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TUDIO DE ALGUNAS VARIABLES

Por OSVALDO M. REPETTO y FERNANDC WIODERN

En el estado actual del conocimiento que se tiene acerca de la
accién oligodindmica de la plata, ésta constituye un hecho sufi-
cientemente comprobado por diversos investigadores en varios pai-
ineluyendo entre ellos al nuestro, gracias a los trabajos de
Sordelli, Wernicke, Modern, de la Barrera y Dortzenbach. Aquue
su mecanismo, nos es desconocids, ha quedado establecido que el
efecto es debido a la presencia de dicho metal disuelto al estado
iénico.

La mayoria de los trabajos publicados fueron levados a eabo,
utilizando la plata al estado metdlico sea en forma de laminas,
hilos, barras, sea depositandola sobre diversos soportes (paredes
del recipiente, lana de vidrio y bujias de material ceramlco) o bien
disolviéndola por la accién de una corriente eléetrica. Como estos
métodos, a excepeién del Gitimo, meorporan al medio cantidades
de plata desconocidas, cuya determinaciéon se ve grandemente di-
ficultada por su pequefiez y teniendo en cuenta que el efecto bac-
tericida es debido a sus iones, en nuestras experiencias la fuente
e plata fué una solucién valorada de su nitrato, solucién que luego
neontramos fué utilizada ya por Gibbard en sus experiencias com-
parativas entre esa fuente y anillos plateados, obteniendo dicho
autor resultados andlogos.

La accién oligodinamica, depende de diversas variables, cono-
ciéndose algunas de cardcter fisico, como el tiempo y la tempera-
tura, con las cnales varia en el mismo gentido, otvas de cardcter
guimico, para las cuales se desconoce si el fendmeno es puramente
tal o bien fisicoguimico; entre estas ultimas probablemente caigan
las influencias debidas al ntimero de gérmenes.

En nuestras experiencias las dos primeras variables, fueron fi-
jadas (el tiempo en una hora y la temperatura en la ambiente,
esto es préxima a 20°). En estas condiciones fué estudiado el

efecto de las otras variables mencionadas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Empleamos en nuestros ensayos la &sehes v
eultivo sobre agar estria, del cual sembribamos en caldo, utilizan-
do el mismo a las 24 horas de incubado a 37°. Hste cultivo posee
un numero de gérmenes aproximadamente constante del orden de

ios 4 mil millones por em® La suspensién obtenida se diluia suce-
sivamente en el momento de usarla hasta alcanzar unos 4000 gérme-

nes por em?®; agregandose de esta solueidn 1 em?® a tubos de ensayos
que ya contenian 9 cm® de solucion de plata y otras sustancias. Kl
nimero final de gérinenes es entonces de 400 por em®.

Lios tubos eran agitados convenientemente, dejandolos estar du-
asional, al cabo de la enal, se deter-
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rante una hora con agltacw
ie Peatri. Se

minaba el nGimero de gérmenes por sioml
empled siempre un testigo con gérmenes sin plana
r busear la econcentracién minima de lones plata,
que impide totalmente el desarrollo de los gérmenes, en agua desti-
lada v en la cantidad mencionada, en las condiciones fijadas anfe-
riormente.

Los resultados encontrados en varios ensayos y en dias distintos,
se resunien a continuacién:
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Todas las experiencias coineciden en la inhibicién total del des-
arrollo cuando la concentracién aleanza a ser N/millén en iones
plata; cuando se hace 10 veces menor presenta una aceién mani-
fiesta a excepcién del ensayo hecho con 600 gérmenes por cm?, ya
que desarrollan el 100 % de los gérmenes colocados; probablemente
a méas del error del método, haga sentir su efecto el ntmero de
gérmenes. Podemos sacar de aqui, atn operando dentro de un
cierto margen en el nimero de gérmenes, que hasta unos 600 por
cm?, actiia en forma total la concentracién citada.

Partiendo del dato encontrado, pasamos a estudiar la influencia
de diversas sustancias sobre la aceidn oligodinidmica. Para ello la
concentracién final en iones Ag a excepcién del testigo fué siempre
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normal millonésima; se empleé ademés otro testigo Unicamente con
gérmenes v plata.

A pesar de gue se utilizé como indicador de la accién oligodini-
mica la Hscherichia Coli especie que ofrece resistencia a la auto-
depuracion cuando se le suspende en agua desprovista de sales, esa
registencia no es grande, ya que se encontrd disminueidn al rea-
lizar el recuento por dilucién y siembra, inmediatamente de hacer
Para obtener valores comparables, el re-
a la hora.

la dilucién y a la hora.
cuento se hizo por dilucién y siembra de la suspensién
Desgraciadamente los valores que hemos encontrado no pueden con-
siderarse sino aproximados, yva que coincidimos con Schioppa, en
la imposibilidad de mantenerse en el manejo de las masas de gér-
menes en valores constantes; dicho autor encuentra también ve-
duceidén notable del numero de gérmenes en las aguas desprovistas

ricag llegando en algunos casos a la hora hasta
directamente el efecto del agua destilada sobre los

1 de los mismos, éstos dejaban
vilidad ser lavados
suspenchdos nuevamente en agua
destilada. HEl hecho de haberse obtenido valores mayores
recuento por turbidimetria que por dilucién y siembra, comprueba

gérmenes, se cultivd una cepa m

movi
ver una pérdida casi total de 1z mo de

con agua destilada, centrifugados y
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Tratando e
puesto de ser aditivo con respecto a la accién ohgodmamlea el tes-
tigo para los gérmenes se mantuvo en las mismas condiciones de
Lios resultados obtenidos se resumen a con-

)
10,
e

temperatura y tiempo.
tinuacién :
Sales minerales (ClNa , Cl,Ca) el efecto inhibidor se hace visi-
cuando su coneentracién alcanza a ser N/100.
Aminoscidos (glicocola) el efecto inhibidor es poeo apreciable.
Hidratos de carbono (glucosa, almidén) si bien el efecto inhibi-
dor es débil, cuando se alcanza para el almidén una concentracién

del 2,5 % aquél se hace neto, aungie no pasa de la ferecsra parte

ble reecién

del ntimero original de gérnienes desarrollados.

Colorantes: El efecto inhibidor es poco notable, empledndose log
mismos en concentraciones finales que no ejercen influencia directa
apreciable sobre los- gérmenes (1 en 10.000). No se observan di-
ferencias de importancia entre los dispersos molecularmente en agua
(rojo eresol, rojo fenol) y los coloidales (rojo congo, congo rubi).
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Suero mormal de caballo. — La aceién inhibidora es meta, aumen-
tanao eon la concentracién del mismo en el medio. Hg visible cnan-
do aleanza a 1 en 10 mil, observandose la inhibicién total de la
aceibn oligodindmica, euando llega a 1 en 100.

Este comportamiento se observa mejor en el grafico (I), donde
se expresan en abscisas la concentracién final del suero y en
ordenadas el porcentaje de gérmenes gue desarrollan.
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Como puede verse, a partir de la concentracién de 0,01 en gue s
pone en evidencia la inhibicién, la curva asciende rapidamente.
Estos resultados estan de acuerdo con los encontrados dltimamente
por Gibbard (1937), ya que en una publicacién anterior del mismo

autor (19338), los resultados son opuestos: Pilod y Codville (1932)
lo afirman para la peptona, albfimina de huevo, suero sanguineo, en
la aleeién oligodindmica por el cobre y Leitner (1930) para la
plata. Por otra parte, Liausch (1938), propone el reemplazo del
fenol por plata en ciertas condiciones para la proteccién de los
SUETo8.

El efecto inhibidor por el material rieco en proteinas, ha side
comprobado por uno de nosotros, en ocasién de probar la eficacia
en el lavado de carnes, mediante agua activada por electrdlisis en-
tre electrodos de plata. Si bien se observé una disminucién muy
grande del ntmero de gérmenes presentes, el proceso era incapaz
de darle una proteccién apreciable a las carnes asi lavadas. In-
dudablemente la fijacién de la plata por las proteinas impide su

aceién ulterior.

Vol. XI, N 2
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Como el suero consutuye un material eomplejo, para estudiar

una proteina pura, la sueroalplmina de
a cual se hizo una solucién al 1 % esteri-

I
id u\/uluu. 8¢ T

cabalio cristalizada, de

[ -

o | | G | 4
0,1 % N/millén 590 57
0,01 » » 160 10
0,001 » » 10 1
0,0001 » » 0 0
0,00001 » » 0 0
0 > 0 0
G O 1.030 100

[4°3
w

El comportamiento es analogo al del snero, ya que si hien é&ste
parece ser mas activo a igualdad de concentracién proteica, debe-
s tener en cuenta que el namero de gérmenes para la sueroalbt-
mina es muy superior al empleado para el estudio con el suero
normal de caballo, que fué de unos 200 por cm3.

Si suponemos que el efecto inhibidor de la albtmina sea debido
a la fijacién de los iones Ag por combinaciéon quimica, unién que
estard a cargo de la fraccién proteica ionizada negativamente, dicho
efecto serd mayor cuantc més alta sea la concentracién de los iones
Prot. presentes en el medio.

Bl aumento de [Prot.-] lo podemos lograr a temperatura cons-
tante aumentando el pH por exigirlo asi la relacién que rige el

) [Prot.~] [H*] B
[Proteina) -

En efecto al disminuir [H*] aumenta [Prot-] y disminuye
[Proteina] o sea el equilibrio se desplaza de izquierda a derecha

Proteina = Prot.~ 4+ H*

la concentracién de iones Prot.~ ird en aumento y por lo tanto la
capacidad de combinacién con los iones Ag.

Sacamos de aqui que a medida que se ascienda en la escala de
pH el efeeto inhibidor serd mayor.

Para verificar estas conclusiones se empled la concentracién final
de 0,1'% en albimina, que es la que produjo en el ensayo preli-
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minar una inhibicién del 50 %, adecuada para nuestros fines. Se
adiciond cantidades diversas de dcido y bhage y solneidn de Ag hagta

que su concentracién era N/millén. Los resultados encontrados se

vaguimen 3 continuacidn:

»H Ag. %7, desar, pH Allyim, Ag. % desar
2,7 0,1 9% | N/millén it} 4.0 0,1 9% 1 N/willén 25
3,0 » 2 5,3 » » 44
3,7 » » 28 6,5 » » 42
6,6 64 8,8 S 51
8,1 » » 67 6,8 » 49
8,6 > > 94 7,6 . » 90
9,05 » » 36 8,2 > > 38
7,6 0 > 0 7,5 0 > 0
7,6 0 0 100 7,5 0 0 100

Tios dog fltimos tubhos eorresponden a los festigos, esto es sin
4
! 1min nlata.
Representando graficamente estos resultados dan curvas que as-
cienden eon el pH, presentando algunas variaciones atribuibles a
errores del método (II).
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Los mismos confirman las consideraciones anteriores, aungue pro-
bablemente el fendmeno sea més eomplejo; aparece el efecto inhi-
bidor como debido a la eliminacién de los iones Ag por combinacién
de la proteina disociada en su fraceién acida, aumentando por lo
tanto con el pH.

Para descartar esas diferencias como causadas tinicamente por la
acidez del medio, se llevaron a cabo diversas experiencias de desarro-
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o en funcién del pH, no obteniéndose un pH 4ptimo del mismo
8ino una zona de mayor desarroiio que va de pH 6,2 a 7,4 Los
diversos pH se lograron empleando mezelas buffer de fosfatos mono
¥y disodicos M/15; 2 cm® en total para 20 em® de medio.
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oligodindmica de la plata
Schioppa (1933) en sus experiencias, encuentra que ella no ejerce
influencia. Si se tiene en cuenta, que dicho autor utilizé probetas
plateadas, es decir una fuente de plata no limitada, sus resultados
no pueden compararse con los nuestros ya que la fuente de plata
en nuestros ensayos fué siempre limitada.

Se empled el método siguiente:

Partiendo del cultivo de Coli en agar estria, se sembré en 10 em3
de caldo, ineubado 24 horas a 37°; pasando nuevamente a igual

se sx\,mbraﬂ 3 em® de eultivo obte ido para c-.a.da‘ 200 cm?® d_e Qalqo
previamente llevado a la temperatura de inc‘abacién, empleandose
el cultivo a las 6 horas. Se centrifuga rdpidamente, lava el residuo
dos veces con agua destilada estéril empleando cada vez 14 del
volumen primitivo del cultivo, centrifugando y suspendiendo en
50 em?® de agua destilada estéril.

En tubos de centrifuga se eolocan 9 em?® de la suspensién obtenida
agregando 1 em?® de las soluciones de plata de diversas concentra-
ciones o sea que éstas quedardn diluidas al déeimo. Durante est
agregado se agitan los tubos para evitar acumulaciones locales de
plata. Se deja estar una hora, con agitacién ocasional, sembran-
dose entonces en cajas de Petri.

Se centrifugaban los tnhos, reservandose e
para ensayar sus propiedades oligodinmicas,

El recuento de la suspensién original se hacia por dilucién ¥y
siembra en cajas: para operar en condiciones semejantes este re-

cuento se hacm a la hora de obtenida la suspensién.
Los resultados se resumen a continuacion:

No de gérmenes Ag Ag. Az Ag.
por ems? N /100 N/1.000 N /10.000 N /100.000
100.000.000 0 0 0 opalescente
120.000.000 0 0 0 »

2.000.000.000 0 0 8.000 »

3.000.000.000 0 0 incontables »

Se observa, que con el aumento del nimero de gérmenes, au-
menta también la concentracién de Ag necesaria para impedir to-
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talmente el desarrollo de los mismos; esto es, debe alcanzar a la
concentraciéon de N/1.000 a N/10.000.

Sin embargo el liguido sobrenadante, permite wuna dilucién en
algunos casos alta sin perder sus propiedades oligodinédmicas. Pa-
receria ecomo si al aumentar el nimero de gérmenes presentes, fuera
necesario para impedir el desarrollo en gn totalidad, una cierta
concentracién en iones Ag en ¢l medio sin que dicha eantidad sea
fijada por los mismos. Asl en ensayos llevados a cabo con una
concentracién insuficiente de plata, que permite un clerto desarro-
1lo, en los sobrenadantes se observa accién oligodinamica neta.

Agradecemos al Dr. Sosa sus oportunas indicaciomnes.

RESUMEN Y CONCLUSIONES

1) Se esin "U
ohigodinamica de
Escherichia Cole,

4) Kl suero normal de cabailo :y ia aipuiiiiig Cf

oligodinamica. Para la alblimina, se encontrd que dicho efecto au-
menta con el pH, manteniendo constantes todas las etras variables.

3) Lia concentracién de iones Ag, necesaria para impedir to-
talmente el desarrollo depende del ntmero, de gérmenes. De
N/1.000.000 para unos 600 gérmenes llega a N/1.000 para 3 mil mi-

Nones, deiando actnar uns hors
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