilindros de vidrio) dice: 25,2 mm;
debe decir: 25,5 mm. |

El promedio de la sumatoria correspondisnte a 0,4 U.S./ml (Méto
do de los discos de papel) dice: 25,5 mm; debe decir: 24,16 mm,

Rengléh-ZB: E1l promedio de la ‘sumatoria correspondiente a

0,4 U.S./ml dice: 24,2 mm; debe decir: 24,53 mm (Método de los

cilindros de vidrio).
El promedio de la sumatoria correspondiente a 0,8 U.S./ml dice:
27,4 mm; debe decir: 27,6 mm (Mé&todo de los cilindros de.vidrio)

Renglén 40: El promedio de la sumatoria correspondiente a,

0,2‘U.S./m1 (ﬁétodb de lés‘qilindros de vidrio) dice: 17,5 mm;
debe‘aecir: 17,2 mm,

El promedio de la sumatoria correspondiente a 0,8'U.S./ml(ﬁéto-
do de los discos de papel) dice: 28,7 mm; debe decir: 29,4 mm,

Renglén 46: El promedio de la sumatoria correspondiente a

0,8 U.S./ml (Método de los discos de papel) dice: 32,0 mm; debe

decir: 31,7 mnm,

PAGINA 30

Ren516£‘6: El promedio de 1la sumatoria_correspondiente ‘a
6,4HU.S;/m1 (método de los cilindros de vidrio) dice: 23,0 mm;
debé*égcir: 23,6 mm,
El promedio de la sumatoria correspondiente a 0,4 U.S./ml (méto
do de los discos de papel) dice: 25,4 mm; debe decir: 24,1 mm.

Renglén 14:7El‘promedio de la suma toria correspondiente a

0,2.U.8./ml1 (método de los cilindros de vidrio) dice: 15,9 mm:



debe decir: 15,7 mm

Renglén 32: E1l promedio de la sumatoria correspondiente a

0,2 U.S./ml (método de los discos de papel) dice: 14,6 mm; debe

decir: 17,5 mm,

PAGINA 33

Renglén 5: Donde dice: ... cuya potencia es: 0,25 - 0,125 =~
0,063 - 0,031 - 0,016 - 0,008 - 0,004 - 0,002 unidades. Debe de
cir: ,.. cuya potencia es: 0,285 - 0,125 - 00,0685 - 0,0312 -

0,0156 - 0,0078 - 0,0039 - 0,00195 unidades.

PAGINA 38
Donde dice:
4) que en presencia de acetato de naftilamina:

f=n.od,

S

~agy 4"'

: SosH
debe decir:

JosH
Donde dice:

Diluciones: 1 ml : 10 U.S. Inicial: 1:4. Diluciones al
medio: 1,25 - 0,625 - 0,317 - 0,158 - 0,079 -- 0,039 - 0,019 -
0,009 - 0,0045 - o,déézf1 |

Debéz&ééir:

Diluciones: -1 ml : 10 U.S. Dilucién inicial: 1l:4, Dilu-

Qioﬁés‘siguientes al medio: 1,25 - 0,625 - 0,312 - 0,156 - 0,078

0,039 - 6,0195 - 0,00975 - 0,00487 - 0,00243.

PAGINA 39
Rengldén 5: Dondé dices E1 Gltimo tubo que mostrd reduccién



de nitrato fué el correspondiente a la dilueién 0,079.
Debe decir: El primer tubo que mostrd reduccién de nitrato fué
el correspondiente a la dilucién 0,078,

Renglén 14: Donde dice: 2,50 1,25 0,625 0,317 0,158

0,079 0,039 ... 0,0022,
Debe decir: 2,50 1,25 0,625 0,312 0,156 0,078 0,039 ...
0,00243,

'PAGINA 40

Renglén 2: Donde dice: ... y nos encontramos con que el dl-
timo tubo ... Debe.decir: ... y nos encontramos con que el pri-
mer tubo ...

Renglén 3: Donde dice: ... diluecién 0,079, sino el anterior
a 61, de dilucién 0,158 ... Debe decir: ... dilueién 0,078, si-
no el anterior a él, de diluciébén 0,156 ...

Renglén lsidDonde dice: ... es decir, que.la estreptomicina

en concentraclones de: 0 019 a-0,317 U S /ml Debe decir: ...
es decir, que la estreptomicina en concentraclones de: O 004§¥a

0,156 U.S./ml.

PAGINA 41
Renglén 14: Donde dice: 2;50 1,25 01625, 0,317 0,118

0,079 0,039 ... 0,0022, Debe decir: 2,50. 1,25 0,625 0,312

0,156 0,078 0,039 ... 0,00243.

PAGINA 42

‘Renglén 19: Donde dice; Una partida de cajas fué utilizada
paramig?curva pattén;ﬁ&éra para el métqdo%de'los cilindros y o-
tra para el de los dlSCOS de papel {bébe decir: Una partida de
cajas fué utilizada para trazar las curvas patrones, otra para

dosar el antibiétlco en un suero por el método de los" cilindros-

de vidrio y otra por el método dg los discos de papel.



Renglén 22: Donde dice: Valores para la curva patrén; debe

agregarse: método de los c¢ilindros de vidrio,

PAGINA 43 -

Renglén 29: Donde dice: Por el método de la diastasa reduc

tora, la mayor dilucién inhibidora fué: 0,009 y la minima dilu-
cién del suero que impidié la reduccién fué: 1/128
0,009 12 1,152 10 11,52 U.S./ml
Debe agregarse: El suero fué dilufdo al décimo; 10 es el

factor de dilucién.

Renglén 35: Donde dice: Hicimos una serie de diluciones co
locando 5 ml en el primer tubo del testigo y 2,5 ml de agua des
tilada en los restantes; pasamos 2,5 ml del primer tubo al se-
gundo..,. Debe decir: Hicimos una serie de diluciones colocan-
do ld“mi en el primer tubo de la serie y 5 ml de agua destilada

en los restantes; pasamos 5 ml del primer tubo al segundo...

PAGINA 44

Renglén 6: Donde dige:

T/D vU.s./. 100/v
Debe decir: T/D U.S./ml1 100/V
Renglén 9: Donde dice: Promediando tenqmos:

9,6
10,2
6,4
11,52
13,5

51,32 10,26 U.S./ml

Debe decir: Promediando tenemos:

9,6 Método de los cilindros de vidrio
10,28 Método de los discos de papel
6,4 Método de Rake y Jones

11,52 Método de la diastasa reductora
13,5 Método quimico de Scudy

51,32 10,26 U.S./ml
Renglén 21: Donde dice: 29,0 mm; debe decir: 29,6 mm,

Renglén 26: Donde dice: Método de lainhibieién de los he-

maties:



Ia mayor dilucidén inhibvidora de antibibtico: Q009
ILa menor dllucidn inhibidora del prodlema: 1/256. £56.0,009:2,3US/ml

uedd omitido un rengldn correspondiente a los valores del
aédtodo do Rake y Jones, pues los que figuran como tales corres=-
ponden al método de la diastasa reductora.

Debe decir: Método de la inhibloién de la hemdlisis ds loa
hematies:
La mayor dilucién inhibidora de antividtico: 0,02
la menor dilucisdn inhibvidora del problewa: 1/64

0,02 , 64 : 1,28 U.8,/ml
#étodo de la diastasa reductora:
La mayor dilucién inhibidora de antibidtico: 0,009
La menor dllueidén inhibidora del problemas 1/256
0,009 , 236 2,3 U.S./ml

Por el método quimioco:

Donde dice:

T/D . V.S, . 100/V 3 26/20 . 100/6 ;: 1,98 U.8./ml.

Debe decir: El tubo problema coincidié con el tubo patrén

N° 6.
25/20 7,8 . 100/5. 195 U,.8, % : 1,95 U.8,./ml

Promedlando:
%8todo de los cilindros de vidrio
126todo de los dimscos de papel
Uétodo de Rake y Jones

¥étodo de la diastasa reductora
Método quimico de Soudy

8,68 1,73 U.8,/m1
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PAGINA 46

Hengldn 23: Donde dice:... vimos gue en seroblosis ...

Debe decir: ... vizos que aen anasrodblosis ...

PAGIKA 47
Henglén 15: Donde dice: ... el método de la dlastasa redug
tora 416 los valores més elsvados, Debe decir: .., el método

de la dlastasa reductora arrojé en un caso los valores mis sle-



vados con respecto a los otros métodos; en el otro caso se mantu

vo por encima de los valores arrojados por el método de los oi-
lindros de vidrio, de los discos de papel y del método de Rake y
Jones; pero por debajo de los valores correspondlantes al método
quimico,

PAGINA 18, renglén 13. Dice : m. diast. red. Debe decir: m. difusién.
NOTAS

En la pdgina 47, renglén 12, las consideraciones que se ha-
cen con respecto a los valores arrojados por los distintos méto-
dos, debenfigurar en la pigina 48 (en Conclusiones).

En la pdgina 48, el pérrafo que comienza en el renzlén 3O
haste el finel del capftulo, debe fizurar en el capitulo III co-
mo introduccidén a los DIFERENTES METODOS DE DOSAJE.

Con posterioridad a la presentacién de este trabajo, el au-
tor halld que, €l orinciplo del método que da como proplo, figu-
ra en "ANTIBIOTICS" (Florey), Volumen 1, pédgina 152: Oxford Medi
cal Publications.

Grifico N° 5:
A: Donde dice: Curva patrén, métodc de los discos de vidrio
Debe decir: Curve patrén, método de los cilindros de vidrio
B: Donde dice: Curve patrén, métcdo de los cllindros de papel
Debve decir: Curva patrén, métode de los éiscos de pepel
Grdfico entre péginas 29 y 30:

La curva que diee: CuSO4 1% corresponde a la de fosfato

y vice-versa,



