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Cap{tulo I
INTRODUCCION

Lpiversas bacterias, hongos, actinomi
cetos y algas, tienen la propiedad de ejercer-
efectos antagdénicos sobre el crecimiento de o-
tros microorganismos; producen sustancias qui-
micas, o antibidticos, que son los que provo--
can esa reuaccidn.

Los ahtibiéticos son sustancias qui-
micas producidas por microorganismos, y tienen
la capacidad de innibir, y adn de destrufr, en
soluciones diluidaus, el crecimiento de las bagc
terias y de otros microorganismos.

La accién antimicrobisna de un anti-
bidtico es selectiva por naturaleza (1), algu-
nos orgunismos son atectados, y otros no lo =--
son en absoluto o sdlo en un grado limitado;ca
da antividtico estd, por lo tanto, caracteriza
do por un espectro antimicrobiano o rango de -
actividud caracterf{stico contra diferentes mi-
croorganismos. lLa wceidn selectiva de un anti-
bidtico, se manitientu tamblén contra células
animules: lus Jdilurentes antividticos varian -

slandewente en su toaluldad en animales y en -
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su efecto sobre la sangre y otros flufdos corpo

rules.
Los antibidticos var{ian mucho también
en sus propiledudes fisicas y quimicas y en su -

modo de accidn sobre las bacterias y otros mi--

Croorganlsmos. A consecuencia de estas caracte

r{sticas, algunos antibidticos tienen potencia-
les yuimioterdpicos muy elevados, y pueden ser
usados para controlar varias infecciones micro-
bianas en el hombre y en animales..

Jesde el descubrimiento de la penici-

lina (7), los antibidticos mds importantes que

han encontrado aplicacidén como agentes quimiote

rdapicos, prov1enen de los actinomlcetos.f Mas -
de quinientos bumthOtOb hdn leO alslados o --
duscritos (30). Algunos de estos han encontra-
do aplicacidén en el tratumiento de entermedades

infecciosas ¢n vl hombre y en animales., Estos -

antividticos incluyen, entre otros, la estrepto

ricina, actinomicina, cloranfenicol, las tetra-
ciclinas, eritromicina y neomicina. Algunos de
estos antibidticos son activos contra bacterias
otros, como la wctidiona, facidina y nistatina,
50N activos contru hongos; también hay algunos

activos contra ricketsias y virus.

tian sido propuestos varios sistemas -

-e
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de clasificacidén para los antibidticos; estos -

sistemas estdn basados en el origen de los anti
' bidticos, su solubilidad, toxicidad en animales
0 en su naturaleza quimica (28, 30). Este ulti-
mo Sistema parece ser el mds 16gico. Los anti--
bidticos han sido clasifivados como lipoides, -
pigmentos, polipéptidos, compuestos sulfurados,
gquinonas y cetonas, o bases orgénicas??Baséndo-
se en su estructura quimica, los antibidticos -

Se agrupan como sigue:

I.- Compuestos yue contienen carbono, hidrdége
no y ox{geno:

l.- Grupo C, - CcHO, - gcido kdjico
2.- Grupo C3 - C7H6O4 - cloracina
5.- Grupo Cg - CgHy 40, - dcido penicilico

4.- Grupo Cyy- CllHIOOS' dcido gladidlico
5+.— Grupo ClS— L15d1406— javacina
b.~ Grupo C32- 652H4408— fumigucina

(4c. helvdlico),

etc.

11.- Cowpuestos que contienen carbono, hidrége

no, oxf{geno y nitréygeno:




l.- Grupo C12 - 012H2002h2 - ac. aspergli%

2.- Grupo C13 - CIBHlOOQN” - plocianina

o

s
3+~ Grupo 021 - C21H39012N7- estreptomic&a

4.- Grupo 041 - C41H56011N8_ actinomicina

111.- Compuestos que contienen carbono, hidrége
no, ox{geno, nitrégeno y azufre:

om0 1L = _ C s
l.- Grupo Lg C9H1104DN2.R penicilina

2.- Grupo C13 - 013H1404N282 ~ gliotoxina
IV.. Compuestos que contienen cloro:

l,- Cl9H1505C13 - ustina

.- C17Hl7OGCl - griseofulvina

3 - C11H1205N2C12 - clorantenicol

Gran nimero de antibidticos han sido
obtenido;»y alslados por fermentaciones, y algu
nos de ellos han podido sintetizarse, como la -
piocianina y la clavacina y, los mds importan--
tes de todos, penicilina y cloranfenicol.w Sin
embargo, toda la penicilina utilizada enwauimig
terapia, hasta 19%4, fué producida biolégicamen
te, us{ como el clorantenicol usado en dicha --
ciencia, es sintético. Algunas de las modifica
clones quimicas de los antibidticos, también --

han encontrudo gran aplicacidn,
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Gencvralidades sobre Actinomicina.-

Es un antibidtico cristalino aislado
de los cultivos filtrados de Streptomyces anti-
bioticus y otros Streptomyces sp. (32). En un
principio se crefa yue la actividad del antibid
tico se encontraba en dos fracciones, A y B, --
mostrando diferentes acciones antimicrobianas -
(14). Ahora los investigadores opinan que la ac
tividad de la llamada "actinomicina B" es debi-
da a contaminaciones con la fraccidn A.

Este antibidtico es extraido de los -
filtrados con éter etilico, éter de petrdleo, e
tanol y clorotformo, y purificado por absorcidn
y recristalizacidén cromatogrdfica.

Los cristules rojos (P.f. 250°C) son
solubles en éter et{lico, etanol, agua, disulfu
ro de carbono, acetona, cloroformo, benceno, a-
cetato et{lico caliente y dcido clorhidrico al
10%; y es 1nsoluble en éter de petrdleo y en so
luciones uilufdus de dcidos y dlcalis. Su peso
molecular es de 768 - 1000. La actinomicina es
estuble a lu luz, y no pierde actividad cuando
Se sujeta a ebulliecidn por 30 minutos. Es mas -
estuble en solucilones neutras o ligeramente dci

das; la wctividad perdidw por alcalizacidn, es
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restaurada por la subsecuente neutralizacidn.

La actinomicina es bactericida para -
Br. abortus, &. coli, B. subtilis y Sarcina lu-
ted.

Este untibidtico ha resultado ser muy
téxico en animales experimentales, y los esfuer
205 hecnos para yultarle estas propiedades tdxi
cas y al mismo tiempo conservar su actividad an
timicrobiana,. nan sido indtiles (12).

“n el presente trabajo, se estudid la
cepa DI-7 la cual pertenece indudablemente a la
especie 3. griseolus (26). En medios con harina
de soya o con glucosa mis extracto de levadura,

produjo actinomicina.




Capftulo 11
MATERIALES Y METODOS

Materiales.-

Las cepas utilizadas ©°n las investiga
ciones de este trabajo, fueron .roporcionadas -
por el Laboratorio de Microbiologfa de la Escue
la Nacional de Ciencias Quimicas. Dichas cepas

de Streptomyces, alsladas de diferentes suelos-

de lu Republica Mexicana y del DBrasil fueron ca
talogadas con las claves: A-2, A-5, B-12, B-26,
V1-7, mb-¢, 4735 y N.
sl material de laboratorio empeado --
fué:
Matraces
Tubos de ensayo
Cajas Petri
Asa de platino
Pinzus
Uiscos de papel (wathman No. 1)
Algoddn
(Todo este material tué previamente esteriliza-
do).
Los microorganismos de prueba que se

emplearon ftueron:




Bacillus subtilis

Candida ulbicuns

Escherichia coll

Stuphylococcus uureus

succharomyces sp.

redios.-

Fara el creciniento de los microorga-
nismos de¢ pyrueba necesarios para el control de-
actividad, se usé el medio de Agar-glucosa-ex-—-

tracto dev levadura {(gelosa simple):

Extracto de levadura 10 gramos

Glucosa 10 "

Agar 15 "

Agua de la llave 1000 ml.
pH : 6.8

(tubos inclinados y cajas Petri)

Para la esporulacidén de los Streptomy
ces, se llevo a cubo la prueba en dos medios s¢
lidos diferentes (E-5) y (E-4):

Medio E-3:
Harina de trigo 4 gramos
h PO, 0.6 "
e 30 ’ "
rest,  TH,C 0.002
tultosa 2 "

AYAT 4 "




Agua destilada 200 ml.
pH : 6.8 - 7.0

(tubos inclinados)

Medio E-4:
Avena 13 gramos
Agar 6 "
Agua destilada 200 ml.

pH : 6.8 - 7.0

(tubos inclinados)

Para la produccidn de untibidticos se
utilizaron cinco medios liguidos: 1, 3, 5, 7 vy
10 (ly):

Medio 1:
Glucosa 25 gramos
Agun de cocimiento de maiz 20 "
Agua de la llave 1000 ml.
pH ¢+ 7.5
Medio 3: ,
Glucosa ¢S5 ygrumos
Extracto de levadura 10 "
Agua de la lluve 1000 ml.
pH 7.5

(bste medio taumblén tué probado enrijuecido con

nzhiu4— y elamos y  Fesu, . 7H, L - 0.01 £Tamos)
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Medio 5:
Glicerol 25 gramos
Extracto de levadura 10 "
Agua de la llave 1000 ml.
pH : 7.5
Meuio 7:
Glucosa 25  gramos
Harina de soya 10 "
Agua de la llave 100 ml.
ph ¢ 7.5
Medio 10:
Extracto de carne 10 gramos
Glucosa 10 "
NaCl 5 "
MgS0, 0.5 "
Fe504.7HZO 0.01 "
Agua de la llave 1000 ml.
pH ¢ 7.5

Ademds de estos medios, se usé tam--—-
bién suero ti1siclégico (solucidén salina al 0.8%)
con el fin de hacer las suspensiones de B. sub-

tilis necesarius para las pruebas de discos.

dMétodos ., -

llos Jtreptomyces $0n miCroorganismos
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generalmente sapréfitos, pero algunas especies

son pardsitos en plantas y animales (17); Sus -
colonias, sembradas en medios artificiales son
elevadas y adheridas a dicho medio, y varian mu
cho seglin la edad del cultivo y del medio en --
que se encuentran. Yueden ser lisas o en forma
de l{quen y duras o cde textura suave.

Estos microorganismos crecen, en con-
diciones favorables, en forma de micelios muy -
ramificados (6, 20, 23), los cuales no se frag-
mentan y se mantienen adheridos, lo cual causa-
su dureza (5). Los conidios se producen en rami
ficaciones aéreus en cadenas o en varas cortas
y sencillas (9).

vomo los sStreptomyces tlenen la facul

tad de furmar esporas, esta cualidad se utiliza
como medio para su reproduccién. Si las condi--
ciones del medio son favorables, cada espora --
forma una colonla; en caso contrario, lus espo-
ras permanecen como t:les constituyendo verdade
ras formas de resistencia con vida latente; es-
Las ftormas ya no varfan (3).

Los sStreptomyces yue se utilizaron en

el presente trabajo, estaban conservados en me-
dio de suelo en loruwa de esporss, por lo cual -

tuviceron ue ser rescubradas en los medios s61i
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dos E-3 y E-4 para su desarrollo. El1 procedi--
miento seguido fué: estaundo el medio todavia 1f
quido se vucid en los tubos, inclindndolos de -
tal manera, que presentasen la mayor superticie
de siembra posible. Ya que el medio estuvo sé-
lido, cun una asz de platino flameada se sembré
del medio de suelo ul medio sdélido y se dejé in
cubar en una estufa a 28°C durante 8 dfas, sien
do este el tiempo en ,ue se obtuvo el crecimien
to dptimo. (Para mayor seguridad, todas estas -
siembrus se hicieron por duplicado).

A continuucidn, y para seleccionar --
las cepas m’s activas, se estudid el espectro -
antimicrobiiuno de cada una de ellas, contra di-

terentes gérmenes: Bacillus subtilis, Candida

albicuns, wscherichia coli, Staphylococcus au--

reus y saccharomyces sp. El método elegido fué

el de las estrias cruzudas de Garré o anaxogra-

ma .
Método de Garré (10).-

Je prepara una caja con xelosa simple;
con el usu de platino doblada en dngulo recto -
(un cent{metro) y flumeudu, se arrustran las es
poras de los medios sdlidos y se siembra en tor
ma de una estrfu en un laudo de lu cuju. Se incu

‘ G
La en unm estuta a 39H-57/7C durante 48 horus, --
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que es el tiempo necesario para que el organis-
mo se desarrolle y difunda su principio antagd-

nico en el medio. A continuacidn se siembran

perpendicularmente a la estrf{a anterior, cada u
no de los microorganismos de prueba antes men--
cionados, estos tumbién en estrias, pero mucho

nis angostas (0.5 cm.). La placa se incuba a -
55-37°C durante 24-48 horas, y la actividad se
observa en mil{metros de inhibicidn del creci--

miento de los gérmenes.

e

Extraccidn del antibidtico.- v~

Después de haber seleccionado las ce-
pas mds activas, se procedid a la extraccién --
del antibidtico por medio de agitacidén de los -
medios 1{quidos adecuados, previamente inocula-
dos e 1incubados convenientemente, los cuales de
ben de ser ricos en sustancias indispensables -
para la produccidn del antibidtico, tales como
Carbono, Nitrdégeno, sules minerales, etc. Tam-
bién es de suma importancia el pH del medio, --
yue debe ser ligerwmente alculino, y lia aerea--
cidn, la cual se efectua como se indicd ante——-
riormente, por medio de la agiltucidédn mecdnica -
(en agitadores tipo hahn) de los wmatraces con -

medio 1noculudo (<, L35, 16, 21).
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En matraces Erlenmeyer de 250 ml., --
conteniendo 50 ml. de cada uno de los medios 1i
4Uldus wnteriormente cltados, se inoculd un mi-
lilitro de suspensidn de esporas. Esta suspen-
s1én se obtuvo ruspando con una asa de platino
la superticie crecida de los tubos de cultivo y
agregando 10 ml. de suero fisioldgico.

Los matraces asi{ inoculados, se agita
ron durante 9b horas ua temperatura constante --
(28-5OOC) en una camara cerrada. Cada 24 horas
se hicieron pruebas de actividad por el método-

de los Jdiscos de papel.

Métodos para probar lu actividad de los antibid

ticos.~

Hay diferentes wmétodos pura probar la
actividad de los antibidticos. untre los mds u
sados, que estdn basados en la sensibilidad de
algunas bacterias, se encuentran las pruebas de
dilucidn usando gelosa o medio liyuide; las de
ditusidn en gelosa; lu prueba lineur; el método
de los d1scos de papel; etc. (24).

“n el presente estudio tué usuda la -

prucons de los dracos te puayel, por considerarse
»

,

Ao s eemetiUrd e
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\hétodo de los discos de pupel en placas de
agar (4, .-

bote wétodo es una modificacidn sim-
plificada del método de las copas de Oxford,
descrito por Fleming (7) y wodificado posterior
mente por Foster y Woodruff (8) y por Vicent y
Vicent (27, que cocnsiste en usar discos de pa--
pel tiltro ordinario o bien discos de espesor y
didmetro acecuados (Wathman ho. 1), como los --
que se emplean para las determinaciones de es--
treptomicina (18) en lugar de las copas de me--
tal o vidrio.

El procedimiento seguido consistid en
humedecer un hisopo estéril en una suspensidén -
hecha de un cuitivo viejo del gérmen de prueba,
(B. subtilis); con este nisopo se sembrd unifor
memente la superticie de una placa de gelosa --
simple, la cual se deyé invertida, durante una
hora, en la incubadora a 280C. Posteriormente,
con una pinza flameada se tomaron los discos de
pupel, previumente esteriliczados, y'se humede~-
cieron en ¢l filtrado del l{quido que contenfa
el wuntibr1dtico; « continuacidn se colocaron di-
cnos discos en law placu sembrada unteriormente. <
ESla placa sembradae se colocd invertida en la -

estul'a donde permanecid durante 24 hs.; la acti



'

- 16 - °
vidad observada fué en forma de un halo de inhi
bicidn {lisis) alrededor del disco.

1

Alslamientlo de ustreptomyces.-

Uos métodos fueron ensayados para ais

lar los stireptomyces:

vétodo de las diluciones (24).-

Sv nacen diluciones de la cepa de ---

slreptomyces con agar estéril (1:100, 1:1000, -

1:10 U000, sembrando en placas de &agar, con el
objeto e obtener colonias aisladas, las cuales
se resiembtran en medios sélidos adecuados para
su counservacidn.

Métode Jde Urolittil y Craveri (11).-

*

cOn ulla espatula f'lameada se corta un

peduzo de medlo Que cuntengw ostrejtomyces, este

sednzo en culuciiu en la base del tupdn de algo
dén del tubo yue cuntiene ci wedio sélido, adhe
r:eniolo de tal manera jyue el micelio yuede ha-
Cla aifuera. e Lapa el Lubo susvemente y a con
tinuas:idn e le looilna ligeramente para ,ue de
ente modo Lo espornas queden unitormemente es--
pAUCL il oL Ltutu en coulwciiao dentro de la -
entuln donde permanece haot .o gue e desarrollen

fus SLreplutgeen, 1 Lupﬁn {e .lgudén anterior
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mente usado, puede ser cambiado a un segundo tu
bo en el cual el aislamiento serd mds marcado;
y as{ es posible continuar hasta completar una
serie de tubos con un ndimero cada vez menor de
colonias aisludas. Es pertinente aclarar que di
cho método ha sido usado con bastante éxito en

este trubajo.

Para conocer la actividad del antibid
tico obtenido, se hizo la prueba de Waksman y

Rellly:
Método de waksman y Reilly (31).-

En una caju Petri estéril, se colocan
cantidades conocidas del filtrado estéril que
contiene el antibidtico (1 ml., 0.3 ml., 0.1 ml
0.03 ml. y 0.0l wl.) quedando una caja como tes
t-@gd2. » cada cala se le anaden 10 ml. de gelo-
se siwmple, entriada a unu temperatuta aproxima-
da Jde 42°C, pero todavia en estado lfquido. Se
mueven Jlas cajas suavemente para homogeneie-
zar la mevcle; se dejan enfriar y solidificar,-
se divide la caj)a en tres secciones, y se siem-
bra cida gérmen de prueba en su sector crrespon
Jdiente, usando una asa de platino dobluda en dn
pulo recto, 1inocuiindola una sola vez para cada

, 290 .
tres estrias. Las cagns se lncuban a 37°C, ha--
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c1éndose lus lecturas a las 24 hs. La activi--
daed 8¢ expresa en unidades obtenidas dividiendo
vl voldmen Jdel medio uyregado a la placa, entre

el voldmen del f1itrado esteril.,
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RESULTADOS Y DISCUSION.

Zn ilus tablus 1 y II, se pueden obser
var las caructer{sticus de cultivo de las cepas
en estudlo, & 105 4 y o los b dias de sembradas
En eostns ziszus lublas puede apreciarse gue el
crecirmiento e ias cepus en los dos medios s6l1
405 M-1 y n=4% no presenta una variacién pronun-
ciuda, 0 secua, yue enh los dos medlos wenclonados

el desurrul.c de 1os streptomyces fué semejante

Yo yue el meilo E-% presentaba menos obstdculos
fué el que se utilizé para la conservacién de -
las cepus,

Segdn c.tas tublas, las cepas estudia
ans pucden user clusiticadas en lres grupos: ce-
PAs no-pledentladan, cepas plgmentadas pero  que
no J1lunden ilcho plemento en el medlo sdélido,-
y por dlliko, cepas plgoentadas gue ol a1tunden
SU plgrento.

Lte cepn A-c¢ presentd un plygmento rojl
L0 que se eoparcid en el suotrato; su micello a
drev tué primeto Lianco, torninione completamen
te Lris desnpuds e ocnu dins, i crecinlento en

. . - . ( i 765
ambo. me fion Lol abnndinte. Lan cepas n-b, B=<b
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mb-¢ y 475, no presentaron pigmentacidn alguna ,
y su micelio uéreo 1ué blunco (las cepas A-5 y
473 presenturon en su micelio un color rosado Yy
Verdoso respectivamente). La cepa N pigmentd el
medio de caleé y su micelio fué mxris. Lla cepa -
Ji-T presentd pigmento caté, pero éste no fué -
difundido en los medios sélidos (en medio de ge
losn simple of difundid el pigmento café); el
micelio wéreo fué bdl.nco. La cepa B-12 no cre--
c1é en el medio *-7, y en el medio E-4 su creci
wiento fué ciaul nulo, por lo cual quedé elimina
da

En la table 111 se muestra el espec--
tro untimicrobiano de cuda una de las cepas an-

les citudas, contra cinco gérmenes de prueba di

ferentes: Jaccharomyces sp., Candida alb:cans,-

Bacillus subtilis, staphylococcus aureus y Es--

chericnia coli. Todas las cepas, con excepcidn-

de la 473 (eliminada por no haber presentado --
reaccidn contra ninguno de los gérmenes de prue
b}, mustraron gran actividad contra B. subti--
1is y . albicans. Jucchuromyces sp. fué poco -
sennible o las cepas A-Z2, B-26 y 01-7, pero mos

t1é gran nenoibilldud al antibidtico de las ce-

pns m=Y, mb-< y h. otaphylococcus aureus fué -

resistente a in cepn a-<, no asi a todus las de



- 21 -

mds, hacin las cunles mostré gran sensibilidad.
E. coli fué sensible frente a las cepas A-5, --
B-¢6, 0UI-7 y zb-7, siendo resistente a las ce--
pas A=< y N.

¥n la table No. 1V, se muestra la ac-
tividud de las cepas en cinco medios l{quidos -
diferentes, contrs un solo gérmen de prueba: B.
subtilis, que tué el yue se escoxgid, debido a -
Su sensibilildad a tudas las cepas estudiadas,--
sesdn yuedd usentido en la tabla 111.

vada unw Jde las cepas se probdé (por -
duplicado) en 1os cinco medios l{quidos descri-
tos en el capftulo anterior y, para saber duran
te qué tiempo se alcanzabe la actividad mdxima,
se nizo la prueba de los discos cada 24 hs. Ge-
neralmente el punto culminante de actividad se
encontrd entre las 7¢-96 hs. de agitacidn. Al
aumentur 1w temperatura amblente a 28-300C, el
tlempo ncecesario puru Jar lu mayor actividad, -
s@ redujo o iw mitud,

#1 medio iho. 1 queddé eliminado, debi-
do u que, con excepeldn de lu cepa N, ninguna o
tri cepa -11fundid su principlo activo en dicho-
Tedio.

Los mquup que Jdi1eron mejores resulta

dos tuercn, respectivamente, el medio No. 7, el



ho. 5 y el Ko. 3,

La cepu que fuéd seleccionada para la
obtencién del untibidtico fué lu DI-7, por ha--
ber sido lu wids constunte en las pruebas de ac-
tividad que se llevaron a cabo. Esta cepa fué -
conservada en medlo o-3.

naspundo la cepa DI-T y ugregando a -
las esporas suero ti1si10ldgico, se hizo una sus-
pensidn la cuul T'ué sembrada en u matraz Erlen
meyer conteniendo 90 ml. del medio l{quido No.-
7. 5e de)d ngitando a lu temperatura ambiente -
durante ¢4 ns.; y Jdespués de trunscurrido este-
tiempo, el contenido ael matraz anteriormente -
indicuado, se vacidn en un matraz Erlenmeyer de
1000 ml. el cual conten{a 750 ml. del medio No.
7 enriquecido con laus sigulentes sales : KZHPO4
(3 wrowos), y Eeao4.7ndo (0.0 gramos). Este ma
traz se de)d upitando durante 48 hs. mas en una
cdmara cerrada, con tevmperatu.sa constante de --
28-50°C.,

como el medio No. 7 contiene harina -
de soyn fué dirfcil separar el micelio de la --
purte 1{ uida por mediro Je filtracién y, ademds
se perdf{a lu actividad, por lo cual se procedid
u sepurarlos por centrifuguacidn.

bara ln extraccién final del antibid-
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tico, se trataron separadamente el micelio y el
1{quido con las sustancias siguientes: éter etf
lico, metanol, formol, acetona, acetato de ami-
lo, etanol y ucetato de etilo. El micelio fué
desecnado pués registrd una actividad muy leve.
De la parte l{yuida, el alcohol etflico sdélo ex
trajo una pe,uen{sima parte. El metanol y los a

cetutos no lo extrajeron. La acetona formd un

precipitado ,ue contuvo toda la actividad, y el
ter et{lico fué el gue mejores resultados dié
extriayendo la mayor parte.

5l procedimiento final consistid en a
Justar a pH 8.2 la parte 1{quida clara y adsor-
ber con carbén activado tipo Norita "A" (0.5%),
aglitdndolo « la temperatura ambiente durante u-
na hora. vespués de este tiempo se efectud la -
filtracidén.

£l ndsorbente se mezcld con una canti
dud de etanol (al $0%) igual a la décima purte,
del voldmen original adsorvido. se volvid a fi-
Jor el pH & 8.2 ¥y s¢ agitd otra vez durante una
norn. Como @l antibidtico es de nuturaleza dci-
di, sue procurd conservar slempre un pH ligera--
mente aiceslino parw su mejor extraccidén (22). -
1 elunto se concentré por medio de eviporacion

0
il vaofo aoun temperatura constante de 0 C. Al
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prob.rse su uactividud por el método de Waksman-
Rellly se¢ cncontrd una actividad de 250 U.W.R.
Bl prouductc crudo obtenido fué poste-
riormente puriticuado en el Laboratorio de Micro
biolog{a de ian Zscuelu Nacional de Ciencias Quf

micas e identitficado como Actinomicina. (Fig.l)




Tabla

caracteristicas de cultivo de las cepas estudiadas
(des,ués de incubadas 4 dias;

MELIG -3

MEDIC E-4

FilgTento Figmento
cimientofel mice- Miceiro ! _recimientddel mice-{ Micello
1ic subs-{ aéreo lic subs-| aéreo
tratal tratal
T EIGZNCo .
X0 JC S, Rojo 3lanco
t1t J krisiaceo tt J anc
oS
4 - Blanco + - d;gnco
rojizo
- - - 4 - Blanco
+ - Blanco ++ -- Blanco
+4 Caré Elanco ++4 Caté Cris
+4 - nlanco +4 -- Blanco
Blanco
Tt verdoso t - Verde
. Gris
+ Café ) 4 ;
arillento t Cafe Gris




caracter{sticas de cultivo de las ce

Tabla

Iz

pas estudiadas
(cespués de 1ncubades & dius)
CErAS MEDIG E-3 MEDIO E-4
1'.. ] ) rigmer . .
Jrecizien oﬁlbmento ¥icelio Kreciziento rf? ento Micelio
del zices del mice- ,
; aéreo #éreo
10 s5ubs+y 110 subs-
g tratal tratal
Ch-c | Ro jo Gris caré Oris
A tttt Jo |G Tttt ro 1120
{A—S +1 -- Blanco ++ - Hosado
ib—lc - P - - + -- Gris
‘ Blanco
B-<€ - X -- Blanc
!D Ty grisdceo Tt neo
boi-7 +1+ Café |Blanco ++++ Café Blanco
mb—ci +4 - Elanco +4 -— Blanco
1 clanco v
- - - rd
473 t verdoso T erde
N ++ Ca1é [ris ++ Café Gris




Tabla

11l

Zspectro antimicrobiano de lus cepas estudiadas
(vétodo ae lus estrius de Garr-é,

inhtbici1én en mm. !

EE?AQ HIJHDCHGASISHCS-DE rHUEBA B
Saccnaromy- | Czl.ilda ai- |bacillus sub ptaphylococcus|scnerichia
ces Syp. picans tilis aureus coli

h=-¢ 5 11 2z - -
A=5 15 13 17 14 15
B~26 2 20 15 9 12
01-7 Z 15 18 7 17
mb-2 8 6 10 7 8
473 - - - -- --

N 11 3 16 11 --

- L2




Tabla 1V

Activiaad 2e las cepas contra B. subtilis “versc: medios ligquidos
{mm., de innibicidn por el métode de ._3 arscos)

CLIAD MEDILS DE  CULTIVC
1 p) ) 1 10

ns.) e Te 95 48 72 96 48 T¢ 96 48 72 96 48 72 96

Be26 | == == == | == 15 21 {== 20 20 | == == o= == = -

01=7 l== == = | == 18 23 |-- 17 20 |15 20 25 |- - --

@b-2 |- —= -= | --= 16 16 |-- 19 20 | -- 16 17 |-- 15 15

K |-- 14 15 | -= -= 15 |-= 15 14 |== -= -= |12 14 --

—88 -
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Fig. No.l

cultivo de Streptomyces
(Cepa DI-T7)

|

Agitacidn en wmedio No. 7

l

centrifugacidn
Hicelio¢~r””dﬂf¢t}a\\\\‘\‘*Parte 1{quida

l !

No did actividad Adsocidn en
carbdn activado
(Norita A)
|
v
Elucidn con al
cohol et{lico al
70%

1

Concentrac%dn
al vacfo a 0°C.

]

Eluato concen-
trado contenien-
do 250 U.W.R. de

Actinomicina




Capf{tulo 1V
RESUMEN Y CONCLUSIONES

1.~ Se estudiaron ocho cepas de Strep

tomyces ciasilicadas bajo lus siguientes claves:
I‘\"2| ;\—5' ‘Iﬁ‘la'_), 25-66, 01-7, mb-—Z, 473 y No

J.- Bstus cepas, se conservaron en --
dos wedios sdlidos adecuados para su cultivo: -

E-5 y Z-4.

5.- 36 estudid el espectro antimicro-
blano de dichus cepns contra cinco micrucrganis

mos Jde& prueba: pBacillus subtilis, Candida albi

cans, kscherichia colli, Staphylococcus aureus y

succnaromyces sp. Jos de las cepas unteriormen

te nomuradus (B-12 y 473), quedaron eliminadas,

por no haver jresentado actividad.

4.~ se investigd la actividad de las
Se15 Cepas restantes en cinco medios liguidos,-
denomin dos con los ndmeros: 1, 3, 5, 7y 10. -
ge selecciond e cepa DI-T para la extruccidn -
dei antibidtico.

Dichu extraccién se nizo por udsor---
c1dn de los f1ltrado en c.roén .ctivado (Norita

"A"), y eluc1én posterior con etanol al 70%. El
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eluato se concentrd por medio de evaporacidn al

vac{o, a una temperatura constante de OOC.
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Cap{tulo V

1).

2).

5).

4).

6).

1).
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