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Estudios sobre la accidon antibidtica de las
protaminas e histonas

II. Modo de Accién.

por P. Negroni e l. Fischer.

En un trabajo anterior?!) comunicamos nuestros estudios so-
bre la accidon bacteriostatica y bactericida del sulfato de protamina
y de la histona obtenida de los ntcleos de hematies de pollo, sobre
diferentes bacterias gram positivas aerobias y anaerobias y sobre
bacterias gram negativas. En esta oportunidad exponemos el resul-
tado de nuestras imvestigaciones tendientes a aclarar el mecanismo
de accidn de estos antibidticos, para lo cual estudiamos la influen-
cia de la concentracién bacteriana, de la edad del cultivo, del tiem-
po de contacto, de la composicién del medio de cultivo utilizado, asi
como la de diversas substancias adicionadas como ser: extractos
bacterianos, fosfatidos, colesterina, urea, guanidina, plasma y hema-
ties. Expondremos sucesivamente cada una de estas experiencias y
el concepto final sobre su mecanismo de accién.

1) Influencia de la concentracién bacteriana (de la cantidad de
sieinibra ).

Las siembras, como las experiencias que a continuacion se de
tallaran, fueron efectuadas con la cepa sensible de estafilococo blan-
co (n® 54) y con una cepa de Lactobacillus acidophilus (n® 83). Las
soluciones madres de sulfato de protamina e histona fueron he-
chas en la mezcla de fosfato buffer pH. 7 al o4 % y esterilizadas
por filtracién por Seitz.

En estas experiencias utilizamos cultivos de estafilococo n® 54
de 24 horas, a 37°C en caldo simple, cuyo titulo, por opacidimetria,
arrojé un valor aproximado de 21.000 millones de cocos por ml.
Se sembraron lotes de 20 ml. de caldo, con 0,1, 0,2, 0,4 y 0,8 ml. de
cultivo y, después de mezclarlos cuidadosamente, se repartieron en
tubos en volumen adecuado, para efectuar luego las correspondientes
diluciones de las soluciones madres de protamina o de histona. El
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CUADRO N.o 1
Diluciones de 1 1 1 1 1 1 1
protamina Control
6.250 12.500 25.000 50.000 100.000 200.000 400,000
0.1 o 8 ¢ 0 9 o + ++
0,2 i 8 O g G = =
0.4 0 0 0 9 0 = *
0.8 0 0 0 0 0 + + 4
CUADRO N.° 2
Bacteri:: Sleph
albus N.o 54,
Dijuciones de 1 1 1 1 1 1
protamina Control
12.500 25.000 5).000 100.000 200.000 400.000
Edad del cultive: 4 hs. G 0 0 0 =+ + +
15 hs. 0 0 0 0 - + +
48 hs. 0 0 0 + + + -+
CUADRO N.o 3
Bactezia: Slaph
albus N.oo 51,
Recuento inmediato Recuento a las 3 hs.
(15 minutos) a 37 C
Edad: £.20 hs.
Concentracién de protamina 1/25.000 21 colonias 2 colonias
Control 108 B 560 >
Edad: 15 hs. Ree. inmediato 2 hs. 5 hs. 8 hs. 11 hs. 14 hs. 24 hs. 32 hs
Protamnia: 1/25.000 > 209 col. 0 0 0 1} [} 0 0
« 1/100.000 > 200 col. 0 0 0 2 0 1 2
Testigo > 204 ecoi. 05 195 > 200 ® ® @ @

CUADRO N.o 4

Solucién de protamina al 1'1.250 tratada 1 a 3 veces durante 1 h. a 37° con sedimentos de
cultivos de Swphylococens albus y tituiada luego con este germea.

Dilucién de 1 1 1 1 1 1 1 Testign
protamina

12,568 25 000 50.000 106.000 250.006 400.0060 806.00¢

Testigo 0 (1] 0 0 1] 0 0 +
(cctura a las 17 hs

a 37v
absorbida 1 vez 0 0 0 0 0 0 -+

< 2 veces 0 0 0 —+ =+ —+ -+
< 3 veces -+ + + + - + +
CUADRO N.° 5

Bacteria: Lac',

asidophiriies 1 1 1 1 1 1 1 1 Testig)
Diluciones de

prolamina 6.250 12.500 25000 50.000 100.090 200.000 100.000 8§00.000
Testigo ......... 0] 0 0 0 0 0 0 + +
«+ e. ale. acid. .. 0 0 0 0 0 4] + -+
+ resid. acid. ... 0 0 0 0 0 + -+ +
-~ e. alc. proteus. 0 0 0 0 -+ + + -+
4 resid. protens. 0 0 0 0 0 -+ -+ -+
-+ e. ale. Staph.. 0 0 0 -+ —+ 4~ -+ -+
-+ rvesid. Staph. . 0 0 0 + + -+ +
Explicaciones: e, ale. acid. = extracto aleohilicn de acidophilus, resid. = residuo,

Staph. Staphylococcus.
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volumen final en cada tubo fué de 2 ml. de caldo sembrado con la
correspondiente dilucion de protamina o histona. Siempre hemos de-
jado un tubo testigo sin antibidtico. Las experiencias se repitieron
varias veces antes de considerar sus resultados como definitivos, vy las
lecturas se efectuaron al cabo de 24 horas de incubacion a 37°C para

o T 0000 2 horas para el La
el estafilococo, y de 48 horas para el Lact. acidophilus.
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dos, donde puede apreciarse que lo accidén antibidtica sc reduce pro-
porcionalmente a la cantided de sicmbra.

2) Influencia de la edad del cultivo.

En estas experiencias utilizamos un cultivo de estafilococo blan-
co n' 54 en caldo sumple de 4, 15 y 48 horas, de incubacion a 37°
sembrando 0,7 ml. para lotes de 10 ml. de caldo, igualando previamen-
te la opacidad de todas las semillas; vale decir tomando al cultivo
de 4 hs. como patrén

D resultado de esta segunda serie de experiencias queda tra-

dUCldO en el cuadro n® TT dondo vemos que ¢ awmento de la edad

del cultivo wutilizado como semilla reduce en f"'ma proporcional 1
1

accion de estos anlibidiicos (pO'l 10 menos hasta las _‘{.8 113.).

3) Influencia del tiempo de contacto.

Utilizamos en estas experiencias cultivos del estafilococo n® 54
en caldo de 6,30 hs de 15 y de 24 hs. de incubacidén a 37°C diluido
en forma tal que la siembra de o,1 ml. en caja de Petri con agar
caldo, diera un maximo de 200 colonias.

Los resultados obtenidos estin expresados en el cuadro n® TIT
y se refieren exclusivamente a la accidn de la protemineg, la cual a
la concentracion de T1/25.000 manifiesta una rdpida accion bacteri-
cide. A la concentracién de 1/100.000 tiene una accién bactericida
sobre mas del go % de los cocos y una accidn bactcriostatica que
dura de 9 a 10 horas.

4) Influencia del medio de cultivo.

Utilizamos los siguientes medios de cultivo: caldo simple, caldo
con 2,5 % de hidrolizado de caseina, agua corriente peptonada al
I % (con Bactopeptona Difco y con Bactotriptona) y agua extracto
de carne (extracto de carne 0,3 g. CINa 0,3 gr. agua corrientte 106
mil.) para el estafilococo y los mismos med1os con T 9 de glucosa
para el ILactobacilus acidophylus. Por los resultados obtenidos, el
extracto de carne parece contener wuna substancia que reduce la ac-
cidn de los amtibidticos estudiados, puesto que tanto el estafilococo
como el Lactobacillus desarrollaron a una concentracién dos a cua-
tro veces mas fuerte que en los tubos testigos con caldo.

5) Fijacion de la protamina por las bacterias.

Pusimos en contacto durante dos horas a 37°C, 10 ml. de la
solucién madre de protamina diluida al 1/5 (1/1.250) con el sedi-
mento obtenido de un cultivo de 20 ml. de caldo del estafilococo
n® 54 incubado a 379C. Al cabo de ese tiempo (2 hs.) centrifugamos
nuevamente y filtramos por Seitz. En igual forma procedimos, uti-
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lizando el sedimento de un cultivo de Proteus wvulgaris. Un tubo
testigo con protamina diluida en la misma forma, pero sin trafar
por bacterias, sirvid como término de comparacion. La titulacion
del poder antibidtico de Ia protamina la efectuamos con el estafile-
coco v con el Lactobacillus acidophilus.

Fl resultado de estas experiencias nos ha revelado que las
bacterias remueven la accion anhibidtica de la protemina y en ma-
vor proporcidn el estafilocaco (sensible) que el Profews (insensible).
Cuadro n® IV.

6) Influencia de la adicion de exiractos bacterianos.

Comportandose la protamina, segun algunos autores, como un
detergente catidnico, nos propusumos investigar la accidn neutrali-
zante de los extractos y filtrados de cultivos en caldo de bacterias
sensibles: el estafilococo n® 54 y el Lactobacillus acidophilus y de
otra no sensible, el Proteus, en la forma siguiente: a) fraccidén so-
luble en alcohol etilico a 95 % en ebullicidén, b) residue de la ope-
racién anterior, y ¢) filtrados de cuitivos en caldo simple o gluco-
sado de 12, 24 y 48 hs. de incubacion a 37°C.

Para la preparacion de los extractos alcohdlicos v de sus co-
rrespondientes residuos cultivamos las bacterias en medio solido de
gran superficie (en frascos del tipo Povinski, de 1 litro), recogien-
do el desarrollo con solucién fisiologica al cabo de 24 hs. de incu-
bacidn a 37°C. El sedimento fué extraido varias veces con alcohol
en ebullicion, se reunieron los extractos y desecaron, emulsionando
el producto asi obtenido en agua destilada, adicionada en peque-
flas fracciones y frotando con un tapén de caucho bien limpio con-
tra las paredes del recipiente. El extracto de cada frasco fué asi
emulsionado en 15 ml. de agua destilada vy esterilizado .por ebulli-
cidm en ampolla cerrada.

El residuo de la operacion anterior fué suspendido en un volu-
men de agua 10 veces mayor, debido a su gran concentracién y
esterilizado en la misma forma.

Estos extractos bacterianos, se agregaron en forma variable:
4) a una solucion de protamina, b) al caldo con protamina prolon-
gando su contacto de T a 24 hs. a temperatura ambiente o a 37°C.,
antes de efectuar la siembra para titular la accidn antibidtica com-
parativamente con caldo testigo sin la adicion de extractos bacteria-
nos, ¢) simultdneamente al caldo adicionado con antibidticos; y d)
adicién del antiobidtico 15 horas después del contacto a temperatura
ambiente del caldo, extractos bacterianos y semilla.

Resultados: El cxtracto alcohdlico neutraliza parcialmente la
accidén antibittica del sulfato de protamina y de la histona, siendo
més efectivo el de una bacteria sensible (estafilococo) que el de la
ingsensible (Proteus). El residuo tiene un poder newtralizante menor
que el extracto alcohélico. Cuadro n® V.

Tos filtrados por Seitz EK. neutralizan también,  en cierto
grado, la accién antibidtica de la protamina y de la histona. El fil-
trado de un cultivo de L. acidophilus de 48 hs. se ha revelado el
mas activo en este sentido.
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7} Influcncia de la adicion al medio de cultivo de los siguien-
tes ingredientes: a) extracto de levadura, crudo, preparado scgtn

la técnica de Woods, 1940, b) acido para-amino-benzoico, ¢) urea, d)
nitrato de guanidina, ¢) colesterol, f) acido desoxicdlico, g) lecitina.
De los cuales se prepararon soluciones acuosas o suspen<ione< al

.5 %, salvo para el &cido para-amino-benzoico que lo fué al o1 l/u
Del colesterol se prepar6 una soltcidn cloroformica que se adicioné
gota a gota a un volumen adecuado de agua destilada hirviendo, ob-
eniéndose asi una cmulsion opalescente. La lecitina fué disuelta en
alcohol, evaporada a sequedad en una caja de Petri v luego emul-
sionada en un volumen adecuado de agua destilada, adicionada en
pequetias fracciones y Irotando con un tapén de caucho bien limpio.
Estas soluciones y emulsiones fueron esterilizadas en ampolla ce-
rrada, por ebullicién.

Se hicieron dos series de experiencias, varias veces rcpetidas
en una se agregaron estos ingredientes al caldo sembrado con es-
tafilococo o con el Lact. acm’obhalus con las diferentes diluciones

1
de protamina o de histona, en la proporcion de 0,1 ml. de las solu-
ciones madres para cada 2ml de medic de cultivo, vale dedr que
todos los mgredxentes eran adicionados simultAneamente.

En otras experiencias se procedié en la misma forma, pero
sembrando al cabo de 1h. de contacto a 37°C y, finalmente, en otras
se mezelé una solucién de protamina al 1/1.250 o de histona al
1/250 con igual volumen de una dilucién al 1/1.000 de los ingre-
dientes (a) a (g) que aqui se mencionan (dilucién al 1/5 de las
correspondientes soluciones madres) y, después de dejarlos una ho-
ra en contacto a 37°C., se hicieron las correspondientes diluciones
en caldo sembrado con estafilococo o con Lact. acidophilus.

Resultados: el extracto de levadura preparado con la téenica
de Woods v el &cido para-amino-benzoico no modifican la accién
de la protamina e histona.

-~ La wrca acentia la accidn de la protamina tanto sobre el es-
tafilococo como sobre el Lact. acidophilus, no modifica. en cambio,
la accidén antibidtica de ia histona.

El nitrato de guanidina parece acentuar algo la accién de la
protamina sobre el estafilococo v el Lact. acidophilus, produciendo
un efecto inverso sobre la histona.

El colesterol y el dcido desoxicélico reducen la accion antibid-
tica de la protamina en pequefio grado, siendo este efecto mds apa-
rente con el colesterol. Sobre la histona los resultados han sido va-
riables y poco nitidos.

Finalmente la lecitina neutraliza nitidamentc el poder antibidti-
co de la protamina y de la histona.

En vista de estos resultados indagamos st el colesterol, el Aci-
do desoxicélico, la lecitina, urea y el nitrato de guanidina estimula-
ban el crecimiento microbiano en las condiciones de nuestras expe-
riencias. Utilizamos el Staphylococcus cepa n°s54 efectuande los
recuentos en cajas de Petri, comprobando que tnicamente la gua-
nidina a la concentracién de 0,1 de mg. por ml. de caldo sembrado
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dobla la poblacién microbiana al cabo de 24 hs. de incubacion a 37°C.
8) Influencia del plasima vy de los eritrociios.

Utilizamos sangre defibrinada de conejo, adicionando por un
Jlado el plasma al caldo en la proporcidén del 10 % vy, en otra serie,
los hematies lavados en la misma proporcién. La protamina y la
siembra con la cepa n® 54 del Staphylococcus, fueron empleadas en
la misma forma que en las experiencias anteriores, en una serie de
experiencias simultineamente y, en otra, se sembré 1 hora después
de incubacién a 37°°C.

‘Resultados: El plasma de conejo reduce marcadamente el po-
der antibidtico de la protamina y en menor grado los hematies, sien-
do mds notable este efecto cuando los elementos han permanecido 1
hora en contacto antes de la siembra de prueba.

9) Estudio de la accidn antibidtica de la mezcla de protamina e
histona.

Dado gue la protamina es mucho i
ésta carece de accién sobre las bacterias gram negativas y recordan-
do que ambas tienen un maximo de accidén a pH. distintos {(la pro-
tamina hacia el lado alcalino y hacia el lado 4cido la histona),
nos propusimos investigar si la histona fuera anién. Con este ob-
jeto mezclamos volumenes iguales de una solucidn de protamina al
1/1.250 y de histona al 1/250 para guardar relacidén con su activi-
dad sobre el estafilococo blanco cepa n? 354, titulando la accién an-
tibidtica de la mezcla al cabo de 30 minutos de incubacién a 37°C,
con este germen y con el L. acidophilus.

Resultados: la mezcla de protamina e histona conserva integra
su actividad antibidtica, lo cual pareceria indicar que ambas subs-
tancias se comportan como detergentes del mismo signo.

10) Estudio de la neutralizacion del poder difusor de la protamina
en la piel del conejo.

En estas experiencias utilizamos la solucién de protamina in-
oculada simultineamente o después de 1 hora de contacto a 37° con
las substancias empleadas en las experiencias n® 7 y con el extracto
alcohodlico del estafilococo n® 54, adicionadas de hemoglobina isoté-
nica segtn la técnica de Bacharach y colaboradores (1940).

Resultados: Unicamente el extracto del estafilococo mezclado
previamente con la protamina, redujo en un 50 % su actividad di-
fusora.

~Acs activn que la h:r*tr\ A atle
lad attiliva Lil.\. a 1D una, \.lLl\.
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10) Adsorcion por el agar.

El L. acidophilus no desarrolla en caldo glucosado adicionado
de 1/100.000 de protamina, substancia que pierde totalmente su ac-
cién antibidtica cuando se incorpora a un tubo de agar blando glu-
cosado (con 0,5 % de agar) sembrado en las mismas condiciones.

Hemos notado el mismo efecto adicionando diferentes canti-
dades de protamina al agar caldo fundido, inclinado luego y sem-
brado con el estafilococo n® 54.
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Finalmente, las pruebas en cajas de Petri sembradas con el
estafilococo depositando en su superficie cinco anillos de vidrio en
los cuales vertimos soluciones de protamina de distintas concentra-
ciones, nos revelaron que el agar inkibe totalmente su accion anti-
bidtica.

Drscuston

Lia accion antibidtica de la protamina e histona, a semejanza
de la que poseen las suifamidas, se reduce proporcionalmente a Ia
cantidad de bacterias presentes, como si a cada bacteria correspon-
diera un determinado ndmero de moléculas del antibidtico. Esta ac-
cidén es bactericida a fuertes concentraciones y bacteriostatica en
las débiles.

Los cultivos jovenes son marcadamente mas sensibles que los

viejos y ¢l liguido de cultivo neutraliza parte de su accidn antibid-
tica. Todo lo cual parece indicar que la protamina e histona se unen
con acentuada afinidad a cilerta substancia contenida en el cuerpo
mlcrobian que difunde al medio de cultivo, previa lisis bacteriana o

11 /-AN fmmtimnimman ol mitinnian Ao nctan cammanemctmmanc) TR adks aabn
Dlll Cll(i \llU JEyiS v} 1(11 1D (11 J:JJ. LILIC I Ul CowuUd LllLkallLDLllUD}. Jhota oo~
tancia parece estar contenida en mayor proporcién en las bacterias

sensibles (L. acidophilus y Staphylococcus).

Mediante el alcohol etilico a 95 % en ebullicion se consigue
extraer gran parte de esta substancia neutralizante y, como Ia le-
citina se comporta en la misma forma, creemos que esta accién
estd ligada a ciertos lipidos microbianos. La protamina es totalmen-
te adsorbida por el agar. El acido desoxicdlico reduce, como en los
detergentes cationicos, la po‘rencia antibidtica de la protamina e
histona. I colesterol posee el mlsmo poder vy, es plODa‘)le que la
marcada redu de la actividad antibidtica en presencia del plas-
ma de conejo y del extracto de carne al 0,3 % se deba, también,
a la presencia de esta substancia.

La protamina e histona parecen comportarse como detergentes
del mismo signo (catiénicos), puesto que su actividad no se anula
al mezclarse.

A semejanza de lo que ocurre con ciertas sulfamidas, la urea
refuerza la accidn de la protamina e histona, lo cual pareceria in-
dicar que estd ligada a una posicién determinada’ de los grupos
aminos en la molécula.

’7111

RESUMEN

En este trabajo se estudia el mecanismo de la accién antibidtica
de Ia protamina e histona.

La accidén antibidtica se reduce proporcionalmente al ntimero
de bacterias presentes. Los cultivos jovenes son mas sensibles que
los viejos. El filtrado de los cultivos en medios lquidos, neutraliza,
en clerto grado, la accion antibidtica.

Mediante el alcohol etilico en ebullicidon se consigue extraer
gran parte de la subsancia neutralizante.
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La lecitina de huevo, el acido desoxicolico ,el colesterol reducen

| P ik A
la accidn antibidtica. Es probable que la misma accidn ejercida por

el plasma de conecjo y el extracto de carne, se deba a la presencia

de colesterol.
Lia urea refuerza y el agar suprime la accién antibidtica.

I.a protamina e histona no se anulan al mezclarse; son hacte
ricidas a fuertes concentraciones y bacteriostaficas en las débiles, Pa=

recen comportarse como detergentes cationicos.

Rrsvwme

Nous étudions le mécanisme de I’ action antibiotique du sulfate
de protamine ¢t de !’ histone.

I action antibiotique diminue proportionnellement au nombre
de bactéries présentes. Lies cultures jeunes sont plus sensibles que
les plus agées. Le liquide de culture filtré neutralise partiellement
I’ action antibiotique. L alcool éthylique en ebullition extrait la
plupart de la substance neutralisante. La lécitine d' oeuf, I acide
desoxicholique, le cholesterol, le plasma et ' extrait de viande,
neutralisent, aussi, le pouvoir antibiotique.

I’ urée renforce et I’ agar anuie 1" action de la protamine ¢t
de 1’ histone. Ces. substances semblent se comporter comme des
détergents cathioniques. Elles sont bactéricides ou bactériostatiques

selon leur concentrations.

SUMMARY

We have studied the mechanism of the antibiotic action of pro-
tamine sulphate and histone. Their antibiotic action 1s reduced pro-
portionally to the amount of bacteria. Young cultures are more
sensitive than older ones. The filtrates from cu]tures m liquid media
partially neutralize the antibiotic action.

Boiling ethylic alcool remouves the bulk of the neutralizing
substance. Egg lecitine, desoxicholic acid, cholesterol, plasma and
beef extract also neutralizes the antibiotic action. Urea enhances
and the agar supresses the antibiotic action.

Both protamine and histone seem to act as cathionic detergents.
They are bactericidal or bacteriostatic according to their concentra-
tions.
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