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C.S.I.C .
INSTITUTO «FAIME FERRAN», DE MICROBIOLOGIA

THE BIOLOGICAL ACTIVITY OF p-DINITROBENZENE

BY
J. RODRIGUEZ - VILLANUEVA

‘Some organic nitro compounds are known to prevent growth of mi-
croorganisms (1-3) the toxic effect heing due, at least in part, to uncou-
pling of oxidative phosphorylation and consequent interference with energy
utilisation.

MATERIAL AND METHODS

Organisin

The organism used throughout the experiments described in this pa-
per is a newly isolated strain of Neocardia (4) and has been named
Nocardia V for the purposes of these investigations.

Growth media

The media used for growing the organism utilised in this work have
the following composition:

a) Complex media

BPL medium. Peptone 1 per cent (w/v) and Lab-lemco 0. 3 per cent
(w/v), are added to the following basél system: glusoce 2 “per cent;
NaHPOy, 0.5 per cent; KoHPOy, 2 per-cent; MgSOy4. 7H40, 0.02 per
cent and FeSO,. 7H30, 0.001 per cent, all expressed in (w/v), tap water
oo ml, made up to 1'1 with distilled water. Glucose is sterilized sepa-
rately and added to the medium after autoclaving. Analar reagents have
been used where possible. - '

Microbiol. Bspoii., 14 (1961) 1



2 J. Rodriguez-Villanueva

b) Synthetic media

These media contain substantially the same basal system as BPL
medium with the following additions.
Ammonium sulphate medium. (NH,),SOy, 0.2 per cent.
Glutamic acid mediwm. 1-Glutamic acid, 0.2 per cent, added as a
neutralised solution.
Growth conditions

10 ml volume were placed in a 25 ml Erlenmeyer flask and ino-
culated Wwith 0.1 ml of an 18 hr tube culture of the organism grown
on ammonium sulphate medium. The cultures were incubated at 30°C,
shaking for 20 days.

Determination of the growth curve =

The growth of the organism was determined by measuring the opti-
cal density of the culture at given times in a Beckman Model DU spec-
trophotometer at 700 my, Water was used as a blank for the measurement
of the optical density of cultures in synthetic media ; those in BPL medium
being measured against a sample of the same medium before inocula-
tion. An absorption of 0.3 in the Beckman corresponded to about
5 X 108 cells per milliliter.

' Inocula

The inocula ‘were grown in sterile 25 ml flask contammg 5-10 ml
of the same medium to be used. :

RESULTS

The growth of ‘Nocardia V. is l;*ir;hibité:d by p-dinitrobenzene. This
observation was made in the course of the systematic investigation on
the ability of various nitrocompounds to support growth. p-Dinitroben:
zene was added at concentrations ranging between 1 X 10-® and
2 X 10-*M to the growth medla .

‘Wheh lising B\LP‘ medium no ‘mhibition iw‘as observed in the presence
of the nitro compound up to 2 X 10-*M concentration. However, the lag
phase of growth was prolonged for periods of time varying between
z and 5 days at the higher concentration. Quite different results were ob-
tained when the growth medium used was ammonium sulphate ; here p-di-
nitrobenzene is found to be an effective growth inhibitor (Table I1).

2



The biological actiwity  of p-dinitrobenzene 3

Table 1. Effect of p-dinitrobenzene on the growth of Nocardia sp.

Amount of Ammonium sulphate medium BPL medium
p-dinitrobenzene i

. (cc?r(lig.e(li\i B} Lag(i}fre)riod Growth La;g(ﬁ_ griod Growth

None — +++ — +4+

1X 10-6 - +++ — +++

6 X 10-6 56 +++ — +++

1 X 10-8 108 ++ 18 +4++

5 X 108 204 + 48 +++

13X 10-4 — — 102 +++

2 X 10-4 — - 138 ++

)

When the contents of the flasks, in which growth had not occurred
after 20 days’ incubation, were tranfered into sterile 15 ml centrifuge
tubes, centrifuged for 20 min at 1200 X g, and the sediment resuspen-
ded in new fresh medium without added nitro compound, full growth
took place after further 48 hr incubation. This finding suggests that
p-dinitrobenzene acts by preventing growth rather than by killing the
organisms.

Attempts have been made to reverse the inhibition of growth by the
nitro compound by supplementing the ammonium sulphate medium with
various mixtures of substances known to be effective in other orga-
nisms. So far the only effective addition has been I-glutamic acid (0.2 per
cent), or a mixture of 18 amino acids at a concentration of 200 y/ml
Mixtures of vitamins (pyridoxin HCl 1 mg, nicotine acid 2 mg, bio-
tin 5 y, thiamine 1.mg, calcium pantotenate 1 mg, p-aminobenzoic acid
I mg and riboflavin 1 mg, all concentrations per liter), thiols and trace
metals mixtures, either alone or in comhination, are unable to reverse the
inhibition. ) ‘

These observations suggest that p-dinitrobenzene} may act simply as an
antagonist of a single essential metabolite. It is also possible that rever-
sal'may be due to indirect factors influencing the growth of the organism
in some other manner. However a more detailed study of this effect
will clarify their actions and such investigations are being carried out.

3



4 : J. Rodriguez-Villanueva

SUMMARY

This communication describes the inhibition of Nocardia V. by p-dini-
trobenzene. This nitro compound was added at various concentrations to
the growth media. When using a complex medium no inhibition was
observed in the presence of the highest concentration of the nitro com-
pound, in marked contrast with the results obtained when was used a
synthetic medium. Here the p-dinitrobenzene is found to be an effective
growth inhibitor, acting by preventing rather than by killing the Nocardia
cells.

Attempts have been made to reverse the inhibition of growth by the
nitro compound. So far the only effective addition has been /-glutamic
acid or a mixture of 18 amino acids.

Insufficient material on the comparative aspects of the p-dinitroben-
zene affect with other nitro compounds inhibition is yet available to

justify any broad generalisations. Some new investigations are now in
progress.

RESUMEN

Se describe la inhibicién de Nocardia V. por p-dinitrobenceno. El
nitroderivado se afiade al medio de cultivo en varias concentraciones.
Cuando se utiliza un medio complejo no se produce inhibicién alguna en
presencia del nitroderivado, obteniéndose resultados muy diferentes cuan-
do el medio de cultivo utilizado es de caracter sintético. El p-dinitro-
benceno parece ser un, inhibidor efectivo actuando de forma que pre-
viene el crecimiento en vez de matar el organismo.

Se han realizado numerosos intentos con el fin de revertir la inhibi-
cion del crecimiento por el .nitroderivado. Hasta el momento, la fnica
substancia que parece ser efectiva es la forma levégira del acido glu-
tamico o una mezcla de 18 aminoacidos. ,

Los resultados obtenidos de los estudios realizados se con51dcran
aun insuficientes para justificar una generalizacion- del modo de-actuar
del p-dinitrobenceno. Actualmente se estan llevando a cabo  nuevas in-
vestigaciones.

4
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ESTUDIO DE LOS EFECTOS QUE PRODUCE LA LUZ
ULTRAVIOLETA SOBRE LAS BACTERIAS

[. Alteraciones del comportamiento fisioldgico de la
Escherichia coli

POR
EucaLia CABEZAS DE HERRERA (¥)

INTRODUCCION

El efecto de la luz ultravioleta sobre los microorganismos ha sido
objeto de numerosos estudios.

Una de las primeras. observaciones de laboratorio de los efectos que
produce la radiaciéon sobre las bacterias, fue publicada por Downes y
Blunt en 1877 (3). Desde entonces la literatura ha acumulado yolime-
nes y voliimenes como resultado del alto interés de los efectos de la
radiacion sobre las bacterias per se y también por la relativa facilidad
de estudios cuantitativos de los efectos bioldgicos que la radiacion pue-
de causar en las mismas.

Cuando las bacterias son expuestas a la radlacmn en el alcance del
ultravioleta o de gran energia, el efecto que mas llama la atencmn es 1;1
muerte aparente de un porcentaje de células; la p0101on de células muer-
tas estd en funcion de la energia absorbida.
 El criterio usual de supervivencia es la capacidad de las bacterias para
formar colonias visibles en los medios de cultivo ordinarios. Esta me-
dida arlntrarlamente adoptada para medlr el efecto bacterlclda de la
radiacion, aunque es conveniente para estudlos cuant1tat1vos es msufl-

(*) Agradecemos a la Fundacmn “Juan \/Iardh ? Ia beca concedlda para la reall—
zacién de este trabajo. :

Microbiol. Espaii., 14 (1961), 7.



8 Eulalia Cabezas de Herrera

ciente para una variedad de condiciones experimentales. Hollaender (4)
demostré que una exposicion prolongada en solucién salina, después de
irradiada con ultravioleta, reduce la fraccion de organismos que forman
colonias. Roberts y Aldous (7), antes y después de irradiar, hacen es-
tudios en varias condiciones experimentales, las cuales afectan a la
supervivencia de la estirpe estudiada.

Kelner (5) observé que la exposicidén de las bacterias a la luz visi+
ble, después de irradiadas, aumentaba la supervivencia (fotorreactivacion).
Anderson (1-2) y Stein y Meutzner (11), han mostrado que el aumento
de temperatura de incubacién aumenta la supervivencia de la Escheri-
chia coli, estirpe B. Stapleton (9) ha encontrado marcadas diferencias
en la radiosensibilidad de la E. coli en los diferentes estadios de su
ciclo de crecimiento.

Todo esto demuestra la multiplicidad de factores que influyen en
los resultados cuantitativos obtenidos en los estudios, de los efectos
bactericidas de la radiacion. Consecuentemente, para obtener resultados
reproducibles es necesario que estas variables sean adecuadamente re-
guladas.

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio que nos proponemos hacer de las estirpes patréon en
su aspecto morfoldgico y estructural bioquimico, asi como para establecer
las diferencias de sensibilidad de las células bacterianas a la. accién de
la luz ultravioleta en los diferentes estadios de su ciclo de crecimiento,
serd necesario conocer el mecanismo de crecimiento de las mismas. Esto
sOlo es posible trabajando con células que se dividan sincronicamente,
ya que si mo trabajariamos con poblaciones compuestas de células de
diferentes edades y los resultados dependerian de la proporcién en que
se encontrara la bacteria en sus diferentes estadios de crecimiento, en
el momento de efectuar el ensayo.

Recientemente han atraido especial atencién las técnicas de los cul-
tivos' sincronicos. Los métodos usados para este propdsito difieren se-
gun los organismos empleados.

Seguimos el método de Scott y Chu (8), por juzgar que es el mas
apropiado para nuestro tipo de trabajo.
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Estirpe

Para nuestros estudios utilizamos FE. coli, estirpe Kjs, procedente
del Instituto Pasteur, conservada sobre agar-caldo en camara de 4°C.
Trabajamos siempre con cultivos sincronicos sobre caldo comun.

Las caracteristicas fisiologicas de esta estirpe las fijamos estudiando
su comportamiento frente a 37 medios de cultivo diferentes. Los aza-
cares llevan como indicador purpura de bromocresol.

Curvas de crecimsento

La literatura estd repleta de informacién concerniente a la variabili-
dad en la sensibilidad de las células bacterianas a la inactivacién por
distintos agentes fisicos y quimicos, durante el ciclo de crecimiento.- La
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10 Euwlalia Cabezas de Herrera

mayoria de los autores sostienen la tesis de que las bacterias jovenes
son mas sensibles a estos agentes que las ya maduras. Winslow y Walker
(12) resumieron la mayor parte de la informacién y propusieron una
explicaciéon basada en la juventud fisioldgica de las células de los cul-
tivos en crecimiento. -

Es importante considerar las dificultades al intentar relacionar los
resultados de distintos investigadores; los organismos con que trabajan
vy las condiciones de crecimiento son tan diversos como los invetigadores
mismos. ,

Los términos de células “‘jovenes” y “viejas” no es probable que
todos los utilicen para designar a células en idéntico estado fisioldgico.

. Es fundamental conocer el papel que juegan los estadios fisioldgico
y metabdlico en la sensibilidad de las bacterias a la radiacion. Este co-
nocimiento podria ayudar a explicar los resultados tan dispares frecuen-
temente encontrados en tales investigaciones, asi como también permi-
tiria una comprension del mecanismo de accion de la radiacién sobre
los microorganismos. Desde este punto de vista, fue Stapleton (10) quien
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ilevd a cabo una investigacién para conocer las variaciones de sensibi-
lidad de la E. coli a las radiaciones. Se ha encontrado que la fase de
adaptamon estd caracterizada por un aumento de resistencia a la radia-
cién y la fase logaritmica coincide con un lento pero regular descenso
de la resistencia, resultando las células mas sensibles.

Por este motivo obtenemos las curvas de crecimiento de la estirpe,
con la doble finalidad de: a) conocer el momento del ciclo de crecimien-
to en que irradiamos la bacteria, y b) compararla con la que mads tarde
obtendremos con la estirpe después de irradiada (figura 1).

Para la obtencién de las curvas de crecimiento disponemos de un
fotocolorimetro Klett-Summerson, modelo 800-3 v de los matraces de
cultivo disefiados para este fin (figura 2).

Concentracién celular

Tomamos muestras del cultivo en plena fase logaritmica de creci-
miento (doce horas).

Estos cultivos son diluidos a -10® células/cm® con caldo comfin fresco
y entonces son irradiados.

La concentracion celular de. la supension la determinamos. por el
metodo de recuento en placa. :

“Irradiacion”

Disponemos de una camara de luz ultravioleta con 4 lamparas ge
mercurio Sylvania de 15 W que emiten una longitud de onda de 2.537 A;
las paredes de la camara estan recubiertas con planchas de aluminio.

La camara estd dispuesta sobre un agitador de vaivén de 113 r/m y
estd instalada dentro de una cédmara oscura.

En placas de Petrl de 4,5 cm de dlametro ponemos 2 cm‘”’ de a

Las piacas se dlsponen en una bande]a a 14,5 cm del foco de
emisién.

» Irradlamos durante diferentes perlodos de tiempo, que osc1lan de
cinco a noventa minutos.

Como la suspensién bacteriana es lo suficientemente densa para que la
1nten51dad ultravioleta varie de la superﬁcxe al fondo, por la absorcion
de la luz ultravioleta por las celulas en suspenswn utilizamos el metodo

5



12 Eulalia Cabezas de Herrera

de Morowitz (6) para obtener la intensidad efectiva proporcionada.a
través de la muestra.

Durante la irradiacién, las muestras son constantemente agitadas,
lo que hace mis homogénea la radiacion. .

Una vez irradiada la bacteria, se siembra en caldo comiin fresco; en
los matraces disefiados para este fin, para obtener las curvas de creci-
miento; y en los distintos medios de cultivo, para conocer su comporta-
miento fisiologico. Cultivamos a 37 °C.

Todas estas operaciones las realizamos en camara oscura, y. tanto
los matraces como las gradillas que contienen los medios son preservados
de la luz.

RESULTADOS

En el cuadro 1 podemos ver el diferente comportamiento de las es-
tirpes testigo e irradiada frente a los diferentes medios de cultivo y
aun las diferencias de comportamiento, segin el tiempo que ha sido
irradiada la bacteria.

La figure 1 nos muestra la curva de crecimiento de la estirpe testi-
go cultivada a 37 °C sobre caldo comin en reposo y con agitacion, y
la figura 3 las diferencias existentes en las curvas de crecimiento, seglin
el tiempo que ha sido irradiada la bacteria.

DISCUSION

El mecanismo de inactivacién ultravioleta mas comunmente admitido
es el de la teoria del “blanco”, derivada de la curva de supervivencia.
Sin embargo, esta teoria omite totalmente el efecto bioldgico general
de la radiacién sobre la célula y la considera como una particula esen-
cial, la cual puede sobrevivir o morir.

Actualmente se sabe que la célula bacteriana tiene una organizacion
biolégica compleja v después de la irradiacién pueden ocurrir en ella
mltiples cambios.

Nuestro punto de vista es que la accion fotoquimica de la radiacion
ultravioleta deberia ser interpretada en términos de
ogico”, mas gque en términos de vida o muerte.

3
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Cuadro 1

Medios de cultivo

Estirpe

Tes-
tigo

Irradiada, min

[3;3

15‘3ol60

8

Acetato de plomo
Adonita

Agua de peptona
Albtimina de huevo
Almidén

Arabinosa

Caldo comun

Caldo con CINa

Caldo con NOsK al 1%

Caldo con urea al 1 %
Celobiosa
Dextrina
Dulcita
--Eritrita
-‘Galactosa
Gelatina
Glicerina
Glicdgeno
Glucosa
Inosita
Inulina
Koser
Lactosa
Leche tornasolada
Levulosa
Maltosa
Manita
Manosa
Melobiosa
Metil-glucésido
Rafinosa
Rhamnosa
Sacarosa -
Sorbita
Trehalosa
Voges-Proskauer
Xilosa

L+ 1+ ++++1 1+ 1+

P+

|+ |

|+ | ++++++++ |

+ |+ 1

H+++ 1+ 1+

P
*)
.4

[+l Lttt ++ 1 LI+ 4+

+ 1+

S H+1 1+ +
S+++1 T+ 1+
[+ 1+

|

I

| +++1+ |

T e T R e e A
I R A R e

|+ |
+ |+

|+ +H++ |

I+

I+ 1+ ++++11

[

PIH+ T

I

|

{*) Crece, pero no reduce nitratos.
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En los experimentos realizados a lo largo de nuestro trabajo -hemos
podido comprobar-que las bacterias, después de irradiadas, sufren una
serie de alteraciones, extensién de la fase estacionaria y diferente com-
portamiento frente a los 37 medios de cultivo con que fijamos las ca-
ractersticas de la estirpe testigo. l

Esto refleja que la radiacién ultravioleta produce un dafio en varios
lugares de-la célula bacteriana, de los cuales unas veces se recupera y
otras no; y que estos dafios pueden ser medidos en alteraciones en su
metabolismo, sintesis celular, fisiologia, morfologia, etc., sin que rl'leguc
a producirse la muerte de la bacteria. R

P

RESUMEN

Hacemos un estudio de las curvas de crecimiento y del comporta-
miento {fisiologico frente a 37 medios de cultivo, de cultivos sincroénicos
de Escherichia coli, estirpe K;» —testigo e irradiada— y fijamos las alte-
raciones fisioldgicas producidas por la luz ultravioleta.

SUMMARY

Physiological characters of synchronic cultures of normal and U. V.
irradiated Escherichia coli X;» were studied. The different physiologi-
cal abnormalities found in the U. V. irradiated E. coli cultures are
stated.
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TECNICAS MICROBIOLOGICAS PARA ESTUDIAR
EL COMPORTAMIENTO DE ASOCIACIONES
ANTIBIOTICAS (')

POR
A, PORTOLES

INTRODUCCION

La detenida revision de antecedentes bibliograficos con referencia.
a las acciones combinadas de antibidticos sitia el problema entre dos
opiniones totalmente opuestas en relacion con la aplicaciéon o ‘no, simul-
taneamente, de dos antibidticos: mientras gue para algunos estas com-
binaciones antimicrobianas retrasan o impiden la aparicion- de resis-
tencias, produciendo efectos de marcada sinergia, para otros existe grail
numero de antagonismos o contraindicaciones. Esta disparidad de con-
clusiones es debida, en muchas ocasiones, tanto .a la falta de” homologabi--
lidad en métodos y objetivos que permitan una adecuada comparacion
en los datos, como a la continuada variabilidad -bacteriana que impide ei-
establecimiento ‘de reglas de aplicacion fijas. Ello nos condujo al estudio.
de técnicas microbioldgicas apropiadas para investigar el comportamien-
to de estas asociaciones binarias de antibidticos, de forma que sus re-
sultados permitieran establecer un criterio comparativo que valore y sitile
exactamente los distintos puntos del problema. )

El efecto mis simple que se busca al utilizar antibi6ticos, es la inhibi-
cion del crecimiento bacteriano, y es precisamente a esta respuesta bio-’
iogica a la que se acude, generalmente, para juzgar de la interaccion -de.
estas sustancias antibioticas..

(*) Esta publicacion forma parte de un trabajo pensionado por la Fundacién
“Juan March”. ’

Microbiol. Espafi., 14 (1961), 1
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Los métodos de uso general mediante los que se espera conocer esta
accién inhibidora, son de tres tipos: dilucién seriada en caldo, diluciones
sobre placa y técnicas de difusion en medio sélido. Nuestra experiencia
en el uso de las mismas y los antecedentes bibliograficos, nos sefialan
que cualquiera de ellas presenta inconvenientes que pueden ser mitigados
en la medida de lo posible cuando se seleccionan convenientemente, de
acuerdo con el objetivo a cumplir y trabajando en las-condiciones mas
correctas y precisas para conocer un efectd. final determinado.

Es cierto que estos inconvenientes se veran aumentados cuando se
trate de mezclas de antibidticos, y esto es la causa de que sean recusables
y opuestos los resultados de muchos autore‘:ﬁ:; nosotros consideramos del
méximo interés estudiar y seleccionar las “técnicas més idoneas para estos
propOsitos. Sea cual fuere la técnica empleada, siempre encontraremos
una serie de factores, inherentes al método, que son decisivos en la in-
terpretacion de los resultados, como: composicion y pH del medio, tamafio
del in6culo y fase del desarrollo de los gérmenes, humedad y espesor
de la capa en el medio sélido, etc. Pero teniendo en cuenta que, segtin
Jackson y Finland (23), no siempre son justificables las comparaciones
entre los diferentes métodos, puesto que cada laboratorio selecciona el
que se adapta mejor a sus necesidades, y por otra parte, que los valo-
res obtenidos dependeran tanto como de las variables ya mencionadas
de la eleccién del punto final de inhibicién total o parcial ; nosotros em-
plearemos métodos de difusién para deteccidén rapida de sinergismos,
métodos de dilucién en tubo y en plaica para el estudio de aparicion de’
resistencias, y métodos de dilucién turbidimétricos y de tubo a placa
para estudiar las condiciones de aparicién de los sinergismos y antibio-
gramas.

TECNICAS SOBRE MEDIO SOLIDO

Deteccién de la‘acti_w'dad bacteriostdtica

Si bien los métodos por difusién son mas utilizados por su rapidez
vy simplicidad, méxime desde que distintos laboratorios facilitan discos de
papel impregnado o pastillas cargadas con distintas dosis de antibiético,
tienen €l inconveniente de llevar consigo problemas de tipo fisico qﬁe
complican los resultados bacteriolégicos. No obstante, cuando las técnicas

2
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por difusién se aplican correctamente; es decir,eliminando -al-maximo
ias distintas variables que pueden originar resultados erréneos, se pueden
obtener datos de gran interés para orientar la Antibioterapia.

Los distintos problemas que plantean estos métodos por difusion, se
someten a las relaciones entre la concentracion del antibidtico y el didme-
tro del halo de inhibicitn, que a su vez depende de la naturaleza del an-
tibi6tico v del comportamiento de la estirpe bacteriana, por un lado, y
por otro, de las condiciones experimentales derivadas de la dosis del

_antibiético (46), de la composicién y pH del medio (6), de la fase de
crecimiento del germen de ensayo (40), de la concentracién de indculo
(7, 27), del espesor de la capa de siembra, del grado de humedad y, segiin
hemos estudiado experimentalmente, del modo de hacer la siembra del
inéculo, segiin sea en superficie o en profundidad.

En cuanto al material, como parece ser que segin unas experiencias
efectuadas por Fabre (13) y de las que dio cuenta a la Academia de
Farmacia Francesa, no hay exacta correspondencia entre el titulo en sus-
tancia antibidtica “de los discos y su actividad, puesto que este autor ha
comprobado que de los 92 lotes de discos examinados, tan sélo 22 res-
pondian a los datos del laboratorio: qu’e‘ los fabrico, “hemos decidi-
do poner- en practica el méfodo del™pocillo (cup -standard), con pe-
quefias p1ezas de material. refractarlo procedentes de la- “M.- Taylor

' de Londres que, por capilaridad, se cargan con-=* 0,02
cm? de solucion” ant1b10t1ca segin hemos determmado por- pesa.da -y Tepe-
tidas medidas del halo de inhibiciéfi para-una misma concentracién an-
tibitica. Por la sustanc;a mmeral de que estan constituidos, permiten
una acabada’ 11mp1eza y .perfecta esterilizacion al usarlos repetidas veces.

Y el resto delvﬁmaterlal -—mdependlentemente de pipetas, tubos, ma-
traces, etc., de'i1so comin en el laboratorlo-— que_es obligado consignar,
son las placa: utilizadas por nosotros en otros trabajos-de esta indole (36-
37, 42- 43) Por u'ltlmo, la 1mp0rtan£1a de una correcta medicion de los
halos de:is '_bxc:on nos zmpulso a encargar un dispositivo con iluminacion
mdirecta sobre tfondo negro (fzgura I ) (gﬁeado por nosotros) y al que
se adapta una 1" a sobre corredera que. perrmte examinar perfectamente
ias dlstmtas pa es de la placa con el aumento que puede verse en la
fwgum 2. .

Son dos los medws de cultwo que utlhzamos en este tipo de expe-

‘rimentos : una capa bésica, que por desear fuera muy transparente, hemos




Figura 2
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usado solucién salina con 2,25 por ciento de agar, habiendo comprobado
es un buen soporte, liso, consistente y algo impermeable, por la diferente
velocidad de difusion de los antibitticos con relacién a la capa superior;
v el medio de siembra que fue extracto de carme (1 g), bactotriptona
(2 g), agar (1,5 g) vy agua (100 cm?®). En ocasiones se hizo preciso aila-
dir 7,5 cm® de suero para facilitar el crecimiento, hecho ya patentizado
en la afirmacién de Belcove y Santow (4) de que ““se afiadird sangre a
los medios para antibiogramas de productos patoldgicos”. Es conocida
la influencia que para la actividad de los antibidticos tiene su grado de
disociacién en relacion con el pH del medio, y si bien algunos de estos
inhibidores son mds efectivos a pH acidos, nosotros utilizamos en nuestros
experimentos la reaccién 7,2-7,3, por ser ésta la del plasma sanguineo
v por tanto la del habitat bacteriano cuando actilan como agentes infec-
ciosos, si bien en ocasiones puede haber variaciones organicas de pH a
nivel de focos inflamatorios o de mucosas en estado patoldgico; por otra
parte, Garrod y Waterworth (15) que estudiaron el efecto de varios pH
en el comportamiento de algunos antibidticos, parecen concluir que, en
general, es preferible utilizar el medio ligeramente alcalino.

Por otra parte, también cuidamos particularmente de conseguir un
buen estado de sequedad de la superficie de la placa manteniéndolos en
estufa a 37 °C durante tres horas antes de colocar los pocillos, para evitar
que el liquido de la superficie diluya el antibiético o produzca errores en
la difusién. En este tiempo de secado se logra, ademas, que los gérme-
nes salgan de la nueva fase de latencia al sembrarlos. '

Los gérmenes en estos ensayos, han sido cepas de la colecuon Nacio-
nal de Cultivos tipo, del Consejo de Investigaciones Médicas, de Londres
——Staphilococcus aureus Heatley (Oxford 657) y Escherichia coli Es-
cherich 8—. Ambas, son las mas idéneas por su comportamlento uni-
forme y sensible para este estudio previo de las técnicas.

Utilizamos un indculo relativamente grande los argumentos de Spicer
y Blitz (45) se resumen en favor del inéculo maximo para que las prue-
bas de sensibilidad sean rigurosas en cuanto a la deteccién de los orga-
nismos més resistentes, a la vez que a la mayor proporcién del grupo.
Hemos empleado la concentracién de -10%-10° gérmenes/cm®, esperando
entrar con ella dentro de la “razén de mutacién” e incrementar la proba-
bilidad de que puedan existir formas resistentes. También haremos cons-
tar que los gérmenes ensayados estaban en la- fase logaritmica de su cre-
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cimiento, a fin de obtener poblaciones bacterianas mas resistentes y
homogéneas y tan idénticas como sea posible; con ello se eliminaran
variaciones de difusion en la fase de latencia, ya que si los gérmenes
se encontrasen en estado de reposo, los agentes bacteriostaticos que actilan
sobre la multiplicacién bacteriana perderian su objetivo. El indculo uti-
lizado puede definirse de modo esquematico por:

A las 16-18 h, centrifugacion del
cultivo; se lava con solucién salina
estéril, dos wveces; se centrifuga y
se afiade solucién salina hasta al-
canzar por comparacién opacimétrica
la concentracién de 5 X 109.

Siembra por trazo| A las 18 h, siembra
sobre tubo inclinado de un asa de 5 mm
en 10 cm3’ de caldo

de agar comin. Cul- ) comfn. Cultivo a 37
tivo a 37 °C. °C.

De esta suspension de gérmenes se siembra al 2 por ciento sobre la capa
superior fundida y enfriada a 45 °C. '
Los agentes antibidticos de que dispusimos fueron: peniciling G potd-
sica cristalizada, dihidroestreptomicing (sulfato), tetraciclina (clorhidrato),
cloranfenicol (succinato), clorotetraciclina (clorhidrato), oxitetracicling
(clorhidrato), eritromicina (etilcarbonato), novobiocina sédica, kanamicing
(sulfato) y ristocetina liofilizada. Con ellos, se prepararon diluciones ma-
dres en solucion salina estéril, tamponandolas a los pH recomendados ‘por
Grove y Randall (18) para cada antibiotico, excepto para los mis mo-
dernos, en los que acudiamos a la informacién particular del laboratorio
preparador. Se conservaron en frigorifico a temperaturas de —zo °C.

Los resultados obtenidos —valiéndonos del material y medios citados
precedentemente— al ensayar las caracteristicas de difusién sobre medio
s6lido de los trece antibiGticos que aqui se estudian, frente a cepas de
estafilococos y colibacilos sembrados en sabana y por interposicion en la
capa de siembra, se indican en las graficas correspondientes (*).

‘En ellas, mis que una exactitud o rigor matematico, hay que buscar
un sentido de las respuestas bioldgicas del gérmen frente al antibittico;
asi, variaciones menores de 1 mm no tendrian significado practico, pero
sin embargo, la expresién grifica de los valores —tomando en ordenadas
el diametro en milimetros de los halos de inhibicién y en abcisas los
logaritmos de las concentraciones antibiéticas/pocillo, que han actuado—
son harto elocuentes para darnos idea de sus caracteristicas de difusion:

(*) Los valores utilizados en las gra:ﬁcas son media aritmética de 9 determma-
ciones efectuadas para cada concentraci6n-problema, -
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Asi, en la penicilina (figura 3), frente al estafilococo, puede verse
c6mo se entrecruzan las lineas de inhibicién, segiin el ensayo se haga por
siembra en sabana (Es) o en profundidad (Ep), existiendo poca diferencia
entre sus resultados; asimismo haremos notar que a dosis de 1-4 U. L/
pocillo, las lineas Es y Ep son paralelas, en tanto que de 4-8 U. 1./
pocillo hay escasisimas variaciones, sobre todo para las dosis de 6 y 8 U. I.
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Figura 3

Sin embargo, para la dihidroestreptomicina (figura 4) los valores
que se obtienen por siembra en sibana, para ambos gérmenes (Es v Cs)
son marcadamente superiores a sus equivalentes en profundidad (Ep y Cp ),
debido quizd a que superficialmente no se suman a la interaccion de la
bacteria frente al antibidtico, las interferencias del medio, especialmente
cuando contiene suero; hecho que resulta mis patente para el colibacily
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sembrado en profundidad, cuando las dosis estreptomicinicas son supe-
riores a 40 y. En la figura se ve que, frente a las dos especies bacterianas,
las lineas (ES, Ep v Cs, Cp, respectivamente) obtenidas para ambos ensayos
son sensiblemente paralelas en toda la escala, especialmente entre 2,5-
40 y/pocillo.

También con floranfemcol (1 fzqwa 5), se obtienen valores mas altos
(:uaildo se difunde el in6culo en superficie (Es v Cs). Frente al estafi-
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lococo, se puede observar el comportamiento paralelo para ambos ensa-
vos (B v Ep) a dosis comprendidas entre .10-30 y/pocillo, v lo mismo
puede decirse para el colibacilo, aunque no de modo tan acusado, para
la escala comprendida entre 4-20 y/pocillo.

Cuando se experimenta con tetraciclina (figura 6), se puede ver un
discreto paralelismo en los niveles de 2-40 y/pocillo; este paralelismo
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muestra un punto de inflexidon en las 20 y, para el estafilococo, donde
los valores encontrados en ambos ensayos estin muy préximos,. cosa
Gue no sucede con el colibacilo.

La clorotetraciclina (figura 7) frente al estafilococo, muestra para-
lelismo Es y Ep entre 1-4 y 20-40 y/pocillo, mientras que en la zona
mtermedia hay divergencia de resultados para ambos ensayos. Este pa-
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Figura 7

ralelismo estd mds acusado y para todos los valores de la escala en
ios ensayos con colibacilo. También son mayores los valores en superficie

(Es .

zona

v Cs), aunque en el caso del colibacilo sean casi coincidentes para la
de 1-20 y/pocillo.

Asimismo, en el caso de la oxitetraciclina (figura §), se observan zo-

nas de paralelismo entre los valores de las dos modalidades de ensayo;
frente al estafilococo, se observa discreto paralelismo de 2-40 y/pocillo.
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con valores muy préoximos de Es y Ep: en tanto que en el colibacilo este
paralelismo es muy marcado y alcanza desde 1-20 y/pocillo, donde ya
aparece un punto de inflexién. Los valores obtenidos por siembra en
superficie son siempre mayores que los de siembra en profundidad.

Al Hegar a la eritromicina (figura 9) parecen invertirse los valores;
asi Es es inferior a Ep por debajo de las 10 y, a partir de cuya con-
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centracion hay una zona de inflexion de 10-15 y/pocillo donde se cru-
zan las lineas y se obtienen valores coincidentes para ambos ensayos;
existe paralelismo en la zona 1,5-10 y de 15-30 y/pocillo. No se obser-
varon halos de inhibicién, ni muestras que indicaran difusion frente al
colibacilo.

Cuando se hizo actuar a la polimixina B (figura 10) frente al estafi-
lococo, se obtuvieron valores tan bajos y confusos para concentraciones
inferiores a las 40 y/pocillo, que no lo sefialamos graficamente. En el
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colibacilo, hay paralelismo Cs-C, para toda la escala, con un punto de
inflexién en las 30 y/pocillo.

En el caso de la neomicina (figura 11) para los dos gérmenes y en
ambos ensayos, hubo un paralelismo en toda la escala; también en esta
sustancia los valores Es y Cs son superiores a los Ep y Cp, sobre todo
en el colibacilo, ya que para el estafilococo son muy proximos, especial-
mente en las concentraciones mas bajas.
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La novobiocina (figura 12) es de las que menos se difundieron al
actuar sobre un inocuo sembrado en sdbana, cuando se traté del estafilo-
coco; v pese a que los valores obtenidos frente al colibacilo no eran
utilizables por la escasa dimension de los halos, pudo comprobarse la
existencia entre ellos, lo mismo que en los del estafilococo, de paralelis-
mo entre las lineas de ambos ensayos para la zona de 10-40 vy/pocillo.

También con oleandomicina (figura 13) frente al estafilococo, se ob-
tienen valores de E, mayores que de Es e igualmente no son utilizables
los del colibacilo por su escasa dimensién. Con este antibiético no es
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aconsejable practicar las curvas de titulacion por siembras del indculo
en sdbana, debido a lo desigual de su comportamiento, como se aprecig
marcadamente frente al estafilococo.

Con la kanamicina (figura 14) se caracterizé el ensayo por la poca
inclinacién de las curvas, obteniéndose valores mas altos en superficie
que en profundidad, fendmeno que resulté mas acusado frente al coli-
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Figura 13

bacilo. Por otra parte, fue posible ver que para el estafilococo habia per-
fecto paralelismo desde 2,5-40 y/pocillo, con una ligerisima inflexién por
la concentracién de 20 vy, y este paralelismo alcanzé . desde 5-Go
y/pocillo frente al colibacilo.

Y por dltimo, la 7istocetina (figura 15), no utilizable en experimentos
de difusién frente al colibacilo, presenta valores de E, v Es casi coin-
cidentes y paralelos en la zona de 5-80 y/pocillo.

----Cuando--se trate de asociaciones de .antibidticos, es posible utilizar,
segtn expondremos en otro lugar, esta misma técnica, cargando, por
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capilaridad, los pocillos con combinaciones de drogas previamente esta-
blecidas; ya que nosotros tuvimos ocasién de comprobar que no exis-
tian interacciones de tipo quimico entre los distintos pares de drogas
mantenidas en el frigorifico. Los resultados en este caso vendran tam-
hién dados en funcién del halo de inhibicion.

Si se pretenden conseguir datos mas particulares de la difusion y ac-
tividad de las asociaciones antibibticas, sin dejar de observar al mismo
tiempo las caracteristicas de difusiéon de las sustancias aisladas, se pue-
den emplear tiras de papel impregnado en antibiético, disponiendo las
proximas en forma de cuadrado, segin técnica de Elek y cols. (10-11), va-
iorando en funciéon de las imagenes de inhibicion que se forman en las
hisectrices de los angulos donde légicamente han de coincidir ambas sus-
tancias al difundirse. ’

Nosotros, por otra parte, basandonos en los trabajos de Elek y cols.
(11-12) y Patte y cols. (33), y dado que en la experiencia anterior, si
bien se puede detectar sinergia, antagonismo o indiferencia entre dos
bacteriostiticos, no es posible sin embargo valorar bien la variabilidad
de estos efectos segtin las variaciones entre las concentraciones rela-
tivas de estas sustancias, pretendiendo establecer una técnica para
estudiar los fenomenos de difusion de las asociaciones antibidticas cuan-
do ambas sustancias tienen un origen distinto, aunque vecino, de tal
modo que las iméagenes de inhibicion que se produzcan puedan represen-
tarse seglin el esquema A (figura 16). . '

De este modo, se reducen las interacciones de tipo quimico, si es que
existieran, en el periodo de incubacién entre ambas sustancias y la mutua
influencia en lo que pudiéramos considerar parte fisica del fendmeno,
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ESQUEMA A
Figura 16

evitando que antibidticos polipeptidicos o macromoleculares de lenta di-
fusibilidad retarden la de otros mais rapidos; o que los mas rapidos,
pero menos activos, actiien de vehiculo de otros de caracteristicas opues-
tas, sobre todo cuando hay desproporcion entre las concentraciones re-
lativas de ambos. -

Entonces, la hipStesis de nuestro método se basé en medir el com-
portamiento en funcién del segmento x, que serd, para una distancia AB-
constante, de longitud proporcional a la potencia de la asociacién, segin
puede verse en los esquemas B-C (figura 16). '

Anteriormente, hemos- sentado la premisa de que la distancia AB
iabia de ser constante, pero hemos de advertir, ademas, que fue preciso
determinarla para cada par de antibioticos colocados en pocillos veci-
nos, mediante la férmula " :
‘ d=R+r—ss
en la que R y r son los radios de los halos de inhibicién y ss’ la distan-
cia de superposicién de ambas circunferencias’ tedricas, y que nosotros
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Figura 19 Figura 20
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cstimamos en 4 mm por juzgarla suficiente zona de contacto. Todo
ello para evitar variaciones, de las que hablan elocuentemente las dos
series de fotografias, en las que dentro de dos mismas asociaciones (clo-
ranfenicol - estreptomicina frente a colibacilo (figuras 17-20) y penicili-
na - eritromicina frente a estafilacocos (figuras 21-24), se observan
iméagenes distintas de acuerdo con las distancias entre pocillos y los ha-
los de inhibicion correspondientes a los antibidticos aislados.

Por otra parte, si bien los distintos comportamientos de cada aso-
ciaciéon se pudieron calificar por la imdgen de inhibicién obtenida, tam-
bién se logro6 calcular matematicamente de modo tedrico el valor del seg-
mento x, mediante la formula

= IR+ —r] [P —R— ]
2d
para cada asociacion en el caso de que hubiera indiferencia.

Los resultados permitiran definir, en funcién de z, si en el compor-
tamiento frente a la bacteria hubo antagonismo, sinergismo o indiferen-
cia, segiin que el valor experimental de x» sea menor, mayor o muy
proximo al calculado tedricamente.

Deteccién de la actividad bactericida

Hemos aceptado que los métodos de difusién, por su aplicacién de
rutina, son de una particulai' ayuda para la Clinica, pero sin dar un
valor rigurosamente cuantitativo a los didmetros de inhibicién con vis-
tas a establecer una clasificaciéon adecuada y de correspondencia exacta
entre la Clinica y el Laboratorio, como se logra con las pruebas sobre
medio liquido, porque aqui la observacién de la actividad potencial anti-
bacteriana esta subordinada a la difusibilidad del antibiético; ahora bien,
si esta inhibicién es producida por una accién bactericida mas que bac-
teriostatica, entonces podemos tener la seguridad de la eficacia in vivo
de esta asociacién, sefialada como activa i viiro. )

Los halos o imigenes de inhibicién obtenidos detectan una falta de
desarrollo bacteriano, que puede producirse por un efecto bacteriostatico
o bacetericida y que seria muy util diferenciar; ya que, en el primer
caso, en las zonas de inhibicidn existirin gérmenes supervivientes sus-
ceptibles de crecer, si fuese posible eliminar de su medio de cultivo el
antibiético, o lo que es mas fécil, transportarlos a ellos a un medio exen-
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to de estas sustancias. De este modo, es posible conocer si la asociacién
antibiética mata al germen ‘o solamente detiene su crécimiento por un
periodo mas o menos largo.

"De este problema se han ocupado Elek y cols. (11-12), valiéndose del
artificio de. un tampén de tela especial que imprimian sobre la placa-
ensayo de antibidticos y transportaban los gérmenes adheridos a otra
exenta de antibiéticos, que denominaban “réplica” de la primera; pos-
teriorniente, Chabbert (8-9), critica las técnicas de este tipo y propone
la suya de cultivo de gérmenes sobre una pelicula de celofan adaptada™a
la superficie de un medio de agar con antibiéticos difundidos, y después
trasplanta esta pelicula a otro medio exento de antibidticos, donde des-
pués de un nuevo periodo de incubacion es posible observar si hay nue-
vos crecimientos bacterianos que modifiquen las imagenes de inhibicién
en un principio obtenidas.

Sugestionados por los razonamientos y resultados obtenidos por este
tltimo investigador, hemos aplicado el mismo fundamento a nuestras
técnicas, fabricandonos unos bastidores rectangulares de latén,‘ sobre los
que adaptathos el papel de celofan, pero el desarrollo de la técnica nos
demostré que para placas del tamafio y forma que nosotros utilizamos
no es muy aplicable el método por dificultades de tipo mecanico, para una
buena adaptacion del papel al medio, y por tanto los resultados obtenidos
en esta experiencia son irregulares y no aprovechabks para nuestros pro-
positos.

Postbilidades de acelerar la obtencion de los resultados

Si dentro de las caracteristicas de difusién antes fijadas, logramos au-
mentar la rapidez en la consecucién de resultados, sin disminuir la sen-
sibilidad o exactitud del método, habriamos conseguido un éxito al fa-
cilitar la mds pronta intervencion de la Antibioterapia combinada; por
tanto, siguiendo técnicas similares a las de Pital y cols. (35), Lorian (288),
¥ Bass y cols. (1-3), modificamos de modo parcml las condiciones expe-
rimentales fijadas precedentemente, con el proposito de hacer actuar en
el medio de ensayo, algunas sustancias que sirvieran de * ‘reveladoras”
del crecimiento microbiano.

Antecedentes ‘acerca de las condiciones de cultivo y sus relaciones
con variaciones en el potencial de éxidorreduccién, se encuentran en la
demostracién de Lepper y Martin sobre la influencia de acidos grasos
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no saturados y compuestos hematicos para los efectos reductores de los
cultivos, v en . los trabajos de Hewitt (19-22), para comprobar la pre-
sencia del suero interfiere el descenso del Eh y que concentraciones de
1 por ciento de glucosa en el medio pueden modificar la grafica de los po-
tenciales de electrodo, provocando un descenso, seguido, a las cinco horas
de cultivo, de un rapido incremento, al que sucede una ligera caida
v después un ascenso gradual. Métodos rapidos son citados por Goyan
y cols. (17) y Sippel y Godwin (41) entre otros, pero mientras que al-
gunos no son aconsejables como métodos de rutina, otros son especificos
tan sblo para determinados gérmenes.

Parece ser que las caracteristicas de un indicador ideal de, esta clase,
han de ser: a) llegar a reducirse a una concentracion de Eh apropiada;-
b) poseer un color distinguible que evite confusiones con el color natu-
ral del sistema que se estudia, y lo suficientemente intenso para poder
emplearlo a muy bajas concentraciones; c) no sufrir cambios de color
por modificaciones del pH, y d) carecer de participacion directa en el
sistema empleado, por ausencia de acciones cataliticas de oxidacion bio-
logica, de efectos toxicos sobre las células bacterianas y de combinacio--
nes con otros componentes del medio o antibioticos.

Pese a algunos ensayos de orientacién con algunos indicadores (he-
maties lacados, azul de toluidina y tionina) estas experiencias las hemos
efectuado de un modo definitivo con dlclorofenol indofenol 'y resazunJ
na, incorporados a los medios de cultivo.

La marcha del trabajo se puede resumir diciendo que son pruebas
de 6xidorreduccién microbiana efectuadas sobre medio sélido en placas”
de 7 cm de diametro, en los que se sembraba el germen y colocaban dos-
pocillos con asociaciones antibiGticas eficaces, segin técnica “habitual,
para ver como se formaban y destacaban los ‘halos de-inhibicién. El me-
dio de siembra empleado fue el mismo de siempre, pero con 0,75 por
ciento de glucosa v a pH' 7; y los colorantes se prepararon en diluciones
fosfaticas de Sorensen, al 0,15 por ciento v pH 7,3 para el indofenol, v
con 0,06 mg por ciento de indicador vy pH 7 para la resazurina.

En estas condiciones se hicieron una serie de experimentosprevios:

Sobre capas de . en presencia de so- ), 2,5 % en el medio

iembra de & ¢ con estafilococo { lucién de diclorofe- |- al 5 % : S

slembra de = ! nol-indofenol 3 T .

mm y otras-ve- ) libacil 5 en preséncia. de .so @l 75 % )
+ y con colibacilo R de .so- o ..

ces de £ 2 mm { Tucién de resazurina al 10 %
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d

y cada uno de los 32 tipos de ensayo se incubo a diferentes temperaturas
(32, 37 y 40 °C) con un total de g6 pruebas de orientacion. .

De los resultados obtenidos en este grupo de ensayos, se pudo dedu-
cir: a) que funcioné mejor la resazurina, produciendo halos de color vio-
iaceo, sobre superficie amarilla, que resaltaron mas que los de dicloro-
fenol-indofenol (azul palido sobre superficie amarilla); b) que haciendo
las lecturas cada hora, desde dos-veinte horas, se vio que no eran per-
fectamente homologables los resultados; ¢) que en capa fina se obtuvie-
ron éstos mds lentamente; d) que la temperatura influy6 favorablemente
en el proceso de reduccién del indicador, anotindose mejores lecturas
en los ensayos a 40° C.; e) que la concentracién al 7,5 por ciento de in-
dicador es la que fue mejor para los dos gérmenes, porque con las
de 2,5 y 5 por ciento, buenas para el estafilococo, seguian un proceso
anormal y brusco con el colibacilo, y cuando se usé el indicador al
10 por ciento no se observaron bien los virajes porque —sobre todo el
estafilococo— no redujo totalmente al colorante y por tanto hubo co-
lores no bien definidos. Para concluir, los resultados déptimos se obtu-
vieron en los ensayos a 37 y 40 °C con 7,5 por ciento de la soluc10n
colorante en el medio, especialmente para la resazurina.

- A la vista de estas conclusiones previas se plante6 otro ensayo en
el que se dispusieron, sobre las placas rectangulares montadas con am-
bos medios segiin es habitual, 16 pocillos para cada una de las asocia-
ciones: penicilina + eritromicina, dihidroestreptomicina - cloromicina,
terramicina - polimixina, y tetraciclina -+ kanamicina. Combinaciones an-
tibioticas éstas, que fueron de calificada actividad sinérgica y muy dtiles
para estudios de este tipo.

Los resultados obtenidos se resumen en el cuadro 1, comparandolos
con los obtenidos paralelamente por el método habitual sin colorante.

Estudio de la aporicién de resistencias

Puede realizarse mediante pruebas de dilucién en placa. Estas técnicas
tienen su fundamento en la preparacién de una serie de cultivos en placa
sobre medio sélido con dilucién seriada del agente antibiGtico (14, 22).
La superficie de la placa puede dividirse a veces en sectores, para hacer .
pruebas’ comparativas con distintos indculos, al mismo tiempo que se.
deja una zona sin sembrar como testigo del medio. Segtin nuestra opi-
uién, el punto final de inhibicién completa quedari definido com la mas
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Cuadro 1. Comparacion de las determinaciones de sensibilidad por el método rdpido (resazurima) vy el habitual,
usando cepa de Staphilococcus aureus (Oxford)

Penicilina 4 eritromicina Dihidroes:;z;;teonrin: Sna + oo Tetraciclina + kanamicina Oxitetraciclina -+ polirﬁ.axiua‘
Concentracién| M. rap.(®) :]Q&C) Concentracién i‘rip. hx: Concentracién iﬁfﬁp- hlﬁ)‘. Concentracién | M. rép. hi%.-
U L y/po.@) 6 | 18| 18h |  v/po. 6h | 18h|18h|  v/Po. 6h | 18h|18h |  v/PO. 6h | 18h| 18h

4 +4125 4o 38 35 40 15 32 24 21 15 440 27 20 19 15 +25 27 25 24
4 + 750 35 33 33 40 + 3 30 19 18 15 420 27 21 20 15 +15 28 24 26
4 + 335 35 28 36 40 -+ 2 30 18 17 15 + 3 28 21 20 15 -+ 7,50 20 23 25
4 4+ o075 28 27 35 40 -+ 050 30 20 21 15 -+ I,25 25 20 19 15 4 2,50 26 23 25
2 412,50 41 "38 37 20 15 25 23 17 5 40 25 23 22 5 ++25 26 25 22
2 + 750 37 33 3 20 + 3 25 18 16 5 +20 25 21 20 5 415 26 20 21
2 4+ 250 29 29 35 20 -+ 2 26 17 15 5 4+ 3 =+ 20 18 5 4+ 750 == 23 21
2 + o075 — 25 :‘ 34 20 + o5 — 20 24 5 + 1,25 — 18 17 5 + 2,50 — 22 23
0,50 -+ 12,50 25 21 29 5 4 15 24 17 20 2 440 22 16 19 2 4425 25 18 21
0,50 + 7,50 19 23 30 5. 4+ 5§ 24 15 13 2 420 20 17 18 2 415 25 19 21
0,50 + 2,50 20 18 31 5 4 2 — 13 10 2 4 5 14 12 14 2 4+ 7,50 20 19 . 21
0,50 + 0,75 — 19 30 5 4 0,50 — 19 23 2 4 1,25 18 13 15 2 4 250 25 18 21
0,12 4 12,50 29 25 28 1,25 + 15 28 23 20 0,50 4 40 s 19 20 0,50 425 = 21 18
0,12 + ‘7,56 — 24 26 1,254 5 — 18 13 0,50 -+ 20 — 18 10 0,50 4+ 15 + 16 19
0124 280 * 24 27 125+ 2 — 19 14 05+ 5 — 16 17 030+ 750 — 14 18 °
0,12 4+ 075 — 16 28 1,254+ 0,50 — 13 15 0,50 + 1,25 — Ir 16 0,50 + 2,50 — 12 i7

(2) Pocillo.
() Método rapido.
(¢) Método habitial.
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pequefia concentracion final de antibidtico sobre el que no se aprecié cre-
cimiento después de veinticuatro horas; y el punto final de inhibicién par-.
cial se considerara a la concentracion final de antibidtico para la que
existan finas colonias puntiformes a las cuarenta y ocho horas o sola-
mente escasas colonias aisladas.

Segtin hemos comprobado por pruebas efectuadas en otras ocasiones
vy por los datos de algunos autores, escasas veces existio concordancia’
entre las titulaciones de antibioticos por dilucién en medios sélido y li-
quido; lo mas frecuente es que las concentraciones inhibidoras para las
técnicas en liquido fueran inferiores —incluso llegando a la mitad— que
en la primera de ellas; hecho 16gico si se tiene en cuenta que sobre medio
liquido los gérmenes han de padecer mds intensamente la accién del anti-
bidtico. Asi, de acuerdo con Northrop (32) v Treffers (46), utilizamos.
en ocasiones las pruebas de diluciéon en placa tan sélo para investigar.
“razones de mutacion” en la aparicion de resistencias, ya que en estas
pruebas no se trata de valorar la aparicion de resistencias en un simple'
tubo, sino, estadisticamente, en un gran conjunto de gérmenes en idénticas
condiciones. Por estos datos pudimos calcular la razéon actual de muta-
¢ién para una cepa bacteriana y antibidtico determinados (29). Propésitos.
similares guiaron a Gourevitch y cols. (16) al estudiar en penicilina, es-
treptomicina y kanamicina el fenémeno por ellos definido como de colonias
residuales (tading), utilizdndolo como indicador de capacidad de forma-
€ion de células resistentes: parece ser (ue este fendmeno no se-logra con
antibibticos bacteriostaticos, va que es dificil encontrar una concentracion
a la que desaparezcan los cultivos confluentes para dar lugar a las co--
lonias aisladas.

Nosotros empleamos la técnica del siguiente modo: a) preparacion de
una serie de 8 placas con medio habitual, sin suero, adicionado de concen-.
traciones crecientes de antibiético, de acuerdo con los protocolos de tra-
bajo correspondientes; b) sucesiva resiembra en sibana de 0,1 por ciento
del ‘in6culo coristituido por suspensiones bacterianas con 108 gérmenes/
em®; v <), por otra parte, se realizan siembras, también en sibana y a
igualdad de volumen (0,1 ¢m?®), de diluciones al 1,10 del in6culo en medio
exento de antibidtico, con el fin de disponer de una escala de crecimien-
tos con la que sea posible establecer comparacion. Los resultados obte-
nidos en pruebas de este tipo dieron idea de lo aplicable de nuestro mto-
dus operandi a la investigacion de antibidticorresistencias.
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TECNICAS SOBRE MEDIO LIQUIDO

Determinacion de concentraciones winwmas mhibidoras

Para su realizacion se acude a la técnica de dilucion en -tubo, clasica-
mente descrita por Grove y Randall (18) en su “Manual de Labo-
ratorio”; es la mas utilizada con propositos de investigacion, debido a
que facilita los datos precisos traducibles en C. M. I. (¥), permitiendo
a su vez orientaciones mas exactas en Terapéutica y Estadistica micro-
biologica, aunque el procedimiento sea mis largo y delicado y necesite
mayor volumen de material. Muy importante también es que en una
segunda fase del procedimiento, por resiembras en medio sélido, es po-
sihle establecer diferencias entre las actividades bacteriostitica y bacte-
ricida.

Muchos mvestigadores utilizan técnicas de este tipo para el estudio
(e asociaciones antibidticas (25-26, 44) y aunque el fundamento es siem-
pre el mismo puede haber variaciones en las caracteristicas del inéculo,
naturaleza y cantidad del medio, o lo que es mas importante, en la lectura
de resultados: asi, Nichols (31) lo hace en dosis minimas inhibidoras,
Jawetz y cols. (25-26) lo hacen por recuento de bacterias viables en
placa, pero variando en los periodos de sus cultivos segun los casos; Big-~
ger (5) emite sus juicios por observacion visual de la turbidez o de las
estrias de los subcultivos, dando una notacién por cruces, mientras que
Martin v cols. (30) lo hacen por comparacién de la densidad del cultivo
superviviente con el aspecto de cuatro diluciones distintas del indculo.

Cuando estos métodos se aplican al estudio de las variaciones de la
concentracion antibidtica, segiin que los antibi6ticos estén aislados o aso-
ciados puede seguirse la pauta dada por Welch y cols. (47) de determi-
nar la C. M. 1. frente a las drogas aisladas y después de conocido este
dato preparar soluciones antibi6ticas que contienen esta concentracion
multiplicada por 16, asociarlas a voliimenes iguales v determinar la nueva
concentracién inhibidora de ambas sustancias para seguidamente aplicar
la formula a/4 —-b/B que puede ser igual, mayor o menor que 1, segin
que haya indiferencia, sinergismo o antagonismo. Nosotros, para una

(*) Concentraciéon minima inhibidora.
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exacta titulacion de las variaciones de antibidtico-sensibilidad, en estos
casos, aplicamos un método personal ya utilizado con muy buenos resul-
tados en la determinacion de niveles antibi6ticos en liquidos organicos (38)
v que permite realizar la determinacién en dieciséis-dieciocho horas.

Segtin esta técnica, preparamos tres series de ensayos sobre tubos de
hemolisis estériles, con 0,5 cm?® del medio liquido de Schmidt y Moyer (39)
con 0,85 por ciento de sales; en ellas se establecen, partiendo de vo-
limenes de 0,5 cm®, las tres escalas de dilucién al duplo de dos anti-
bidticos aislados y de su asociacion a partes iguales, a partir de concen-
traciones que se suponen superiores a las de inhibicién que se calculan;
después se afiade a cada tubo 0,5 cm® de medio que contiene el germen
de prueba (procedente de un cultivo de veinte horas en caldo) diluido a 10-°
v 1 por ciento de solucién indicadora de resazurina. Al cabo de veinticua-
tro horas se determina por la variacién de color las C. M. I. de cada
serie, pudiendo fijar matematicamente la actividad de la asociacion.

Titulacion de las concentraciones wmds eficaces de una asociacion
antibidtica

Una de las aplicaciones posibles al método sobre medio liquido, es la
valoracién cuantitativa de la eficacia de una asociacién sinérgica, compa-
rando los resultados obtenidos con cada uno de los componentes del par de
antibibticos a estudiar y los correspondientes a las distintas asociaciones
producidas por combinacién de las escalas de dilucion de los dos anti-
microbianos, de tal suerte que cada concentracién de un componente se
encuentre asociada con cada una de las concentraciones del otro vy vice-
versa, mediante una disposicién en cuadrado (5, 8-9). Asimismo, de modo
anilogo —aunque con las oportunas variaciones de protocolo— nosotros
hemos podido estudiar las variaciones en el modo de accidén segiin el mo-
mento de intervencién de ambas sustancias o condiciones del indculo
(concentracién o fase de desarrollo de los gérmenes). .

En todos estos métodos sobre medio liquido, cuando no se utilizan in-
dicadores coloreados, la apreciacién visual aplicable para uso en Clinica
110 es absolutamente recomendable para propésitos de investigacion, por lo
que en ocasiones son ftiles otros procedimientos de medida: nefelomé-
trico, para diagnostico de la bacteriostasia y bacteridlisis con determina-
ci6n de dosis o combinaciones que inhiben al 50 por ciento el desarrollo
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bacteriano (34); recuento de células viables en placa o determinacion del
borcentaje de supervivencia por apreciacion visual, comparando con dilu-
ciones seriadas del inéculo para determinacion del poder bactericida. Las
medidas electrofotométricas (24) son las de mayor exactitud, permitiendo
estudiar las curvas de crecimiento del germen, en tanto que las de com-
paracién visual del desarrollo, con los obtenidos a partir de las dilu-
ciones del indculo, sdio sirven para dar una idea de la existencia de accién
bactericida, dentro de ciertos limites y con un error del 10 por ciento; ya
que  comprobando en el recuento final de los gérmenes viables que pudie-
ron encontrarse en un mismo experimento, existian diferencias del doble o
triple, por lo que solamente fue fitil considerar diferencias significativas
del orden de logaritmo 1,0 (10 veces mas) o mas grandes.

Determinacién simultinea del comportamiento de los gérmenes frente a
los antibidticos aislados y sus asociaciones bmwrms

Con anélogo fundamento y con el mismo planteamiento de asociacion
que en otro trabajo mediante técnica de difusion (42), aunque ampliado
a las trece sustancias antibidticas de este estudio, establecimos un mé-
todo para determinacién del antibiograma de un germen sobre medio li-
quido frente a dos diluciones distintas de cada asociaciéon binaria y de
cada antibidtico aislado.

Del material para esta prueba podemos decir que hemos encargado es-
pecialmente tubos aforados a 5 cm® con el fin de evitar errores por dife-
rencias de dilucién debidas al medio de cultivo. Los 98 tubos de cada
prueba se dispusieron sobre gradillas de capacidad conveniente.

Las lecturas a las veinticuatro horas se hicieron medianto un nefe-
lometro E. E. L. (Evans Electroselenium Ltd.) de 220 V.

Los medios de cultivo fueron dos: a) el medio liquido de Schmidt y
Moyer (39), anteriormente citado, utilizado para someter los gérmenes
a la accién de los antibidticos, o sea, para el antibiograma propia-
mente dicho; y b) el medio sélido empleado como capa de siembra en
ias experiencias de difusién, al cual se afiadio, en algunas ocasiones, I
por ciento de solucién de resazurina al 0,05 por ciento para mejor detec-
tar el desarrollo de colonias puntiformes y que sirvié para comprobar la
presencia o ausencia de accién bactericida a las veinticuatro y setenta v
dos horas de contacto con el ‘antibidtico. :
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Como inéculos se usaron cantidades de 0,1 cm® de suspensiones coi
+ 6 X 10° gérmenes/cm?® procedentes de un cultivo de dieciocho-
veinte horas en caldo, excepto en casos especiales en que se utilizaron
cultivos de mas o menos tiempo correspondientes a las distintas fases de
los crecimientos microbianos. Hemos de afiadir que empleamos el indculo
“a pequefio volumen™ en relacion con el medio de ensayo, y no a voli-
menes iguales segiin aconsejan algunos autores, con el fin de evitar po-
sibles influencias de sustancias originadas catabdlicamente, o metabolitos
antagénicos existentes en el liquido de cultivo que se habia de inocular.

Los agentes antibidticos fueron los mismos y en idéntica disposicion
combinada que para nuestras pruebas de difusiéon sobre medio sélido,
aunque en este caso fueron distintas las concentraciones que intervinieron
y que segtin algunos autores deben ser aproximadamente 10 veces meno-
res que las utilizadas en medio sélido. Para la seleccion de estas dosis
—de un modo provisional— tuvimos en cuenta varios factores: a) que
habian de actuar sobre estirpes microbianas de elevada resistencia; b) que
no nos interesaba determinar el. grado de sensibilidad, sino la eficacia en
relaciéon con las concentraciones hemdticas posibles al alcanzar por los
distintos agentes terapéuticos, ya que en caso de ser muy marcada o mul-
tiple se acudiria a un criterio de minima toxicidad para la eleccién del
tratamiento; c) las dosis mas frecuentes a las que son sensibles la ma-
yoria de las cepas; d) las concentraciones hematicas que es posible alcan-
zar con los distintos agentes antibi6ticos; e) las clasificaciones que para
las pruebas de inhibicién por el método de diluciones en caldo, dan al-
gunos autores, basandose en datos de concentracion minima inhibidora ;
y ) las dosis seleccionadas para los pocillos, previos ensayos de difusion.
Todo ello queda resumido en el cuadro 2. A

Es obvio advertir que posiblemente los datos anteriormente citados
sean rebasados: los de las concentraciones heméticas, por avances en cl
campo de la Farmacologia, y los de sensibilidad, por variaciones produ-
cidas por la resistencia evolutiva. Variaciones ambas que en el futuro
pueden dar origen a modificaciones del criterio para las escalas de cla-
sificacién de sensibilidad y para el establecimiento de dosis en este anti-
hiograma, aunque sin modificar el modus operandi.

La marcha seguida para determinacién de antibiogramas segtin nuestro
método, consiste en disponer en condiciones estériles, de 3 series de g8
tubos de ensayo aforados con 5 cm?® de medio liquido y exceptuando los
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Cuadro 2

Antibibticos

Penicilina

Dihidroestreptomicina

Cloranfenicol
Tetraciclina
Clorotetraciclina
Oxitetraciclina
Eritromicina
Polimixina B
Neomicina
Novobiocina
Oleandomicina
Kanamicina

Ristocetina

Dosis_eficaces gg:;s'a lilaenr:i: Clasificacién fie las cepas por algunos| Concs. em- D;:li_s q?xeut;li-
mas frecuen- das en trata-| autores, segin su C. M. L@ /cm3 |pleadas en las proponen pa-
tes para cepas | mientos habi- . prl}eba.s de | ra medio li-
susceptibles tuales ] ‘\ I difusién quido
y/cm8 y/cm3 M.s.(b)‘ S. (¢) ! Mo, s. (d) ‘;L.s. (e) | R.(f) »/pocillo /cm8
0,0I- 3 0,12- 4 0,1 0,I- 0,5 0,5- 1 I- 10 10 4 -2 4-2-1
0,25-25 5 -40 1 1 -3 5 -I0 20- 20 20 40 - 4 20-10- 5
I -5 0,50-14 I 5 -15 15 -25  25- 50 50 15 -5 16- 8- 4
0,30- 4 0,25- 5 I I -5 3 -10 10- 20 20 15 - § 12- 6- 3
0,0I- 3 0,25-18 1 I -5 5 -10 10~ 20 20 15 - 5 12- 6- 3
0,08- 3 0,40- 6 1 1 -5 5 -10  10- 20 20 15 - 5 12- 6- 3
0,04~ 2 0,50-50 = I 1 -2 2- 5 5 10 - § 6- 3- 1,5
0,50- 5 2 -3 1 I - 25 2,5- 5 5- 10 10 2 -10 10- 5-25
0,30- 8 I -20 I I -5 5 -10 10- 20 20 13 - § 6- 3- 1,5
0,50-10 2,80-60 5 5 -15 © 15 -25  25- 50 350 15 -5 6- 3- 1,5
0,30- 4,5 0,25- § 0,1  0,I- 0,5 0,5- 1 I- 10 10 7,5~ 2,5 4- 2- 1
0,25- 6 1,30-50 2 2 -10 10 -50 50-100 100 40 -8 24-12- 6
0,40~ 8 3,70-60 2 2 -10 10 -30 50-100 100 30 -6 20-10-

(¢) Concentracién minima - inhibidora.

(b)) Muy sensible,
(¢) Sensible.

(d) Moderadamente sensible
(¢) Ligeramente sensible.
(f) = Reststente.
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44 . -A. Portolés

dos por serie, que se emplearan como testigos, afiadir a cada tubo 1 cm?®
de medio liquido que lleva diluido el antibidtico o combinacién de ellos
en la concentracion que corresponda, y después se siembra en cada uno
de los 98 + 1, por serie, 0,1 cm? del inéculo recientemente preparado.
Luego de veinte-veintidés horas de cultivo a 37 °C se hacen las lectu-
ras nefelométricas del desarrollo existente en cada tubo y de 10 dilucio-
nes seriadas del testigo sin antibidtico, que se preparan en ese momento.

De este modo, tendremos una idea bastante exacta del grado de bac-
teriostasia del agente antibidtico y en una segunda fase, por siembra de
cada uno de los tubos donde el crecimiento sea casi nulo (incluyendo las
diluciones del testigo) un asa de 2 mm. en medio sélido al cabo de vein-
ticuatro, cuarenta y ocho o setenta y dos horas con los antibiticos —o
bien por mas tiempo, si se desea ampliar el periodo de observacién de
pacteriostasia— con lo que tendremos una valoracién activa de la activi-
dad bactericida. '

Ensayado este método personal con gran ntimero de cepas bacterianas
procedentes de productos patolégicos, se obtuvieron resultados que se ex-
pondrin oportunamente de manera grafica para obtener en vision rapida
un concepto claro de su comportamiento frente a los antibidticos y asocia-
ciones que se estudian. Por otra parte, hemos tenido la oportunidad de
comprobar la utilidad y aplicaciéon de la técnica a propdsitos clinicos y
de investigacion, sobre todo para trabajos estadisticos de variaciones de
sensibilidad. '

Titulacion del desarrollo de vesistencias a los antibidticos

Con fundamento andlogo al de las diluciones seriadas en tubo-para
la determinacion de la C. M. I., pero con valoraciones sucesivas a inter-
valos variables y utilizando como indculo suspensiones de los gérmenes
bien desarrollados en la dosis limites del ensayo precedente, segan Gou-
revitch y cols. (16) se puede estudiar el desarrollo de las antibiético-
rresistencias.

Nosotros,  en algunas ocasiones, hemos realizado las resiembras si-
guiendo dos ensayos paralelos a distintos intervalos de contacto (cada
veinticuatro y cada setenta y dos horas) para ver las diferencias en la pro-
gresion de la resistencia; es posible afirmar acerca de la correcta apli-

28



Comportamiento de asoctaciones antibidticas 45

cabilidad de la técnica a estos propdsitos sobre el medio liquido usual y
resembrando cantidades de 0,1 cm® del cultivo precedente con resistencia
va calculada. De este modo nos fue posible conocer el desarrollo de la anti-
bidticorresistencia en algunas ocasiones. A

CONSIDERAICIONES ACERCA DE LOS RESULTADOS

Debido a la indole del trabajo —iniciado con esta publicacién—, en el
que nos propusimos no soélo examinar la accién y posibilidades de las
asociaciones de antibifticos, sino también conocer métodos para su estu-
dio, podemos decir que hemos pasado revista a todas o a la mayoria de
las técnicas aplicables a un laboratorio de investigacién antibioteripica,
aportando incluso modificaciones o métodos personales que permitieran
una obtencion de resultados mas perfecta, sencilla o rapida, segiin los casos.
De sus caracteristicas y examen critico damos a continuacién, mas que
algunas consideraciones particulares de cada método, un cuadro general
comparativo de las distintas técnicas que aqui hemos examinado, resu-
miendo los datos de modo tabulado para mayor facilidad (cuadro 3).

En cuanto a la difusion de los antibi6ticos sobre medio sélido, hemos
tenido ocasion de comprobar que utilizando el procedimiento de dos capas
es posible obtener resultados nids homologables, siempre y cuando no se
irabaje con capas superiores a 2 mm de espesor. ‘

Por otra parte, este método permite mejor el empleo de indicadores
de 6xidorreduccién para la consecucion de mayor rapidez en los resulta-
dos, ya que aunque no deba ser utilizado en el estudio de comportamientos
de las asociaciones antibi6ticas tiene sin embargo —eligiendo convenien-
temente condiciones normalizadas— una buena aplicacion en las determina-
ciones cuantitativas ripidas de antibi6ticos con comparacién con los halos
producidos con concentraciones patrén previamente establecidas.

La investigacion de actividad bactericida sobre medio sélido por
transporte de la superficie de cultivo sobre celofan, pese a ser una inge-
niosa técnica de excelentes resultados, tiene escasa practicabilidad “me-
canica” para nuestras placas de latén, por la dificultad de una correcta
adaptacion de la pelicula de celofan a una superficie tan grande de
medio. Dificultades que, por otra parte, hubiéramos intentado vencer si
no hubiéramos dispuesto de otros métodos, pero después de emplear las
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Cuadro 3. Estudio general comparativo de las técnicas examinadas para conocer el comportamiento bacteriano frente
a combinaciones de antibioticos

Datos caracte-
risticos

Difusién sobre medio sélido

Métodos de trabajo

Dilucién en placas

Dilucién en tubos

Cultivo continuo

Material

Medios de

cultivo

Gérmenes

Indeulo

Placas rectangulares meta-
licas de 10X 30 cm; po-
cillos; dispositivo para au-
mentar la precision de las
medidas.

Medios sélidos: uno muy
transparente para base ¥
otro muy nutritivo y trans-
parente para capa de siem-
bra.

No es indispensable aislar-
los del producto patoldgico.

Al 2z por ciento de sus-
pensién salina con 6 X 109
gérmenes/cm3.

Placas de Petri de 10 cm
de diametro.

El mismo medio sélido que
se utiliza para capa de siem-
bra en el ensayo anterior.

Indispensable el aislamiento
cuando se trata de investi-
gacion; si es con fines cli-
nicos se puede sembrar di-
rectamente el producto pa-
toldgico.

0,1 ¢cm3 de suspensidn, con
108 gérmenes/cm®,

Pipetas, tubos de hemolisis,
tubos (pticamente neutros
aforados para 5 cm3 y ne-
felémetro.

Medio liquido, nutritivo,
limpio y escasamente colo-
reado.

Es 4til hacer aislamiento,
auuque se pueden utilizar
indculos mixtos. Cuando se
estudian curvas de creci-
miento es indispensable ais-
lar el germen.

0,1 cm3 de suspension con
6 X 108 gérmenes/cm3.

Se necesita instalacion ade-
cuada con quimostato, ma-
traz nodriza, recipiente es-
terilizante, etc.

Dos medios liquidos, uno
que sirve de soporte y otro
denominado medio limitante.

Imprescindible el aislamien-
to o conocer las caracte-
risticas del cultivo mixto
que se ensaya.

Estudiarle segun las condi-
ciones de cada experiencia.

oF
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Duracién de la
prueba

Expresion de
resultados

Precisién

Valor practico

Modificaciones
posibles

V entajas

24 h,

.

No da tasa de sensibilidad,
sino ‘solamente calificacion
de sensible, sensibilidad li-
mitada o resistencia.

Es el menos preciso. Es
necesario estudiar las ca-
racteristicas de difusién y
establecer curvas patrén.

Principalmente orientacidn
terapéutica.

Estudio de la actividad bac-
tericida ‘mediante cultivos
sobre celofan y posterior
transporte. También acele-
racién de resultados me-
diante indicadores redox.

Método muy rapido cuan-
do se siembra directamente
el producto patolégico. No
necesita rigurosa asepsia en
la manipulacién. Puede ser
atil para investigar siner-
gismos de accién bacterici-
da v también cuando se
aceleran sus resultados cua-
litativos.

24 a 48 h., segiin el ob-
jetivo que se persiga.

Sensibilidad en v/cm3 o en
porcentaje de crecimiento.

Preciso pero con valores al-
go superiores al método de
dilucién en tubo.

Orientacién terapéutica y
estudios de antibi6ticorre-
sistencia.

Medicién de la densidad del
crecimiento por compara-
cién con diluciones seria-
das del indculo.

Permite apreciar cuantitati-
vamente el valor de un an-
tibidtico como inhibidor del
crecimiento bacteriano.

48 a 72 h o mas, segln el
periodo de observacién de-
seado.

C. M. I. en y/cm3 y po-
sibilidad de precisar las ac-
tividades bacteriostaticas y
bacteriadas en ntmero de
colonias viables.

Método preciso, permitiendo
medidas exactas de C. M. L.
Es muy preciso cuando se
emplea nefeldmetro.

Orientacidn terapéutica y
procedimiento de investiga-
cién.

Lectura nefelométrica de re-
sultados en la primera fase
para valorar bacteriostasias

. del 50 por ciento. Medicién

de la densidad bactericida
en la segunda fase como
anteriormente.

Método sencillo y rapido
(48 h.) que aprecia cuanti-
tativamente el valor de un
antibi6tico como bacterios-
tatico y bactericida.

Variable.

Mediante curvas de creci-
miento o por recuento de
colonias viables.

Método preciso para estu-
diar las condiciones de de-
sarrollo de un germen en
circunstancias determinadas.

Estudio dindmico de sensi-
bilidad o resistencia a los
antibi6ticos.

Todas las encaminadas ase-
gurarnos la ausencia de con-
taminaciones accidentales.

Método de preferencia, que
permite estudiar la dinimica
de las interacciones germen-
antibiético y aportar datos
al mecanismo de accién.
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Cuadro 3

|

Datos caracte- : Métodos de trabajo

risticos

Dilucién en placas Dilucién en tubos

iDifusién sobre medio sélido Cultivo continuo

Inconvenientes

gb

Cometidos que
se asignaron
a las dife-
rentes técni-
cas

Necesidad de “fondo plano.
Dificultad de fijar el gra-
do de desecacién. Poca pre-
cision cuantitativa. No re-
comendable para asociacio-
nes antibiéticas. Segin las
modificaciones es procedi-
miento que requiere precau-
ciones en la difusion previa
de antibi6ticos y en el re-
parto del inéculo, asi como
también errores por inte-
raccién con indicadores co-
loreados.

Determinacién rapida de an-
tibiogramas como prueba
previa para detectar siner-
gismos, actividades bacteri-
cidas y aparicidn de mu-
tantes resistentes, al mismo
tiempo que se comparan sus
resultados con los obtenidos
sobre medio liquido para el
mismo fin,

Necesidadde manipular

asépticamente y de asegu-
rarse que el indculo se ha
repartido uniformemente
por toda la superficie.

Determinacion de la razén
de mutacién en resistencias
y estudio del efecto de co-
lonias residuales.

Necesidad de preparacion
cuidadosa del inoculo y de
manipulacién rigurosamente
estéril. Repetir lecturas a
intervalos regulares durante
todo el experimento cuando
se estudian curvas de cre-
cimiento.

Valoracién exacta del anti-
biograma y comparacion con
los resultados para medio
sélido. Estudio simultineo
de todas las asociaciones va-
lorando sus actividades bac-
teriostatica y bactericida.

Método muy complicado y
con gran lujo de instalacién.
Dificultades- para lograr su
funcionamiento en completa
esterilidad, sin contamina-
ciones accidentales.

Intento de establecer una
técnica para regular, de mo-
do dindmico, la accién de
las combinaciones de anti-
bibticos.
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técnicas. sobre medio liquido preferimos emplear estas dltimas por sus
excélente_s resultados facilmente reproducibles.

Al comparar con este estudio de asociaciones binarias de antibidticos
los resultados obtenidos sobre medios sélido y liquido, pensamos en la
ventaja de los segundos, como se patentizd sobre todo para la deter-
minacién de antibiogramas, seglin puede verse en las figuras 25-26.

~ Si la comparacién se establece entre grado de opacidad y halo de
inhibicidn, las representaciones serdn encontradas, mientras que si se
comparan porcentajes de bacteriostasia y didmetros de inhibicién las
curvas seran paralelas para efectos semejantes.

Al examinar ambas figuras, es posible encontrar algunas irregula-
ridades de comportamiento —segtin el medio de cultivo— para determi-
nadas asociaciones antibidticas, que aunque distintas para cada especie
o cepa, son capaces de repetirse en su. irregularidad, como sucede en
muchas de las que intervienen: polimixina B, oleandomicina o eritromi-
cina. Estas irregularidades transmisibles al diagndstico interpretativo,
aparecen aproximadamente en un 15 por ciento de las asociaciones, segin
era previsible por los resultados encontrados en el estudio previo de
las caracteristicas de difusién-de las asociaciones de antibidticos sobre
medio sélido.

Por estas irregularidades detectadas y ponque estaba en nuestro
proposito hacer una investigaciéon mds completa de las actividades an-
tibidticas, precisando la existencia de acciones bactericidas, bacterios-
taticas o bacterioliticas, empleamos la técnica sobre medio liquido, com-
pletandola con resiembras a medio sélido exento de antibidtico después
de diferentes periodos de tiempo. Por otra parte, en aplicaciones clinicas
del método hemos tenido ocasién de ver cémo indicaciones que parecian
clarisimas sobre medio sélido carecian de efecto in vivo, en contraposi-
cién con los teatrales resultados otras veces obtenidos; ello dependia de
la concordancia o no entre la difusién fisica en el medio y actividad
biolégica frente al microorganismo, de la droga, inconvenientes que son
observados en las técnicas sobre medio liquido.

Esto no obstante, las técnicas sobre medio soélido eran muy utiles,
sobre todo para la deteccién y aislamiento de mutantes antibiGticorre-
sistentes y para investigar la razén de mutacién y el fenémeno de
colonias residuales, ya que en los estudios del desarrollo de la antibio-
ticorresistencia se obtienen valores bastante mas altos que los determi-

33



50 A. Portolés

nados sobre medio liquido, lo cual se logra si se tiene en cuenta gue
sobre las bacterias actiian de modo efectivo concentraciones mas bajas
que las correspondientes al titulo efectivo del medio.

RESUMEN

*Se hizo un estudio de las distintas técnicas aplicables a la investi-
gacién de terapias antibidticas combinadas, incluyendo alguna técnica
de uso personal.

Fue posible comprobar las ventajas de los resultados obtenidos sobre
medio liquido para el estudio del comportamiento de los gérmenes frente
a las asociaciones antibidticas.

La pauta a seguir, recomendada en cepas aisladas de productos pa-
tolégicos en casos de manifiesta antibidticorresistencia, es antibiograma
simultaneo sobre medio liguido frente a las drogas aisladas y combina-
das;y una vez conocida la o las asociaciones mas eficaces por su accion
bactericida, averiguar qué combinacién de concentraciones es la mas efi-
caz o valorar cuantitativamente la 'accion sinérgica v el desarrollo de
una posible antibidticorresistencia; y sobre medio sélido, estudiar la ra-
z6n de mutacién o investigar si existe un manifiesto efecto de colonias
residuales.

'SUMMARY

A study of the different technics used on the combined antibiotic
therapy is made. There are included some of the author’s technics.

The author once more was able to prove the advantages to work
with liquid media for the study of the behaviour of the germs against
antibiotic associatiens. - ’

“When intensive antibiotic-resistance is present in strains isolated
irom pathological - samples, the following procedure is recommended:

a) - Simultaneous antibiogramme over liquid medium against isola-
ted and combined drugs. ' '

) After knowing what associatiens are more efficient in each case
it is convenient teo-find: out what pair of concentrations are better, or
estimate quantitativelly the synergical actions and the possible deve-
lopment of antibiotic-resistance and, in the end, to study the ‘mutation
rate or if a “tailing” phenomenen is present. '

34



Comportantiento de asociaciones antibiéticas 51

N oo

o]

10.

Il
2.
13.

14.
I5.

16.

17.

18.

BIBLIOGRAFIA

. Bass, Encrey (Jr.), MircmeLL y Brocker (Jr.). 1957. Antibiotics & Che--

motherapy, 7, 14.

. Bass, Encrey (Jr.), MrrcuelL y Brocker (Jr.). 1957. Antibiotics & Che-

motherapy, 7, 160.

. Bass, EncLey (Jr.), MrircmELL y Brocker (Jr.). 19s57. Antibiotics & Che-

motherapy, 7, 160.

. BELcovE y SaNnTOW. 1956. Antibiotics & Chemotherapy, 6, 585.

Brecer, J. W. 1050. Lancet, .259, 46.

. Conex, J. O., y Prart, J. 1050. Antibiotics & Chemotherapy, 6, 475.
. Coorer, K. E.; LixtoN, A. H., y Semcar, S. N. 1938. J. Gen. Microbiol,

18, 670. :

. CHasBerT, Y. 1053. Ann. Inst.  Pasteur, 84, 545.
. CuaiRrT, Y. 1953. Ann. Inst. Pasteur, 93, 289.

ErLek, S. D. 1953 Brit. Med. J, 2, 1928. : ;

Buek, S. D, y Hmwson, G. R. F. 1954. J. Clin. Pathol., 7, 37

Eiex, S. D.; Hison, G. R. F., y Jewer, P. 1053. Brit. Med. J., 11, 1028,

FaBre, A. 1958. Ann. Pharm. Frang, 16, 537.

Fravk, P. F.; WiLcox, C, y Fincano, M. 1050. J. Lab. Clin. Med, 35, 188.

Gagrop, 1. P, y WaterworTH, P. M. 1956. Brit. Med. J., 2, 61.

GourevIrcH, A.; Rossomano, V. Z.; Pucrist, T. A.; Tynpa, J. M, v LN, J.
1058. Ann. N. Y. Acad. Sci., 76, 31.

Govan, DuUrrenOY, STrRAIT y PrRATT. 1957. J. Am. Pharm. Assoc., Sci Ed,
36, 65.

Grove, D. C.,, y RanpaLL, W. A. 1955. Assay methods of Antibiotics. Medical
Encyclopedia, Inc. N. Y.

. Hewrrr. 1930. Biochem, J., 24, 512

20. HEwrrT. 1930. Biochem. J., 24, 155I.

8 &%

. Hewrrr. 1930. Biochem. J., 24, 66o.
22. HEwITT. 1930. Oxidation-reduction potentials in Bacteriology and Biochemistry.

6.2 ed. Edinburgh.

23. Jackson, G. G., y FinLanp, M. 1951, Arch. Inteérnal. Med., 88, 446.

. Jackson, G. G., y FixLanp, M. 1951. J. Lab. Clin. Med., 38, 280.

. Jawerz, E.; Gunnison, J. B, v CoLeMaN, V. R. 1950. Science, 111, 254.

. Jawerz, E.; Guxnnison, J. B.;Brurr, J. B, y CoLEman, V. R. 1952. J. Bac-

teriol,, 64, 29. :

. Linton, A. H. 1958. J. Bacteriol,, 76, 94.

. LoriaxN, V. 1957. Presse Med., 65, 1251.

. Luria, S. E, vy Deusruck, M. 1043. Genetics, 28, 491.
30.
31

Martin, R.; Cmassert, Y., y Surrau, B. 1953. Presse Med, 61, 168.
Nicrors, A. C. 1048. Proc. Soc. Exp. Biol. Med,, 69, 477.

35



A. Portolés

32.
33.
34.
35.
36.
37.

39.
40.
41
42
44.
45.
46.

48.

NortaRropr, J. H. 1957. ]J. Gen. Physiol, 41, 131

Parre, J. C.; HirscH, H., v CuaBBerT, Y. 1058. Ann. Inst. Pasteur, 94, 621.

Perer, R. 1955. Presse Med., 63, 1081.

Prrar, Disgue y LEISE 1956. Antibiotics & Chemotherapy, 6, 35I.
PortoLEs, A. 1058. Microbiol. Espafi, 11, 4I1.

PortoLEs, A. 1058. Microbiol. Espaii., 11, 9o,

38. PortoLEs, A. 1960. Laboratorio, 29, 2I.

29, 2

Scamipt, W. H, v MoveEr, A. J. 1044. J. Bacteriol, 47, 199.
SEIGNEURIN, R., v AcHARD, M-L. 1955 Ann. Inst. Pasteur, 88, 06o.
SippEL v GODWIN. 1956. J. Am. Vet. Med. Assoc., 128, 341.

Socias, A., y PorrtoLESs, A. 1956. Microbiol. Espail., ¢, 3353.

Socias. A., y PortoLEs, A. 1957. Microbiol. Espafi., 10, 3.
Spicer. S. 1950. J. Lab. Clin. Med., 36, 183.

SpicER, S., y Britz, D. 1948. J. Lab. Clin. Med.,, 33, 417.
Trerrers, H. F. 1956. Antibiotics & Chemotherapy, 6, 692.

. WeLcH, H. 1056. Antibiotics & Chemotherapy, 6, 32I.
WeLcH, H.; WricH], W. W.; REDDY, R. J., vy WINTERMERE, D. 1958.

tibiotics Ann., 1957/58, 738. :

A~



oGS LG
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ESTUDIO DE LOS EFECTOS QUE PRODUCE LA LUZ
ULTRAVIOLETA SOBRE LAS BACTERIAS -

II. Alteraciones del comportamiento fisioldgico del :

Bacillus cereus

POR

Evtauia CABEZAS DE HERRERA (*)

INTRODUCCION

Aunque son muy numerosos los estudios que se han hecho sobre
el efecto que la luz ultravioleta produce sobre los microorganismos, son
pocos los que se refieren a la fisiologia de las estirpes irradiadas.

El efecto bactericida de la radiacién ha sido reconocido mas como
una inhibicién especifica de la divisién celular que como una inhibicion
del metabolismo y, sin embargo, se producen trastornos en él. '

En el presente trabajo estudiamos las alteraciones que se producen en €l
comportamiento fisiolégico del Bacillus cereus después de irradiado.

MATERIAL Y METODOS

Como. en el trabajo anterior, operamos siempre con cultivos sincro-
nicos obtenidos segin el método de Scott y Chu (3).

" (*) Agradecemos ala Fundacién “Juan March”, la beca concedida para la reali-
zacion de este trabajo. ey

Microbiol. Espafi., 14 (1961), 53.
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Estirpe

La estirpe con que trabajamos es la NRS de la coleccién Ruth E.,
Gordon corservada en agar-caldo a 4 °C.

Sus caracteristicas fisiologicas estin expresadas en el cuadro 1, en
el que se refleja su comportamiento frente a 37 medios de cultivo. El
indicador de los azficares es el ptarpura de bromocresol.

La figura 1 nos muestra las curvas de crecimiento de la estirpe cul-
tivada en caldo comfin a 37 °C en reposo v con agitacién.

Las curvas las obtenemos con el fotocolorimetro de Klett-Summer-
son, modelo 800-3 y con los matraces disefiados para este fin (1).

Unidades Kiett
g

e e el e e o et e e, . oy s St i S S e . e =

—

bbbl

. . o ——--o(ultivoa 37 °C

kK

g8
Lt

oo Cuttiva a 37 °C con agitatidn

<=

LANLEN B B B e Do oy A et e T T T T

S0 %0 30

Figura 1



Efectos de la luz ultravioleta sobre las bacterias. I

55

Medios de cultivo

Estirpe

Irradiada, min

-
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Preparacion de las muestras

De un cultivo en plena fase logaritmica de crecimiento (diecisiete
horas) tomamos una determinada cantidad y diluimos con caldo comtn
fresco hasta una concentracién de 108 células/cm?®.

La concentracién celular la determinamos por el método de recuento
en placa.

Irradiacion

De la suspension bacteriana de 10° células/cm?®, ponemos 2 cm?® en
cada placa de Petri de 4,5 cm. de didmetro. Estas placas las colocamos en
una bandeja a 14,5 cm del foco de emision.

Irradiamos durante diferentes periodos de tiempo que oscilan desde
cinco a noventa minutos con 4 lamparas de mercurio Sylvania de 15 W
cada una, que emiten una longitud de onda de 2. 357 A .

Durante la irradiacién la§ muestras son constantemente agitadas por
medio de un agitador de vaivén de 113 r/m, sobre el que esti instalada
la cAmara de luz ultravioleta. Las paredes de la camara estan recubiertas
con planchas de aluminio. B

La intensidad efectiva de la luz ultravioleta a través de la muestra la
calculamos por el. método de Morowitz (2).

Una vez irradiada la bacteria, la sembramos sobre caldo comtin fresto
para obtener las curvas de crecimiento y en diferentes medios de cultlvo
para’conocer sus modificaciones fisiologicas. Cultivamos a 37 "C Hs

Todas las operaciones las realizamos en camara oscura.

RESULTADOS

La figura 2 nos muestra las diferencias obtenidas en las curvas de cre-
cimiento de la estirpe irradiada en relacién con la testigo.

El cuadro 1 refleja las diferencias en el comportamiento entre la es— ,
tirpe testigo y la irradiada frente a los distintos medios de cultivo ensa-
yados, y atin las diferencias de comportamiento segiin el tiempo que ha
sido irradiada Ja bacteria.
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DISCUSION

Toda célula bacteriana al resembrarse en un medio fresco, antes de
emprender su desarrollo normal, modifica las alteradas funciones enzima-
ticas y la actividad de sintesis, esto es, pasa a través de una fase de adap-
tacién. Esta fase se interpreta como el periodo de tiempo preciso para que
ia célula reorganice o restablezca las reacciones metabolicas que han sido
modificadas o alteradas. No es extrafio que las células irradiadas tengan
una fase de adaptacion mayor que la de la estirpe testigo, ya que ademads,
las reacciones metabdlicas normales tienen que reparar las alteraciones
producidas por la luz ultravioleta.

Comparando el comportamiento fisiolégico de la estirpe testigo e irra-.
diada, podemos observar que el B. cereus, igual que la Escherichia coli (1),
cuando es irradiado cambia su comportamiento fisiolégico frente a los dis-
tintos medios de cultivo ensayados, y este comportamiento varia segiin el
tiempo que la bacteria haya estado expuesta a la radiacién.

Esto hace que nos afiancemos en la idea de que la luz ultravioleta pro-
duce un “dafio biologico” que trastorna el funcionamiento normal de la
célula, sin 1legar a matarla. :

RESUMEN

En el presente trabajo hacemos un estudio de las alteraciones que por
la accién de la luz ultravioleta sufre el Bacilfus cerens, en su comporta-
miento fisioldgico frente a distintos medios ‘de cultwo y en su curva de
crecimiento.

SUMMARY

The influence of U. V. irradiation on the physiological activities of
Bacillus cereus in different culture media and on growth curve is studied.
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INVESTiGACION DEL MODO DE ACCION DE LAS
SUBSTANCIAS ANTIMICROBIANAS

POR
J. RODRIGUEZ-VILLANUEVA e IsaseL GARCIA-ACHA‘

Los microorganismos han atraido la atencién de los bioquimicos,
debido a su elevada actividad metabélica, asi como por mestrar un
eampo extraordinariamente amplio de actividades quimicas. Numerosos
estudios de bioquimica comparada indican que muchos sistemas metabo-
licos fundamentales son esencialmente idénticos en las bacterigs y en
los seres de organizacién mas elevada, si bien en las bacterjas estos
sistemas estan acoplados en una célula mas pequefia que la que formm
los organismos superiores. Debido a la aparente simplicidad de estruc-
tura y organizacion, los microorganisinos y en especial, las bacterias
parecen ser un material ideal para la investigacién de la integracién
y organizacion de los fendmenos bioquimicos que dan lugar a la vida.
Se deduce que existen diferencias entre las células animales y las bac-
terias por el mero hecho de existir antibiticos que son tbxicos para
estas tltimas, pero no para las anteriores. Se puede preguntar: ;reside
la accién selectiva de estas drogas en su facultad de combinarse con
estructuras especificas de los microorganismos, o en su capacidad para
inhibir determinados procesos metabdlicos? Istas son cuestiones que
como consecuencia de numerosos trabajos de investigacion de los" al-
timos afios han comenzado va a obtener su apropiada respuesta,

En la practica, se pueden utilizar diversos métodos para tratar de
descubrir la naturaleza de la lg_siéh estructural o bioguimica producida
por un agente antimicrobiano. En la,,'mayoria de:los casos se estudia el
material y la técnica séguida en'la’-investigacién junto con el tipo de
resultado obtenido en determinaé@ experimento. En todos los estydios
de este tipo debe recordarse que un agente antimicrobiano puede ma-

1
Microbiol. Espafi., 14 (1961), 5%,



60 J. Rodriguez-Villanuevi ¢ Isabel Garcia-Acha

nifestar diferentes efectos a diferentes concentraciones, y el fin de la
investigacion es descubrir un efecto producido por el agente a una con-
centracion del mismo orden que aquella que inhibe el crecimiento del
organismo usado. Efectos producidos a concentraciones mucho més ele-
vadas pueden ser” de interés metabdlico, pero probablemente no estin
relacionadas con la causa primaria de inhibicién del crecimiento.

A continuacién se indica la serie de ensayos que se pueden seguir a
lo largo de una investigacién sistematica del modo de acci6n de una
nueva droga.

1. Ensayos de_crecimiento y valoracién
El primer ensayo debe de comprender una determinacién de la con-

centracién menor de la droga que bajo las condiciones del ensayo, es
capaz de inhibir por completo el crecimiento; es decir, se determina

el coef1c1ente de 1nh1b1c1on de la droga en cuestlon Conviene también

4 saber algo del espectro de _inhibicién del compuesto, si la concentracmn

Chet o e o 2. Metabolismo v energia .,

) ,1m1tante varia con la. cantldad de xnoculo y sila droga es absorblda _por

las celulas sensmvas Esto ultlmo sugiere un metodo de valorac10n de
la droga

el

“tn agente anfumcroblano puede inhibir alguno de los pasos de la

"mov1hzac1on de la ‘energia o ‘del acoplamlento” de tal produccmn de
'energla con Ia ut1112ac1on de'la mlsma, mediante procesos metabohco:
“Esta posibilidad ‘debe ser ensayada al principio de la mvestlgacmn ya que

si'se inhibe el metabolismo productor de energia por la concentracmn li-

'mltante "del” crec1m1ento todos los’ mecamsmos smtetlcos seran tamblen '
' mterferldos y no hav neceSJdad de buscar ya mngun 'otro modo de acc1on

de Ta’ droga No es probable que un agénte de esta clase pueda ser de

uso selectivo o qulmloteraplco ubstanc1as de este tlpo son la antimi-
cma, patuhna y gra1n1c1d1na

3..' Altemcwn de las pro/nedades de la .mperfzme de Ia célula™"

Cuaiqu;er alteracxon de la naturaleza - flslcoqulmlca de la. superﬁcxe

_:_,r_d,e la gelularrepercutlra, en. un. cambio de la carga de.esta superficie. El
estudio de la carga de la superficie de la célula bacteriana -se demuestra

por electroforesis (13) junto con los efectos de las substancias, tales
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como la tirocidina y bromuro de cetiltrimetilamonio. Si la accion de la
droga conduce a una alteracion de la permeabilidad de las membranas
de la célula, se puede producir una pérdida de ciertos constituyentes so-
lubles de la célula, tales como aminoicidos, fosfatos, nucledtidos (16,
19, 22).

4. Sintesis de la pared celular

La-célula bacteriana estd protegida del choque osmoético por la pre-
sencia de la pared celular. La inhibicién de la sintesis de esta pared ce-
lular puede llevar al desarrollo de ‘“protoplastos” sensitivos osmoética-:
mente. Un ejemplo es el del Bacillus megaterium cuando se expone a
la accién de la penicilina durante el crecimiento del cultivo. La substamn-
cia que forma la pared celular es un polimero complejo y la inhibicidmr
de la polimerizacién puede conducir a la formaciéon de precursores de
tal material, ficiles de identificar. Son los llamados ‘“‘compuestos de
Park” (17-18). o

5. Sintesis de proteina

Alrededor de la mitad del peso seco de la célula bacteriana esta for-
mado por proteinas que incluyen muchas enzimas esenciales para el
metabolismo. Se puede estudiar la sintesis de proteinia incubando Tas
células en un medio que contenga aminoécidos y una fuente de energia,
y luego determinando el aumento de nitrégeno proteico o bien siguiendo’
la sintesis de enzimas especificas. El cloranfenicol se ha usado mucho
en experiencias de inhibicion de sintesis de enzimas; el finico proceso
inhibido a concentraciones que limitan el crecimiento, es el de sintesis
de proteina (3). La penicilina no tiene acciéon inhibidera sobre-la sinte-
sis de proteina a menos que esté presente en una concentracion del -orden

de varias. veces superior al requerido para inhibir el crecimiento o la

sintesis de la pared celular (4). Sin embargo, la formacion -de enzimas
inducidas, tal como la 8 -galactosidasa, se inhibe por bajas concentra-
ciones de penicilina o bacitracina (2).

6. Incorporacién de aminodcidos

Al incubar las bacterias con un aminoacido radiactivo y una-fuente
de energia, el aminodcido se incorpora a las proteinas de la célila (6) -0
a la pared celular (10, 12). El primer proceso comprende el -mecanismo-

3
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que sintetiza las proteinas y por tanto ofrece una técnica extremada-
mente sensible para ensayar los agentes que afectan a tal mecanis-
mo (5-6).

7. Sintesis de dcidos nucleicos

En los tltimos afios se han realizado extraordinarios avances en el
conocimiento del mecanismo de sintesis de los 4cidos nucleicos,- como
consecuencia de la parcial purificacién de algunos sistemas enzimaticos
que catalizan la sintesis de los acidos ribonucleico y desoxirribonucleio
n vitro (8-9, 1I).

- Hasta hace poco, numerosas investigaciones trataban de demostrar
que los 4cidos nucleicos estaban ligados a la sintesis de proteina. Hoy
se sabe que la sintesis de este material y la regulaciéon de la formacién
de enzimas dependen del metabolismo de los 4cidos nucleicos. El clo-
ranfenicol y otros antibidticos pueden afectar a estos procesos sinté-
ticos (7).

§. Agentes mutagénicos

Un agente antimicrobiano puede originar la produccion de mutantes.
De hecho se sabe que una gran variedad de drogas pueden dar lugar
a mutaciones en microorganismos (15, 20-21). La obtencién de mutantes
bioquimicos es uno de los métodos hoy mas utilizados para estudiar de-
terminados- procesos metabdlicos. ’

9. Division celular sincronizada

Un agente antimicrobiano puede ser en ciertos momentos de la vida
de un microorganismo mas efectivo que en otros, y tales cambios de
sensibilidad pueden ser estudiados en cultivos de bacterias si se logra
someter los organismos a una divisién celular sincronizada. La tempe-
ratura permite lograr esto (1).

10. Fraccionamiento y localizacion

Una droga puede ser fijada especificamente por un componente
estructural de la célula y el esclarecimiento de tal fijacion puede servir
de gran ayuda para poner en claro su modo de accién. Procedimientos
de fraccionamiento de la célula bacteriana han sido detallados por algu-
nos autores (14).
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RESUMEN

Se describen una serie de ensayos que se pueden seguir a lo largo
de la investigacion del modo de accién de una nueva substancia antimi-
crobiana. Estos métodos se pueden usar cuando se trata de descubrir
la naturaleza de la lesién estructural o bioquimica, producida por un
agente antimicrobiano. Se debe recordar que estos agentes pueden ma-
nifestar diferentes efectos a diferentes concentraciones y el fin que
persigue la investigacion es encontrar un efecto ocasionado por el agente
a una concentracion equivalente a la que inliibe el desarrollo del orga-
nismo que se estudia.

SUMMARY

A serie of assays that can he followed during an investigation of
the modes of action of a new drug are described. These'methods can
be used in an attempt to discover the nature of the structural or bioche-
mical lesion produced by an antimicrobial agent. In all investigations of
this nature it must be remembered that an antimicrobial agent may
display different effects at different concentrations and the aim of the
research is to discover an effect produced by the agent at an concen-
tration of the same order as that which inhibits the growth of the
organism used.
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