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Accion de la gramicidina (Dubos) sobre el
bacilo diftérico

Per ef Dr. CESAR E. PICO

En 1939 describe RExn® J. DuBos un bacilo, aislado del suelo, que
tieme la propiedad de producir, especialmente en medios liquidos,
una substancia bactericida para una serie de bacterias gram posi-
tivas y que, debido a ello, ha sido denominada « gramicidina ».

Kl bacilo de DuBos posee los siguientes caracteres: Hs mdévil, es-
porulado (esporo terminal), gram positivo en los cultivos jévenes.
Mide 4 X 0,5 1. Desarrolla bien en medios peptonados; en caldos
de amplia superficie forma gruesas particulas que luego desapare-
cen, al eabo de 3-5 dias, por autolisis celular. Entonces queda en
el fondo un residuo constituido especialmente por esporos y cilias
bacterianas. En los medios azucarados y peptonados, el bacilo de
Dusos no produce gas; alealiniza fuertemente el liguido (hasta pH
9) lo que, tal vez, enmascare la produccién concomitante de acidos
en los medios azucarados. No se puede comprobar, en efecto, la
producecién de 4dcidos en cultivos a los cuales se ha afiadido ara-
binosa, dextrosa, duleita, inulina, lactosa, manosa, manita, rhamno-
sa, sacarosa, salicina, sorbitol o xilosa. Tia leche tornasolada queda,
asimismo, alcalina.

Este bacilo licua la gelatina. Sobre placas de agar-sangre pro-
duce una hemolisis difusa. Forma H,S en agar acetado. Da abun-
dante catalasa. El «test» de VoaES-PROSKAUER es negativo.

PREPARACION Y CARACTERES DE LA GRAMICIDINA

Como hemos dicho, el bacilo produce una substancia bactericida
cuya preparacién y propiedades son las siguientes:
Se siembra el bacilo sobre un medio que contiene:

Bacto-triptona (Difeo.) ........ .. ..., 1 % 3
CING ooiiiininiiineontiinae o eanans 0.5 % }. pH 7.
Agua corriente. J
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Se esteriliza una vez distribuido en balones que permitan una
gran superficie sobre una altura que no debe pasar de 2-3 cm.

Al cabo de 72 h. de permanencia en el termostato a 37°C, casi
todas las células se han autolizado. Se filtra entonces el cultivo ¥
se lleva el liquido a pH 4,5; el precipitado se recoge en un filtro
v se redisuelve en aleohol 2 95° (20 cm® de aleohol para el pp. de
un litro).

La cantidad de precipitado que da un litro de cultivo alcanza
aproximadamente a 0,1 g (*).

Si se quiere conservar durante mucho tiempo conviene guar-
darlo en estado seco y en el vacio. Para efectuar los ensayos se
diluye la soluecién alcohélica en agua en la proporcién de 1 a 10;
a partir de esa primera solucién se pueden obtener diluciones ma-
vores en agua aleoholizada al 1/10.

El prinecipio activo —la gramicidina — no dializa por colodion
v disminuye su poder bactericida si se lo filtra por bujias de Ber-
KEFELD V. Pasado a través de filtros menos porosos lega ineluso
a perder su actividad.

Es soluble en aleohol, como se ha dicho, y también en acetona,
dioxana, piridina y 4cido acético glacial; es insoluble en agua, elo-
roformo, éter, éter de petréleo, benzol y teluol.

No da reacciones de proteinas, grasas, esteroles e hidratos de
carbono. Su constitucién guimica, atin no bien establecida, corres-
ponde a la de 4cidos aminados. Da 12,5 % de nitrégeno.

Segtn Dusos la gramiciding acttia sobre bacterias gram positi-
vas y no sobre las gram negativas. En sus publicaciones se refiere
a una aecidén evidente sobre neumococos, estafilococos y muchas ra-
zas de estreptococos, bacterias a las cuales suspende en solucién
«buffer » a pH 7,6 y a una concentracién de 10.000 millones por
em®, Dichas suspensiones son esterilizadas mediante la adicién de
cantidades variables de gramiecidina que oscilan entre 0,01 y 5 mg.
También relata DuBos experimentos tn vivo donde se demuestra la
proteceién ejercida por la gramicida contra la infeccién neumoedeci-
ca de los ratones blancos.

El empleo de la gramicidina en terapéutica consiste, hasta ahora
¥y segtn nuestras referencias, en la euracién de mastitis epidémicas
del ganado bovino.

(*) Este pp. puede purificarse lavéndolo sobre el filiro com agua; pero
mejor es la téenica siguiente propuesta por DuBos y que hemos seguido en
nuestros ensayos: Se diluye la solueién alecohélica en agua al 1/10; esta di-
Tucién se rediluye en solucién de CINa al 10 /005 8l cabo de un rato la gramieci-
dina precipita. Se recoge el pp. sobre filtro de papel, se seca y se redisuelve
en aleohol a 95°. Con esta solueién se efectian los ulteriores emsayos.
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NUESTROS EXPERIMENTOS SOBRE EL BACILO DIFTERICO

En presencia de esos antecedentes resolvimos nosotros estudiar
la accién de la gramicidina sobre diversas bacterias gram positivas.
La presente comunicacién se refiere a nuestros ensayos con el ba-
cilo de LOEFFLER.

Siguiendo la téeniea deserita preparamos una solucién alcohdlica
de gramicidina que contenia 0.005 g por ecm?. Para nuestros ensa-
yos empleamos dicha solueién diluida en agua al 1/10. Afadiamos
esta solucién sobre suspensiones de bacilos diftéricos (1 em?® con
5.600 millones de gérmenes). A dicha concenfracién todas las ece-
pas que usamos, en namero de 62, fueron completamente esterili-
zadas al cabo de 24 horas de contacto a temperatura ambiente.

Para medir el grado de sensibilidad utilizamos diluciones mayo-
res hasta obtener el limite de actividad. Segln nuestros experimen-
tos, 0.00005 g de gramicidina matan las suspensiones de bacilos dif-
téricos en 24 h. de contacto.

Solamente 3 cepas no fueron completamente esterilizadas en ese
lapso.

Los resultados pueden verse en la tabla I, en donde 0 signifcia
ausencia de desarrollo; 4+ — muy escaso desarrollo (de 1 a 5 colo-
nias); +- = desarrollo regular, pero siempre muchisimo menor
que los testigos.

Como se deduce de esos ensayos no todas las cepas son igual-
mente sensibles a la gramicidina, aunque la accién de esta substan-
cia se manifiesta visiblemente en todas atin después de un contacto
de 2 horas a temperatura ambiente.

Investigamos también la relacién que pudiera existir entre el tipo
de bacilos — gravis, mitis e intermedius — y la sensibilidad de las
cepas. Segfin nuestras observaciones la mayor resistencia acusada
por ciertas cepas mno tieme nada que ver con el tipo a que perte-
necen,

Las ecolonias resistentes, por otra parte, no presentan diferencias
morfolégicas con las originales, ni tampoco se advierten modifica-
ciones en el aspecto ¥ comportamiento al gram de los bacilos.

Hemos logrado, no obstante, acostumbrar los bacilos a la gramici-
dina sembrindolos en agar con pequefiisimas cantidades de dicha
substancia. Para esto extendiamos sobre la superficie de un tubo
de agar 1 ansa de la solucién alcohdlica original y luego efectuaba-
mos la siembra. Después de sucesivos pasajes — bastan 5-6 — se
comprueha un aumento considerable de la resistencia frente a la
accién bactericida de la gramicidina. Hsos ensayos nos permitieron
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TaBra Y
Cepa 2 h. 24 h. Cepa 2 h. 24 h.
708 ... ... + 0 2138 ... ... .. 09 0
706 ........... 6 0 2154 ... ... -+ [}
254 ... ... .. + 6 2105 .......... + ]
250 ... ... ] 0 2148 ... . ... -+ 0
258 ...l ++ 0 2196 .......... + 0
265 ... + ] 2191 ... ... + 4 0
259 ... ... ++ 6 2137 ... +-+ ]
250 ... + 4+ 6 2573 ... + i}
253 ... +4 8 2568 ... 8 0
256 ........... ++ 9 2574 ... .. ++ i)
264 ... ... +-+ [ 2583 ... .. ... ++ 0
268 ... .. + 6 2562 .. ..., .. + ]
252 ... 4+ 9 2579 ... ... ++ ]
266 ........... + 9 25796 ... ... ... + ]
2125 ... ... + 0 2681 ... -+ 0
2147 ... + 8 2561 ... ... -+ 8
2119 ... .. f ] 2571 ... ... ++ [}
2113 ... .. + - 9 2566 .......... 9 ]
2197 (... -+ 9 2559 ... 6 0
2153 ... ... + ] 2395 ... ++ ++
2136 ........... ] 9 2496 ... ... ... + 0
211 o ++ 0 2461 N ....... ] ]
P ++ 6 2394 N ....... 6 0
2108 ... + ) 2466 ........ .. + i}
2103 ........... —+ 4+ (] 2461 A ........ +'+ +
2151 ... + -+ 0 2463 A ........ ] 90
2142 ..., ... + bl 2457 A ... ... ] (]
2192 ... ++ [ 2452 W ....... ++ +
2139 ... + - ] 2453 N ....... 0 ]
2110 ... + 0 2455 A ... ... .. 0 9
LPB ........... i 0 2556 N ....... (] 0
i} significa ausencia de desarrollo;
- > muy escaso desarrollo;
44 » regular desarrollo.
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TasLa IT
L Resultado
Ne (cepa) antes)
1° 90 g0 40
62 708 (Gravis) — p. e. e +
42 706 (mltls) —_ » » -+
51 PWLPB — » +
66 708 0.00005 gr. » 0 6
19 706 » » 0 0 9
54 PWLPB > » 0 0
(Contacto simul-
tdneo)
965 708 — e +
995 706 —
974 PWLPB — e
935 708 0.00005 gr. p. e. e e -+
968 706 » > » » N
936 PWLPB > » » »

Los cobayos 968 y 936 murieron al 14 y 17 dias de la infeccién, respectivamente

ademas comparar la sensibilidad del bacilo de LOEFFLER con la de
otros gérmenes gram positivos. En efecto, mediante esa téenieca, el
bacilo diftérico demostré una acusada sensibilidad en el primer
cultivo, sensibilidad que no poseian los estafilococos, estreptococos
y diplococos de la coleccién existente en la seecién Vacunas de este
Instituto.

También hemos efectnado experimentos en vivo. Infectamos co-
bayos por via subcutdnea con suspensiones bacilares lavadas y a la
dosis de 1 em® una suspensién total de un cultivo de 24 horas en
agar en 10 cm?® de solucidn fisiolbgica. )

Un em? de esta dosis infectante se mezelé con 0.00005 g de gra-
micidina. La mezcla se efectué ora con 2 horas de anticipacién,
ora simultaneamente, es decir, en el momento de la inoculacidn.
La misma dosis de gramicidina se inyecté durante 3 dias sucesivos.

Los resultados pueden verse en la tabla II.

Advertimos que, a titulo de curiosidad, estudiamos la accién de
la gramicidina sobre la toxina diftérica, pero no obtuvimos ningtn
resultado.
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CONCLUSIONES

19 La gramicidina de DuBos esteriliza suspensiones de C.
diphteriae, a la dosis limite de 0.00005 g para una concentracion de
5.000 millones de bacilos por em® en solucién fisiolégica, a tempera-
tura ambiente y en el lapso de 24 horas de contacto. Sélo algunas
cepas —el 4,8 % de las ensayadas — manifestaron alguna resisten-
cia frente a esa dosis.

29 La sensibilidad del bacilo diftérico frente a la gramicidina
es notable, segiin resulta de los ensayos comparativos con cepas
diversas de estafilococos, estreptococos y diplococos gram positivos.

3% Se logra mediante pasajes sobre cultivos con gramicidina
acrecentar visiblemente la resistencia del bacilo de LorEFFLER con-
tra la acecién bactericida de la gramicidina.

4?2 La gramicidina actia 1n vivo frente a la infeccién experi-
mental diftérica del cobayo.
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