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ESTE TRABAJO SE EFECTUO
EN EL LABORATCRIO DE MICROBIOLOGIA
DE LA ESCUELA NACIONAL DE
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INTRODUCCION.

En el campo de la micologia médica,
se ha reconocido un considerable numero de -
r»acientes con infecciones fungicas progresi--
vas y pura las cuales no existe todavia un -
efectivo ngente terapdutico.

En este grupo de infecciones se en-
cuentran las micosis producidas por Actynony-
cetes de los géneros Nocardia y Actinomyces -
que ge distinguen entre si fundamentalmente -
por ser el segundo anaerobio y el primero se-
robio (10).

El presente trzbajo estudia el com-
portamiento de las diversas cepas de Nocardia
frente a los siguientes egentes antifiungicos:
ésteres hex{lico y heptilico del édcido para—-
hidroxi-benzoico, Candieidina y Nistatina,

Brevemente describiremos las cepas-
:gtudiadas y los compuestos probvados.

Género Nocurdia (12): estd consti--
tuido por Actinomycetes que fragmentan en eleg
mentos bucilarcs o cocoldes de dimensiones va
riables pero generulmente inferiores a una mi
era; Groem positives, aerobios, prrcialmente --
dcido~resistenie o no dcidos-resistentes, cre
cen en medios ordinarios a la temperatura de




lavoratorio pero hay especies que sélo desarro
llan a 37°C.

En ambos casos el crecimiento es len
to, existiendo especies de mycobacterium es de
cir granuloso, glabro o pulverulento, sin for—
macidon Ge micelio céreo o desarrollo ligero en
ciertos medics especiales. Generalmente produ-~
cen nignentos de diverso color: crema, naranja
rosaco, rejo, emarillo, coral, etc., producien
do lesiores ngue forman granos de color blanco-
amerillento o rojizo como consecuencia del de-
sarrollo micelial, rodeéndose de prolongacio--
negs cleviformes ti{rices llamadas "masa".

Nocurdia bresiliensis.- Es el agente
etioldpico del 96 % de los casos de micetoma -
actinomicésico en éxico padecimiento apiréti-
co que se inicia con la apericibén de nédulos -
pequelios gue se reblandecen a los dos meses, -
ulcerendosc y secretando un liquido amarillen-
to de ajariencia granulosa. En la periferia de
estos nédulos se forme posteriormente una zona
de esclerosis limitando unea depresién cupuli--
forme y se notzn claramente las regiones endu-
recidas y las de consistencia normel. Esta es-
pecie crece bién en Sabouraud glucosado, for--
mondo colonizs discoides, y regulares de color
amarillento naranja o ladrillo, que al cabo dg
algin tiempo desarrollan un micelio aéreo rudi
mentario de uspecto blanquesino polvoso de con
sistencia se.ejante a gis o yeso. Microscépica
mente jpucde verse el micelio. fragmentante en -
elementos cocoides de 0.4 & 0.6 micras de dié-
metro por 4 & 10 micrus de largo, parcialmente
deido-resistentes.

NMocardie usteroides.- Esta especle -
fué descrita como el primer actinomiceto aero-
bie patbdpeno para el hombre en el que causa ab
cesos cerebrales y lesiones meningeas semgjan—
tes a li tuberculosis, maduro micosis o micetg




mas semejantes a los producidos por la especile
anteriormente descrita y otras diversas infec-
ciones de le piel, tejido celular subcuténeo y
huesos, especiualmente de las extremidades.

Cuando vive peresiticamente toma dos
aspectos: el de granulos semejantes a los de -
otras Nocardics y Actinomyces y el de filamen-
tos cortos dcido-resistentes, poco ramificados
y & veces cusi baciliformes semejando tubercu-
logis. lLu&s colonias en Sabouraud glucosado son
tombidn senejantes & este especie bacteriana -
¢e color wmurillo pdlido crema o aun café oscu
ro.

Nocurdie rnodurae.~ No se distingue -
morfolégicanente de las otras Nocardias, pero-
existen wlgunes diferenciaes respecto a sus ca-
racteres bidSquimicos: licuacién de gelatina, -
conpulacidn de le leche, etc. En Sabouraud glu
cosuéo dusarrolle colenias sérees, rugosas, de
color crema, volviéndose luego rosades y aidn -
rojas.

Tuede producir enfermedades serejan-
tes w luzs yu descritas: micetomas, lesiones —-
pulmonares, etc.

. El répido desarrollo gque ha sufrido-
nuestro conocimiento de los agentes quimico tg
rapedticos de origen microbiano, conocidos cCoO-
mo entivibdticos (2) ha dado lugar en estos Ul-
timos ailos & varias sustencias que han hecho -
‘posible ¢l control de muchas enfermedades. Sin
embargso ¢l control de los virus y enfernedades
fin-ices permunece casi inveriable para los in
vesti;udores en el campo de los antibidticos.

lloy pocos padecimientos clinicamente
importantes de origen bacteriazno cue no respon
dan al t1: tamiento con uno o més de los anti--
bidticos que hoan sido descubiertos (17) y he—-
chos comercinles para uso quimico desde la ob-
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servizcién de la penicilina de Fleming, en 1929
Pero por mds de dos décadas a partir de esa ob
servacién las infecciones de hongos permanecie
ron fuere del rango de la terapia antibidtica,
De los cientos de antibidéticos que han sido re
portados en la literatura cienti{fica s6lo unos
pocos tienen alguna actividad contra los hon--
gos y menos aun un fvturo clinico como fungis-
tébicos vy fungicidas contra los mohos y levadu
ras patogénicas.

En las ciencias médicas la palabra -
antibidtico puede ser usada significando lite-
ralmente algo dafiino a la vida (63,3) como nom
bre o bien como adjetivo pero en cualouler ca-
so tiene un significado restringido (5,6,18, -
26), varics definiciones del nombre entidibti-
co han sido propuestas, siendo aquella formula
da por Waksman (65 66) la més generalnente —
acepteda. De acuerdo con esta definicidén un an
tibidtico e¢s una sustancia quimlca producida -
por un microorganismo la cual aln presente en-
muy bajas concentraciones es nociva para la vi
da de otros microorganismos. La definicidén deZ
Waksman dice gue los antibidticos fundamental-
rente son rroductos naturales (68) es decir —-
biosintéticos pero no excluye la posibilidad -
de sintesis industrial (51,50) del producto
tural quimicemente, es convencional también i1
cluir derivados gque son producidos en el labo--
ratorio por una modificacién ligera del anti--
bidtico natural (50) y que tiene la actividad-
antimicrobiana del producto. Los antibiéticos-~
verdaderos son activos antibacterianamente en-
concentracién de microgramos por ml. (58).

Bl fendmeno de la antiviosis o anta-
gonismo (29,30,31,36,57) en organismos vivien-
tes ha sido recon001do auncue no especiflcamen
te nonibrado durante siglos antes del desarro--
1lo de la bvacteriologia (54) como ura ciencia,
aprendiéndose que también existe el antagonis-
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‘mo que se presumia se deb{a a la liberacién de
inhividores guimicos especificos y podia ser -
aplicado terapéuticamente. (34)

El éxito terapéutico adquirido por -
la penicilina condujo 2 una busqueda 4vida pa-
ra productos biosintéticos similares provenien
tes del metabolismo microbiano, y mds de mil -
microorganismos diferentes (145 incluyendo bac
terias, actinomicetos, hongos, liquenes y pro-
tovecarios hen sido reportados como productores
de sustencias con propiedades antibiéticas.

De los cientos de antibiéticos que -~
han sido estudiados sélo un pequefio numerc de-
ellos posee les propledades deseadas, como ya-
se ha dicho untes. En baja concentracidén su ac
cién puede ser lo mismo bactericida que bacte-
riotdtica, en algunos casqs puede ocurrir bac-
teriolisis., A continuucibén mencioneremos algu-
nos c¢e los pocos antibidéticos que tienen acti-
viéad contra los hongos: Amidomicina, Candici-
dina, ¥ilipina, Nistatipea, Anfovericina B, de
los cuales se estudiaron en el presente traba-
jo la Nigtatine y la Candicidina.

HISTATINA (fungicidina), Micostatina
(Squibb) (48).

El descubrimiento de dicho antibiéti
co fué particularmente importante debido al am
plio campo en el uso de los antibidticos de la
tetraciclina, los cuales cuando se emplean en-
cursos prolongados o repetidos a menudo de tra
tamiento, parecen favorccer el desarrollo de -
la moniliasis (43) y ain variedad de otros sin
tomas clinicos y estados enfermizos atribuf---
bles a la proliferacién excesive de Candida al
bicans » otros mohos. En 1849 trabajando con -
cultivos v un actinomiceto aislado de una muesg
tra de estiercol recolectada en Virginia, re--
portaron preparucionces de concentrados crudos-
de un nuevo antibiético entifingico, mostrundo




su actividzd en concentraciones de 1 a 6 micro
gramos por ml. E1 antibiético inhibia el creci
miento ce un gruan numero de hongos saprofitos:
patbégenos y fTitopatogénicos in vitro, pero el-
antibidtico tenis muy poca actividad contra --
las bacterias. Concentraciones superiores & —-—
100 microgrumos por ml. no inhibfan el creci--
miento de ninguna de las bacterias que se ensa
yaron, subsecuentemente el actinomiceto.fué -=
descrito como Strzptomyces noursel y el anti--
bibtico 7ud llamedo fungicidina, més tarde el-
nombre se carbid o Nistatina La Nistatina es -
dnica =zntre los antibibdticos corrientemente —-
uszdos ro sélo por su fuerte actividad contra-
los hongos sino tombién debido al hecho de que
es recolectedo tunto del micelio como del’'cal-
do ferrnentrdo. %1 polvo microcristalino seco,-
de color znarillo pélide tiene una potencia de
25000 o 30000 unidedes por mg.

Fropiedudes quimices.- Dutcher (13)-
v asociudcs, mostraron cue les propicdades qui
micas y fisicas de la Kistatina la diferencian
de otros antibidticos (2) cercanos elaborados-—
por otros mctinomicetos. Le férmula empirica -
provable de la lilstutine es C46HTTII019, En so-
lucién el compuesto es rédpidamente inactivado-
por exjosicién &l calor, luz, oxigeno o extre-
mos de pE. en soluciones acuosas-orgénicas a -
tempersturs enviente y protegidas de ia luz --
del sol y c¢el ¢ire, pierde aproximadamente el-
50 % e su wctividad & los 5 dias. El antibié-
tico almrccnudo en recipientes hermétices y re
frigerado retiene su potencia por lo menos 6 -
meses o 40°C. con el 25 % de su actividad - -
aproximadamente.

Ensayo.- Un ensayo quimico ha sido -
desarroliado para la Nistatina por Gold y aso~
ciados (2¢), quienes describieron métodos de -
ensayo élG) por difusién en agar asi como dilu
cién on coldo usando C. albicene y S. cerevi--
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siae como orgenismos de control. El C. albicans
en le técnica del ager es el empleado en los en
sayos cue se acostumbran dursnte la produccidén—
comerciel (24).

- Pere determinar la Nistatina en san-—-
gre, orinu, o heces la técnica de diluciébn en -
tubo con S. cerevisice es usada. Este método es
capaz d¢e reveler cantidades tan pequefies como -
una uniced por ml. Un valor de 1000 unidades --
ror mg. ha sido earvitrariamente asignedo a un -

~e

standai ¢ de TVictoetina,

Accidn 1 usos.- Estudios llevados a -

gbvo in vitro NFOHuO demostiraron que la Nistati

na ejeree unt gccidn ;uxtxutatlc& y fungicide -
contru dﬂﬂutcflt 5 v «pentes micopatogenos.

Exyeriientos en unimeles pronto demos

traron la efectividad teraiubutica ee la Nistati
na en coccidioidomicosis, hlutoplaamo is ¥ cr12
tococosis en rotones y el efecto protector de —
la Nistetina oral o parenteral en reatones inocu
lados con moniliasis (62) o con mezclas normal-
mente fetules de C. albicans,

C)
,

Bxtendiendo el estudio & los humanos-—
(62,46)-encontraron gque levaduras como nongos -
en las evacuaciones fueron reducidas notablemen
te en numero cuando & los sujetos se les sumi--
nistré 500 mg. de Nistetina oralmente 2 6 4 ve-
ces a2l dfa. El tratamiento se continué durante-
una :emana pero usualmente el efecto antifingi-
co se establecid claramente de 2 a 3 dias. Los-
hongos reuperecieron cuando la droga se suspen-—
dié.

El Mysteclin (Squibp) conteniendo te-
traciclina y Nistatin e¢s un producto comercial-
que se jpucde obtener puara la terapia bacteria--
na. Pruebas clinicus aindican que la Nistatina -
puede volverse un medicemento importante para -
infecciones de hongos y tambidén nonilias cuté-e
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neas, emplesndose en polvo oral, trociscos y ta
Lletas vaginules, -

Toxicidad.-~ La Nistatina parece tener
beje toxicidad: dosis orales de 300 mg. por Kg,
durante 3C d{as no ceusaron diferencia en el —-
gredo de crecimiento ni produjeron cambios gra-
ves hematoldégicos o petolbdgicos. Los perros to-
lereron n#s de 3 veces esa dosis por periodos -
prolongudos (62) y ningunas reacciones téxicas-
se observaron en retones inyectados con dosis -
superiores & Z4 umg. por Kg. por dfa durante lar
go tiempo (47) -

¥n hombres trastornos transitorios --
gastrointestinales han sido observados al sumi-
nistrer altas dosis, pero los efectos aparente-
mente nc son serios (46).

Le Histetina es poco absorbida del —-
conducto gastrointestinal, ain en dosis adminis
trodes oralrente puede recobrarse de las evacug
ciones (46).

Entre otros antibidticos antimicoti-——
cos estédn la bvacilomicina, mycimbtilina y toxi-
micina, producidos por cepas de Bacilus subti--—
lis; ascosina, candicidina, endomicina, micomi-
cina, rimocidina y estreptomicina, elaborados -
por diferentes especies de Streptomyces; bifor-
mina, clavacina, frequentina, glutinocina y --
otros hongos (42). La actidiona, candicidina y-
rimociding hun tenide pruebas limitadas en ani-
males infectados experimentalmente y basados en
algunas de esas prucbas, Kligman y Lewis (37) -
sugirieron el uso de lo candicidina en terapia-
humana purt prevenir el desarrollo de monilia--
sis (71).

La importancia potenciel de los anti-
bi6éticos contra los hongos litopatogénicos pue-
de mencionurse tombién, aidn cuundo tales anti--
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bidéticos hen tenido solo una accibén insignifi--
cante en cl control de los padecimientos vegeta
les (23).

Obtencién de le Candicidina pura y or
ganismos cue la producen (38).- Un grupo de 197
cultivos de actinomicetos pertenecientes al gé~
nero Streptomyces aislados de tierras, fueron -
probacos por su actividad contra Ceratostomella
ulmi, los cultivos fueron puestos en medios de-
pevas o glucosa-peptona en agar e incubados por
2 - 4 c¢fas 2z 28 gredos C. sembrados después con
dichea cepa e incubados & la misma temperetura -
de 4 u § dfes. Le zona de inhibicidn del creci-
riente de C. ulmi “ué medida.

{
C

Las pruebus 1n101u1c4 indicaron gue -
eproxinedauente el 5C % de los extractos eran -

antegébnicos, en verios grados, contra el orga—-
nismo de ;ruebu ¥y 7 cultivos seleccionacdos debi
do & su nctivided alte y consistente por el mé-
todo de lu siembra en cruz, fueron usados para-

studio posterior en medio liguido. Cuatro de -
ellos iustr.ron actividad contra las bacterias-
(Esclerichin ooll, Stephylococcus aurcus) y hon

gos (C.ulmi, ;sy ergillus niger). Dos cultivos -
exhibieron uwotivi d"de‘ tento antibuacterianas cQ
mo antifdngoicus, Su espectro fuertemente antiml
crobiano indicubea sin embargo que eran cepas --—
que proaucian neomicina y prgdlclnu, aungue por
su culbtive eren diferentes del Streptomyces pra
diae (67).

De 1o dltima cepa de los 7 cultivos -
se vid cue poscia unu fuerte actividad antifin-

gica, este cultivo fué por lo consiguiente se--
leccionudo jpure estudio posterior. Se encontré-

que jproducia une nueva substancia entibibtica -
que no teniu cetividad sntibacteriana, pero que
estaba cor.cterizads por nctaubles propledades -
fungictdtices y {ingicides, esxeciulmenpe con--
tra C, wlblcuns. Pué designada por consigulente
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Cendicidina.

Estandarizecidn y ensayo de la Candici
dine.~

La unidaed de Candicidina. se definié co
mo le centidad minime de entibibtico por ml. de=
ager-peptona-glucosa que inhibia completamente -~
el crecimiento del C. albicans.

Un cultivo de 18 horas de C. albicans-
producida en agur-levedure-glucosa fué usado co-
mo tcgente inoculente. Lo edad del cultivo emplea
do como inoculente no influyé en los resultedos,
Fin;dn cainbio se observd cusndo la concentracidn
de la glucosz en el cultivo de agar se varié de-
C.25 uw 2.5 % lor otrz parte entre mds grande fué
el pH ¥ lu concentracién de Na Cl dentro de cier
tos liuites, nds altos ueron los valores obteni
dos en lu pruebda,

1roduccién de Cadicidina.- La candici-
dina se¢ produjo por reproduccidén del cultivo en-
medio de levudura glucosa a 28°C, Los caldos pro
dujeron poiencias de candicidina de 1000 a 5000-
unidades ern un medio de dcido glutdmico-glucosa-
en recipientes de 250 ml. conteniendo 100 ml, --
dil medio inoculedo e incubado & 28°C. por 5 ——-
dias.

De otros agentes antifungicos, no an—-
tividticos, losg parabenos prometen ser substan--
cias de probable uso en terapéutica. Por ésta ra
z6n se estudieron también en el presente trabajo.

Parabenos.- Desde hace afios los éste--
res del dcido peres hidroxibenzoico (POB) se em—-
plearon como mnedio de conservacién en la indus--
tria de conservas alimenticias, cosmética, de —-
produdtos farmacéuticos y otras ramas de la ego-
nomia (45) pero Ultimamente algunos esteres del-
TOB, han sicdo introducidos en la medlclng. El em
pleo de ellos se remonta desde los trabajos he—-
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chos por Sabalitschka (53) en diversos prepara-
dos orales de gelatina (19) que se emplean como
emulsionentes de medicamentos orales, los cua--—
les son de utilided limitada, por la frecuencia
con que en ellos proliferan diversos microorga-
nismos, éste efecto puede ser neutralizado por-
la adicibén de ésteres del POB; estos compuestos
tembien son Utiles en la conservacién de cremas
nagales, colirios, pomadas, soluciones vitemini
cas y otras productos de la industrie farcacéu—
tica (1). Hen sido empleados también con exce—-—
lente resultudo pera le proteccién de las solu-
ciones de penicilina frente & la aceciédn de hon-
£05.

Todos los preparados de tipo cosméti-
co suelsn ser muy sensibles al ataque de los —-
microorganismnos.

Los medios de conservacibn de éstos -
tienen que llenar una serie de exigencias que -
cumplen los ésteres del POB, y encuentran un —-
elevado emjpleo como estabilizadores de shampus,
cremes, lociones, aceites, gelatinas (19) solu-.
ciones gomosas, polvos y otros preparados. Para
los productos de elevado contenido acuoso son -
preferentemente aconsejables los esteres metili
co y eti{ilico, mientras que para los productos -
abundentes en grasas son preferibles los éste—-
res propflico y butfilico, la explicacién de és-
to estrive en la diversa hidro o liposolubili--
dad de los mismos.

El empleo terapéutico de los esteres-
del POB, se redujo al principio a su aplicacién
externa en las afecciones micéticas de la piel-
(41). Se prepararon en forme de soluciones, po-
nadas, unguentos, polvos, en diversas concentra
ciones y diercn con frecuencia muy buenos resul
tados. Se viene hablundo con frecuencie de afegc
ciones micdticas de drganos internos y se cita-
a menudo a la C. albicans como c&usante de ta--
les afecciones. No se sabe'todavia exactamente-

17




si el incremento de las diversas micosis descan
sa bien en un trustorno del equilibrio natural-
de los microorgunismos o bien a una accién de -
los entibibdticos o substancias satélites de és-
tos; fuvorececore al crecimiento de los hongos.
La administruceidn interns de los parabenos pue-
de ser enaubudu gin temor, una vez demostrada -
escasisimt toxicidad de éstas substancias no so
lo & truvdés de su lurgo empleo anterior sino -
tembidén nerced & una serie de amplies y deteni-
das investigoeciones, Esta aplicacidn interna se
ha visto adewmds favorccida por el hecho de gue-
ni siguiers o dbsisg muy superiores a las tera--
péutices ke podido comprovurse en ningin caso -
efecto nocivo wlguno (93).

Une favoreble cuulidad de éstos éste-
res es ut no poerjudicu la accidén antibidtica -
de aqgui jue resulten incluso aproyi“dos para la
esterilizacién de los preparados antibidticos.-
Su {uvoreble wccidn frente & las manifestacio--

nes secundwrics de la wccidn antibidtica ha si-
do repetiduncente confirmeda (44).
Son muy ifuavorubles también los efec—-

tos observados en el tratamiento de las micosis
pulnonares en las gue habian fracasado los anti
bibticos (2%).

En dstos cusos se pudo conseguir en -
el espucio ae 3 dies la desaparicidn de la fie-
bre v li: liverzcibn de las monilias en heces y-
esputos mediante le adninistracidén diaria de -
0.8 gr. del éster metilico del POB. las reclu--
siones intersticiales del lactante, que habian-
sido trutudes anteriormente sin resultado algu-
no con vitumina KS, curaron total y prontamente
mediunte lu combinacidn de ésta vitamina con el
éster propiiico del YOB.

L historiz de los clkil-ésteres del-
deido purahidroxi benzoico o parabenos, como —-
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agentes cntisicrobianos dnta de 1924 y desde en
tonces he sido recordada “erlddicamente.

(55) Skol turbién reporté esas propig
dedes e incluyd mbs completn informacidn de la=
actividaed ontifdngice v antibucteriana su far
macologice; AALTC 7 ous coleborudores (1) tam—--=
bién estulan interescdos en los parabenos como-
rreservetivos,

iL.ou ptrabenog son efectivos en bajas-
concentrielonecyg contra }ondos y bacterias Gram-
positivis, nero menos e‘octivos contra bacte-—-
rias Gror coontivag. Uotos agentes son mas fun-
istdsicons e fun,.c‘nas. Su efccto aditivo su

giere ¢l uro de conuincciones pura logrer mayo—
res concortreloner totules en medio acuoso en-
el cunl oo coleanente ligerarnente solubles. Son

[

-

igunliente wfcetivos bugjo condiciones de pH com
prencéice ernire & y 8, ¥ su zetividud sélo ligeT
recente ¢ rotordénoen precerncio de suero humano.
Ho son <Scicon, husth en desis elevadus. Sola--
mente los o ;rireros homdbélogos de la serie n-al
“ilog ue hnn o anvegtigndo.

Log eotudios mntimicrobianos indican-
nue su cctivideo ouments con un incremento en -
el nunero de étouos de cervono en el lado de la
cadenn de lkilo. Teto suglere la posivilidad -
de yue jucde espersrse una mayor cctivicad de -
los homdlogos superiores., En considerzeidn de -
su ueeldn unt 1A1c10b1anw, ‘armecelogfa y carac-
teres {{eicos se ha presentido que ellos pueden
ser de vielor no solamente como ulOHUIVLulVOb si
no Ltambidn cono agentes yuimioterdpicos. Desde-
que se vid gque su cesividad awumentaba conforme-
erecia ¢l ludo de la cadena de alkilo de este -
seric de ésteres, se estudid perws determinar --
cunles miembros de esta serie ofrecian la mayor
pxomesu como ugentes terapéuticos. Se noté tam-
bién ue el crecimiento en la longitud de los -
radiuuleg slk{licos era correspondiente a una -
insolubilidad de estos éstercs,
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Se ha visto que la actividad antifdn-
gica de los dsteres metil, etil, propil y dbutil
del dcide para-hidroxi benzoico es menos efecti
ve gue los siguientes tres miembros de la serie
que sor. los ésteres pentil, hexil y heptil esto
indice que en el caso de el éster octilico hay-
una insoluvilidad mmyor pera obtener unas con-—--
centraciones efectivas, este éster no inhibe C.
albicans pero inhkive C. neoformans.

Los resultados indican también que —-
los paratencs mes activos son considerablemente
més efectivos gue algunos otros agentes antifin
glcos conocidos, EZsto es verdadero particular--
mente en medio neutro y ligeramente alcalino.

Los éster2s Hexil y Heptil han repre-
gsentado mayer inhibicidén en los casos humenos -
de honges conocidos, este particularidad es no-
teble con estos hongos produciendose males sis-
témicos. Zstos dos éuteres fueron los estudia--
dos en este trabajo.
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METODOS Y NATERIALES.

Fara el desarrollo de la presente té-
sis se usaron tres especies del género Nocardia
N. asteroides, K. brasiliensis y N. madurse --
(dos cepes de cade una), las cuales se probaron
contra lcs siguientes sustzncias: parabenos --
Hexil y Heptil; asntibidticos: Candicidina y Nis
tatina usendo tento los parabenos como los anti
bidticos en solucién. En les pruebas llevadas &
cabo se encontréd que éstas dos sustancias eran-
insolubles en esgue pero solubles en elcohol.

Pere su mejor manipulacién de los pa-
rabenos se escogid como solvente glicerina al -
75 % en sgua. Estos ésteres son poco solubles y
pgr lo tento su disolucidén se hizo en bafio ma--
ria.

Las muestras obtenidas de las cepas -
en estudio se conservaron en el medio de Sabou-
ruud meltosado, las cuales después se sembraron
en un tubo inclinado con dicho medio y por es—-
tria, los hongos con micelio aéreo se siembran-
en punto. Se dejaron incubar a 28°C o a 37°C. -
cuando fué necesario procurando siempre tener -
por resiembras cultivos Jbvenes.

Preparacién del indculo en medio 1li--
quido.~ Cuando la cepa se desarrolld convenien-
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temente y sin ningunu contaminacién se toméd una
asada ce ese cultivo y se sembréd en 5 ml. de —-
caldo-triptosa-fosfato o en Sabouraud liquido,-
pere une éilucidn mayor se sembraron en 10 ml.-
de medio l{cuido.

Posteriornente, se llevdé a incubar a-
la estufa por 12-24 horas pera después pasar a-
un matrez chico conteniendo 100 ml. de medio 11
quido y tomendo pera la siembra 0.1 ml. con lo—
gue gueda la dilucién 1:10000 he incubandose —-—
por 3 & 5 dies.

Siembre en medio sblido (69).- Para -
llevar a cabo c¢stu siembra se prepararon cajas-
Petri con uns centided suficiente de medio séli
do ¢ue en este ceso fué Sabeuraud glucosado, --
siendo el volumen de cada ceja de mas 0 menos -
1C ml., ¥y mezclenco el parabeno en distintas --
centidedes seguin las corncentraciones deseadas;—

r

pere cue lu mezcle resulte homogenee se uséd el-
nedio en su ectado liguido agregando despues la
solucidn de pirebero. Une vez hecho esto se de-

j6 solidi.icur 1t mezcla para sembrar después -
por estrie usendo un isopo estéril embebido en-
el iréculo. lLa caja se dividid en tres seccio-—-
nes eprovechanco asi una placa para tres cepas-
diferentes & la vez, y teniendo siempre una co-
mo testigo en la cuzl no existia el parabeno. -
Despues cde incubur ¢ la estufa se hizo la inter
pretaciédn de los resultudos en comperacidén con-
el crecimianto del testigo.

Létodo de las diluciones en tubo (64)
Se hizo el indculo en medio liguido como se ha-
dicho ya teniendo la dilucién de 1 es a 10 000.
Se pusicron (.5 ml. de la dilucién del inéculo-
egregando posteriormente 0.5 ml. del parabeno o .
entibidtico de une solucidén de doble concentra-
cién que lz requerida en el tubo, puesto que se
diluye ul doble; ge llevd & incubar una noche -
en la estufa poniendo siempre testigos de cada-
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"un& de las cepus ussdas conteniendo solamente -
0.5 ml., de celdo ésteril paru desjués observar
ge una ojelecencic compureda con los testigos.
&tndo de lu inhibicidbn en places in-
clinaces.- (%9) Este nétodo es usado para pro--
bar el cinergisro v antogonismo entre cdos anti-
vidticos 1 enire jorcbero y antibidtico.

El
siguiente: Se
en lo cuojo y
(celdo simg ndos 2% de wier), poniendo 10 ml.-
de dicho medio y ¢stundo en estado liquido se -
inclircron luog cujas de tal manerc que ¢l soli-
dificurse guedd une cape de medio siendo delga-
da en un extreio y gruese en el otro, posterior
mente sc le niedid mediode Sabouraud contenien—
do el pareberc o el Lﬂtlu;@blco usado ¥ ya en
solucibn.

uso yrimeramente un medio basal-

método en placas inclinades es el-
1
I consistente en gelosa-gimple-

Se dejd soclidificuer perflectamente mar
cendo con une flechn en el lado inferior de la
ceje lu dircceidn del declive.

Une vez solidificzdos los medios se -
procedid =« la siewmbra proveniente de un cultivo
Joven mecdiunte un Jcolo estéril procurando im--
pregnar todn le superficie pars que el indculo-
quede uniformemente distrivuido. Sobre esa su--
pertficie se colocd una tira ae paupel filtro es
pecial y jpreviemente ectéril de las siguientes—
dimensiones:

0.2 em. de @ncho por 8 cm. de largo.

I'ura hocer los cdlculos se tomd en —-
cuentu que le tiro de pupel filtro absorbe 0.1
ml. de solucién, obteniendo usi lus concentra--
ciones rouueridas de parabenos o de antibidti--
cos probvados en la cajo, Dicha tira se colocé
en el centido gque llevu le Plecha del declive -
pues elle nos indico lu corncentrucion en cade -
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exiremo de la caja. Posteriormente se llevé a -
incuber & la estufe por 24-36 Horas, al cabo de
los cuzles se observd el crecimiento.

l'’étodo de los discos en placas (8).--
Este netodo también sirve para probar las combi
naciones de parabenos con antibidticos. ’

lLas cejus se preparan en forma simi--
ler gue pare les usadas en el método de las ti-
res pero en éste ceso las placas no llevaron in
clinacién, roniendo 10 ml. del medio y agregen-
do el prreveno en golucidén., Una vez solidifica-
dos se semvruron en igusl forma usando un isopo
ervedido en el inéculo procurdndose impregnar -
tode le superficie uniformemente. Sobre esa su-
per{icie se colocaron los discos de papel fil--
tro previaicente esterilizados que tambien absor
ven 0.1 ml. de solucidn de la siguiente manera:
Dos de ellos cerca en uno de los extremos y los
otros dos geparados en el otro extremo, incuban
dose despues en la estufa por 24-36 horas al ca
bo de lugs cuales se observd el desarrollo demos
trando los recultados por la formacién de un ha
lo de irhilticidén al rededor del disco.

I'ruevba de sensibilidad de las cepas -
contra ceda parebeno individualmente.- Se prepa
raron varius cajas petri con el medio menciona-
do conteniendo cada una el parabeno a distintes-
concentruciones; asi{ lo mismo se hizo para los-
antividticos con el objeto de probar individual
mente la uccidn de éstos contra las distintas -
cepas en estudio las pruebas se desarrollaron -
de la giguiente manera:

l.- Bl hexil parabeno a distintas con-
centraciones y contra cada una de

las cepas. o

El heptil perabeno & distintas --
concentraciones y contra cada una
de las cepas.,

i)
.
1
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3.~ Los antividéticos Nistatina y Can-
dicidine se probaron también con-
“tra cada una de las cepas y a dig
tintas concentraciones.

Concentraciones usadas de los parabenos,

- Tura hucer los cédlculos de las concen
traeciones de los perabenos hexil y heptil se to
meron cn cuentz sus pesos moleculares gue son -
respectivamente 228 y 242.

Soluciones. mg.‘disueltos. cant. en 37m1.
() . l? C.H -

Hexil C.15 mk.
parabeno. (.06 mii.

mg,/100 ml. 55.50
mg/100 ml. 33.30
ng/100 ml.  13.32

mg, 100 ml, 35.40

5
3
6
9 mg/100 ml. 59.00
5
54 "/250 ml. 14.16

5

3

2
25 mhl, 5

Heptil G,1% mli. 3
pereveno. (.06 mi., 3
Concentraciones usadas de antibidéticos.-

Conceritracién en cﬁml.

3.3
5.1
NISTATINA. ) 7.6
308
107

CANDICIDINA. 25.0

Les anteriores concentraciones se usg
ron en cada uno de los métodos s:zguidos en esta
investigacién.
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RESULTADOS Y DISCUSION. -

En las teblas 1 y 2 se muestran los re
sultados del método de las diluciones en tubo, -

se observe la accién de los parabenos Hexil y --
Heptil sobre las cepas de Nocardia estudiadas.

Como puede verse el primer compuesto -

resultd més activo que el segundo por lo tanto -

fué el que se seleccioné pera los estudios poste
riores de la acecién combinada con antibidticos a
distintas concentraciones.

En las tablas 3 y 4 se muestran los re
sultados de este mismo estudio pero empleando el
método de la inhibiciédn en placas. Como puede —-
verse ambos métodos dieron resultados semejan-—-
tes.

Al estudiar la accién de los antibiéti
cos Nistatina y Candicidina sobre las mismas ce-
pas ya sefialadas pudo apreciarse que el primero-
di6 los mejores resultados, lograndose una inhi-
bicién total a la concentracibén de 33 mg/ml.

En tal virtud se seleccionaron los com
puestos Hexil y Nistatina para estudiar su Y —
cién cuando se probaron a la concentracién mini-
ma inhibitoria de cada uno frente & 3 especies =
de Nocardia. .
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Los resultados obtenidos con los méto-
dos de las tiras en placas inclinadas y el de --
los discos fueron concordantes, demostrando ame—-
bos que el efecto de las dos sustancias combina-
das (Nistatina y Hexil) es de tipo aditivo para-

las especies de N. asteroides, N. madurae y neu-

tro para K. bresiliensis.

Se considera que el efecto es aditivo-
¥y no sindérgico porque la accién reforzante fué -
muy ligera.

La terapie antibibdtica combinada reci-
be cada vez més atencidén y por lo tanto se re—--
quieren métodos més adecuados para su estudio -
in vitro de diversa manera segin las cepas, espe
cies y &Un gérmenes microbianos (7,27,28) al pro
berse los antibibticos u otra sustancias antimi-
crobianas por combinaciones (1%5,33,49,52) debien
do satisfucer ciertos requisitos (56); la prueba
debe indicur los efectos relativos a las distin-
tas concentraciones probades, es decir si son an
tegonistas, sinergistas (32) o indiferentes de-—
pendiendo de las concentraciones absolutas en -

que se enjplean y sus pro?orciones entre si. Han-

sugerido varios autores (31) que los efectos de-
los antibidticos en combineciones puede resultar
mds efectivo o bien menos efectivos gque separa—-
dos. Siguiendo experimentos con Streptomyces - -
yielded dieron los resultados sigulentes: la pe-
nicilina sola dié una cierts accidén Sptima bacte
ricida, pero afiladiendo estreptomicina (11) en su
concentracidn Sptima resultd un sinergismo o sea
una accidn reforzante, en cambio al afladir clo--
remfenicol resultd un efecto antagdénico el cual-
nunca resulta con un sélo antibibtico (35).

Los procecdimientos més empleados para-
el estudio de estas relaciones son: el de las di
luciones en tubo, el de los discos en placa y el
de lus tiras de pupel filtro en placas ordina-——-
rias o en placas-inclinedas (59) y ain el de las
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placas inclinadas sin adicién de tiras de papel
filtro (6G,61)

En la presente tesis se probaron es—-
tos tres métodos comparativamente y se estable-
cié le superioridad de los métodos de las dilu-
ciones en tubo y el de las tiras e placas in--
clinadas.
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TABLA No., 1
EFECTO DEL HEXIL-PARABENO SOBRE LAS NOCARDIAS.
METODO DE LAS DILUCIONES EN TUBO.

Concentracién en microgramos por ml.
CEPAS. | 150 100 50 2% 12.5 6.2
5 . Aste-~
roides.
A - - - - - +
B - + + + + +
N. Nadu-
rae *
A - - - - - +
B - - - - - +
V. Brasi
liensis.,
A - + + + + +
B - - + + + +

(-) Inhibicién completa. (+) No inhibicién.
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TABLA No. 2
EFECTO DEL HEPTIL-FARABENO SOBRE LAS NOCARDIAS.
¥ETODO DE LAS DILUCIONES EN TUBO

Fﬁv Concentracién en microgramos por ml.
. CEPAS.{ 150 100 50 25 12.5 6.2
|
roides. :
A - - - + + +
B - - + + + +
N. madu-
rae,
A - - - + + +
B - - - 4 4 4
N. brasi
liensis.
A - + + + + +
B ‘ - - + + + +

(=) Inhibicién completa. (+) Xo inhibicién.
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TABLA No. 3
ACCION ANTI-NOCARDIA DEL HEXIL—PARABENC.
KMETODO DE LA INHIBICION EN PLACAS.

[ Concentracidén en microgramos por ml.
CEPAS. 100 50 25 12.5 6.2 3.1
N. aste-
troides.
A - - - + + +
B + + + + + +
iN. madu-
'rae,
. A - - - + + +
B - - - + + +
‘N. brasi
‘liensis,
A - + + + + +
l B - + + + + +

(-) Inhibicién completa. (+) No inhibicién.
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TABLA No. 4

ACCION ANTI-NROCARDIA DEL HEPTIL-PARABENO.
METODO DE LA INHIBICION EN PLACAS.

Concentracién en microgramos por ml.

CEPAS. 100 50 25 12.5 6.2 3.1
N, aste-
roides.
A - + + + + +
B - + + + + +
N. madu-
rae,
A - + + + + +
B - - + + + +
N. brasi
liensis.
A + + + + + +
B + + + + + +

(-) Inhibicién completea. (+) No inhibicién.
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TABLA No. 5
EFECTO DE LA NISTATINA SOBRE NOCARDIAS.
METODO DE LA INHIBICION EN PLACAS.

Concentracién en microgremos por ml.

CEPAS. 100 33.3 15.1 T.6 3.8 1.7
N. aste-
roides.

A - - + + + +
N. madu-
rae.

A - - - + + +
N. bresi
liensis.,

A - - + + + +

(-) Inhibicién completa. (+) No inhibicién.
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TABLA Ko. 6

EFECTO DE LA CANDICIDINA SOBRE NOCARDIAS.

CEPAS.

Concentracién en microgremos por ml.
100 50 25 12.5 6.2 3.1

N. aste-
roides.
A

N. medu-
rae.,
A

N. brasi
liensis.
A

+ + + + + +

(=) Inhibicién completa.

(+) No inhivicién.
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TABLA No. 7

ACCION COMBINADA ANTI-NOCARDIA DE LOS COMPUESTOS
NISTATINA Y HEXIL.

MNETODC DE LAS TIRAS EN PLACAS INCLINADAS

Concentrecién en microgra-
1:08 por ml.
CETAS NISTATIRA . HEXIL-PARABENO EFECTO.
33 12.5
. aste- ;
roides. ,
A A A ADITIYO.
K. madu~
rae.
A A A ADITIVO.
-
N. brasi
liencie.
A A 0 REUTRO.
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TABLA No. 8

ACCION COMBINADA ANTI-NOCARDIA DE LOS COMPUESTOS

NISTATINA Y HEXIL,

NETODO DE LOS DISCOS EN PLACAS -

Concentracién en microgramos
por ml.

CEPAS. KISTATINA HEXIL_PARABENQO .EFECTO.]
33 12.5

N. aste-
roides,

A A A ADITIVO,
N. madu-
rae, .

A A A ADITIVO,
N. brasi
liensis. . :

X © A 0 NEUTRO,
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RESUMEN Y CONCLUSIONES.-

Se presenta un estudio de la actividad anti
microbiana de los siguientes compuestos: —=
los parabenos Hexil y Heptil y los antibié-
ticos Nistatina y Cendicidina por diversos-
métodos.

De los métodos ensayados el de las dilucio-
nes en tubo y el de la inhibicidn en placas
dieron resultados semejantes y, en general,
los mejores y més claros correspondieron a-
los métodos de las diluciones en tubo y al-
de las tiras en placas inclinadas.

De los compuestos estudiados el Hexil para-
veno fué el que presentd mejor accidén anti-
microbiana contre las cepas del género No--
cerdia. De los antibiéticos la méxime ac-—-
cién correspondié a la Nistetina.

Al estudiarse el efecto de las combinacio--
nes se vid que la de Nistetina y Hexil para

beno presentd un efecto aditivo para las eg

pecies N. asteroides y N. madurae. Este - -
efecto fué de caracter neutro para la N, --
brasiliensis.

Se concluye que el Hexil parabeno resulté -
ser mds activo que la Nistatina especialmen
te pura lus especies N, asteroides y N. ma-
durae.
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