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Accién inhibidora "in viiro’ de un
Penicillium Chrysogenum sobre
diversos Mycobacterium

por Hugo Bonfiglioli y Carlos Acufa

LEn un frasco que contenia caldo glicerinado al 5 %, sembrado
con Mwycobacterium tuberculosis, para la preparacion de  tuberculi-
na, observamos el desarrollo, en la superficie, de un hongo filamen-
toso. Nos ilamé la atencién que el velo del Mycobacterium, que habia
empezado o desarrollar normalmente, detenia su crecimiento a un
par de centimetros del hongo y después de pocos dias caia al fondo
sin haber alcanzado su complete desarrollo.

Sospechando que el hongo tuviera alguna accién sobre el Myco-
bacterium, decidimos aislarlo para estudiar sus propiedades.

Lo cultivamos en medio de Czapek, demostrando tratarse de un
Lenicillium  chrysogenum, especie muy vecina del Penicilliimm nota-
tum, diagndstico confirmado por el Dr. Negroni.

Con una suspensién del hongo obtenida de un tubo con medio
de Czapek sembrado una semana antes, sembramos 10 frascos que
contenian 300 ml. de caldo glicerinado al 5 %, con una profundidad
de 1,5 a 2 cm.

Cinco de los frascos fueron incubados a 37°C. y los otros cinco
a 22-24°C. A los 8 dias en todos los frascos la superficie del medic
se presentaba cubierta por un velo de color verde, con algunas zonas
blancas.

A los 16 dias de incubacidn, filtramos el contenido de los frascos
por papilla de papel de filtro y luego por bujia Berkefeld, mantenien-
do separados los cultivados a 37°C. y los desarrollados a 24°C.

Efectuamos controles de esterilidad y los filtrados se conserva-
ron en heladera a 5°C. Denominamos a los dos productos: “Filtrado
estufa” vy “Fitrado ambientc”, rtespectivamente. Ambos filtrados
tenian un pH de 6,8 a 7,0. Con ellos efectuamos las experiencias
que pasamos a describir.

Presentado en la reunién de comunicaciones del 19 de agosto de 1947,
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Experiencia N 1. — Accién mhibidora sobre M ycobucterim
tuwberculosts human(}, "nulento cepa D.’ .

n irascos de L411 yC 5
100 ml. de medio de cultivo 11qmdo estéril y agregamos cantidades
variables del filtrado, cuyas propiedades desedbamos estudiar, en
concentraciones de 0,5 a 7 “%. Todas las experiencias fueron efec-
tuadas por duplicado, con controles sin filtrado para cada seric.

Cada balén fué sembrado con un trozo de velo de Mycobacte-
riwm  tubercidosis humano virulento, cepa D.T., partiendo de un
cultivo de 14 dias en agua de papas glicerinada, colocando en cada
frasco la misma cantidad de material.

Se incubaron todos los frascos a 37°C. durante 6 semanas, efec-
tuandosc una lectura semanal. Todos los controles desarrollaron exu-

¢ la accion sobre Mwycobacterinm tuberculosis, ce-

Mecho de cultivo: caldo glicerinado al 5 %.
Tnhibicién tota! con filtrado ambicnte al 2 %.
Inhibicion parcial con filtrado estufa al 6 %.

Medio de cuitivo: Dorset:
Inhibicién total con filtrado ambiente al 2
Inhibicién total con filtrado estufa al 5 %.

Medio de cultivo: Sauton:
Inhibicion total con filtrado ambiente al 3 %.
Inhibicion muy discreta con filtrado estufa al 7

Medio de cultivo: agua de papas glicerinada al 5 %.
Inhibicion total con filtrado ambiente al 2 %.
Inhibicion tofal con filtrado estiufa al 5 9%.

De acuerdo a esta experiencia consideramos que el filtrado ob-
tenido cultivando el Penucilliwm chrysogenum en caldo glicerinado
al 5 Y%, durante 16 dias, e mcubado a 24°C. y a 37°C., tiene umna evi-
dente accién inhibidora sobre el desarrolio del ]V[ycobacz‘erium tuber-
culosis humano virulento, cepa D.T.

Teniendo en cuenta que el filtrado obtenido a 24°C. revela una
accion muy superior al obtenido a 37°C., en las siguientes experien-
cias sb6lo empleamos el primero de ellos.

Experiencia N° 2. — Accidén inhibidora “in vitro”, sobre ba-
cilo B.C.G.

Esta experiencia fué efectuada wusando “filtrado ambiente”,
conservado durante 3 meses en heladera. La técnica seguida fué idén-
tica a la de la experiencia anterior, empleando solamente 3 medins
de cultivo y concentraciones de filtrado desde el 1 %, hasta el 5 %.
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Usamos una cepa de bacilo B.C.G., facililtada por el Sr. Oyur
zabal.

Medio de cultivo: Dorset:
Inhibicidn total con filtrade ambiente al 2 %.

Tedio de cultive: Agua de papas glicerinada al 5 9%

Inhibicion total con filtrado ambiente al 3 %

Lo

Experiencie N® 3. — Accion inhibidora “mn vitro”, sobre M y-
cobacteriwm tuberculosis humano, virulento, cepa P.N.

FEsta experiencia fué efectuada con filirado ambiente, mante-
nido durante 3 meses en heladera. La técnica empleada fué la mis-

ma ¢

11e er o pvppv{pn_m'a anterior
nNa gue en la experiencia anierier.

Resultados obtenidos:
Medio de cultivo: caldo glicerinado al 5 %:
Inhibicién total con filtrado ambiente al 4 %.

; . ot
Tedio de cultivo: Doraet

Inhibicion total con filtrado ambiente al 2 %.
Medio de cultivo: Agua de papas glicerinada al 5 %.
Inhibicion total con filtrado ambiente al 4 %.

E.xperiencia N9 4.~ Accion inhibidora “in vitro™ sobre 3 veo-
bacterium tuberculosis, humano, virulento, aislado en Ia Seccidn,
(cepa I).

Empleamos filtrado ambiente mantenido durante 3 meses en iz
heladera.

Resultados obtenidos:
Medio de cultivo: caldo glicerinado al 5 % :
Inhibicidén parcial con filtrado ambiente al 5§ %

Medio de cultivo: Dorset:
Inhibicién total con filtrado ambiente al 2 9.

Medio de cultivo: agua de papas glicerinada al 5 7%:
Inhibicidn total con filtrado ambiente al 4 %.

Experiencia N° 5. — Accion inhibidora “in vitro”, sobre 1 yco-
bacteriwm aviwm, cepa 1, de la coleccion de la Seccién.
Empleamos filtrado conservado durante 3 meses cn la heladera.

Resultados obtenidos:
Medio de cultivo: caldo gligerinado al 5 %:

No hay mbhibicion con filtrado ambiente hasta el 5 %5.
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Fotografia N¢ 1

Suspension de Myco. phici y Hongo
(Penicillium)

Fotogratia Nv 2

Suspensiéon de Myco. phlei + extracto obte-
nido a T. ambiente y no calentado. Zona de
inhibhicién de 3,5 em de D.

Incubado a 37°C.
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Fotogratia Nv 3
Suspensién de Myco, phlei -+ extracto obteni-
do a T. ambienle y calentade 30° a 50
Zonra de inhibicién de 3 cm. de D.

Incubado a 37°C.

Tomo X1
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Medio de cultivo: Dorset:
No hay inhibicién con fiitrado ambiente hasta el 5 %.

Medin de cuitivo: agua de papas gheermada al §
No hay inhibicién con filtrado ambiente hasta el 5 .

De acuerdo a estas 5 experiencias es evidente que el filtrado
obtenido de un cultive en caldo glicerinade al § %, mantenido du-
rante 16 dias a 24°C. de una Cepa de Penicillium chrysogenwn aisla-
do por nosotros, tiene una J.CCIOH inhibidora a baja concentracién
sobre el desarrollo “in vitro”, de las 3 cepas de Mwcobacterium tu-
berculosis humano, virulentos, ensayados, y sobre el B.C.G., care-
ciendo de accidon sobre una cepa de Mycobacterium evium, hasta una
concentracién del 5 %.

ACCION INHIBIDORA “IN VITRO” SOBRE MYCORACTERITIAT
SAPROFITOS

Debido a la facilidad y rapidez con que desarrollan la mayor
parte de los Mycobactermm saprofitos, en agar glicerinado al 5 o
i 5 expericicias con el [in de investigar la accion

ltrado ambiente, sobre diversas cepas de My-

ecluamos diversas ex
del Pcnmllmm o del fi
cobacterium saprofitos.

Preparamos suspensiones en agua destilada de Mvcobacterium
cultivados durante una semana a 37°C en papa glicerinada Las sus-
pensiones fueron agitadas en un frasco con perlas de acero para
homogeneizarlas.

Preparamos una serie de cajas de Petri con agar glicerinado a!
5 % en el cual habjamos mezclado previamente 0,5 ml. de la suspen-
sién acuosa del Mycobacteriwm que desedbamos estudiar, mantenién-

dola a 45°C. De esta manera obtuvimos una suspensién lo mas ho-
mogenea posible

Experiencia N 6. — Accion inhibidora sobre Mycobacterium
phiei.

a) Siembra en agar glicerinado al 5 %, de acuerdo a la técnica
enunciada. Al mismo tiempo se sembrd el Penicillinm en la parte
media del agar, como para la obtencién de colonia gigante y se incu-
b6 a 24°C.

A los 6 dias se observa abundante desarrollo del Mycobacterium,
menos en una zona de 1 cm. alrededor del hongo, en que la inhibi-
ci6n es completa.

El Penicillivmm desarrolla bajo forma de cultivo blanco velloso,
con escasa fructificacién. (Fotografia N? 1).

b) Siembra en agar glicerinado al 5 % con la téenica anterior.
Fl filtrado fué colocado, en cantidad de 2 ml. en un cilindro cen-
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tral de vidrio, en la parte media del medio de cultive. incubacidn a
°C.

A los 4 dias se observa abundante desarrcllo del Mycobacie-
ram, menos en una zona de 3,5 cm. de didmetro, donde la inhibicidn

es total. (Fotografia N° 2).

-
7/

(@8]

¢} Siembra en agar glicerinado como las anteriores. En el ca-

lindro central colocamos 2 ml. del filtrado, calentado previamente
durante 30 minutos a 50-52°C., en ampolla de vidrio cerrada a la
llama y a bafio de maria.

Fste easayo fué efectuado al mismo tiempo que el anterior y a
los 4 dias se observa abundante desarrollo del Mycobacterium con

una zona de inhibicidén de 3 cm. de diametro. (Fotografia N 37.

o
£

o 1a

d) Efectuamos un ensayo comparando en la misma Mtja

Petri la accién del filtrado ambiente v de la penicilina bruta, prepa-
rada por el Instituto bauenoioulcU “Malbran”, mcubando a 37°C.
El filtrado produce i 1 ! 10 > (Fo-
tografia N° 4).

Experiencio N° 7. — Accién inhibidora “in vitro” sobre Myco-

bacterium sp. 51.

Con la mismia iécuica anter
cepa de Mycobactemwn sp. N? 51, de
golo. Se incuba a 37°C

A los 4 dias se observa una zona de inhibicién de 4 cm. de dia-
metro. (Fotografia N° g).

En otro ensayo efectuado hemos comparado la accion de nues-
tro {iltrado y de la penicilina bruta del Instituto Bacteriologico so-
Lre la misma cepa. Se observa la accion inhibidora de nuestro [fil-
trado y la accién nula de la penicilina: (Fotografia N¢ 6).

De acuerdo a estas experiencias es evidente que el filtrado ob-
temdo cultivando el Pemutlzmmc/w'vammm en Calao ghcermddo al
c a 24°C. durante 16 dias, revela una -

5 /U’ a 24 . GQur )
sobre las dos cepas de Mycobacteriwm Sap1of1tos msavados
Ademis se demwestra que la temperatura de 52-55°C., manteni-

da durante 30 minutos, mantiene malterada esa propiedad.

O aa 1
r

Experiencia N© 8. — Accidén “in vitro” sobre diversos gérmenes.

Efectuamos diversas experiencias con el fin de estudiar la ac-
cién del filtrado sobre diversos gérmenes: Staphylococcus aurens
cepa 209, Eberthella tiphy, Bacilo coli fecal v Shigella dysenteriae.

Las siembras fueron efectuadas en cajas de Petri con agar cal-
do, colocando el filtrado en el cilindro central. Incubacidn a 37°C.
durante 48 horas. Solamente se observa una zona de inhibicién en
los cultivos de Staphylococcus aureus.

Otro ensayo efectuado empleando ¢l filtrado calentado 30 mi-
nutos a 52-55°C. revela una zona de inhibicién evidente, aunque algo
menor .que con el filtrado no calentado.

Tome XIII
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Staphytococcies

i ¥ I
z‘phy Coli fecal y S%zghella dysem‘erzae
Experiencia NY 9. — Accidn bactericida sobre MM ycobacterium.

Con el fin de investigar la accidén bactericida del filtrado sobre
diversos Mycobacterium, efectuamos la siguiente serie de experiencias.
En 1o ml de filtrad

a4 f

5t
dias en papa glicerinada al 5 %, de [ycobacz‘emum tuberculosis hu-
mano virulento, cepa D.T. Se mantiene la suspensién en un tubo a
fﬂmperatura del laboratorio, y cada 24 horas, durante § dias consecu-

tivos, se siembran cuatro tubos de medio de Lowenstein con 0,5 mi.
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5 gr. de un cultivo de zo
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cada uno de la suspensibn, lavando previamentie ios bacilos dos ve-
coa ecoin ammin dectilada erZot oo UTitl g RN c
CeS COI1 agud destilada cotcu}, paia eliminaz todo el antibidtico Se
efectian al mismo tiempe controles reemplazande el filtrade por

Experiencias similares se efectuaron ensavand(} Ia accidn del
filtrado sobre el Mycobacterium phlei v el Mycobacterium sp. cepa

5I.

En todos los ensayos efectuados con las tres cepas, los tubos
sembrados mostraron abundante desarrollo de los Mycobacterium,
hasta después de haber estado los bacilos en contacto con el filtrado
durante 5 dias, no observandose diferencia alguna con los tubos con-
troles. La observacion fué prolongada durante 1 mes, manteniéndo-
se los tubos a 37°C.

Ademas los bacilos no mostraron ninguna alteracién en sus ca-

racteres murfolomcm microscépicos ni en sus DIOUILd&dG» tintoriales.

En consecuencia, de acuerdo a esta serie de experiencias, pode-
mos afirmar que el filtrado obtenido cultivando el Penicillium chryso-
genum en caldo glicerinado al 5 9% durante 16 dias a 247C. carece
de accion bactericida sobre los Mycobacterium ensayados.

CONCLUSIONES GENERALES

Hemos aislado una cepa de Penicillivsn chrysogenwm, que, cul-
tivado a 24°C. durante 16 dias, en caldo glicerinado al 5 %, produce
una substancia filtrable por bujia Berkefeld y que tiene accién in-
hibidora . “'in vitro”, a baja concentracién. Sobre 3 cepas de Myco-
bacterium tuberculosis humanos virulentos, sobre el bacilo B.C.G. y
sobre dos cepas de Mycobacteriwm saprofitos.
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mismos Mycobacterium.

El prodiucio conserva gran parte de su actividad después d
icntado durante 30 minutos a §2-55°C.

También manifiesta actividad inhibidora contra el Staphyiocoe-
cus aurews cepa 209, hasta después de calentamiento previo, du-
rante 30 minutos a 52-55°C.

El {filtrado carece de accion inhibidora sobre las cepas de Ba-
cilo Coli fecal, Ebertheila tiphy vy Shighelle disenteriae ensayadas.
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