Contribucidn al estudio de las propiedades antibacteria-
nas y antifingicas del dcido dsnico y de algunos de sus

derivados

por

FLORENCIO BUSTINZA

En 194G, Bargellini y colaboradores dieron cuenta de que la
sal'potasica del acido Gsnico es activa frente a Staph. aureus, Cory-
nebacterium diphtheriae, B.santracis y B. megatherium (1) e inac-
tiva frente a diversas bacterias Gram negativas.

En 1947, Marshak llamé la atencidn sobre la gran actividad
anti-Mycobacterium del acido tisnico que habia obtenido de la Ra-
maling reticulata (2 y 3). En ese mismo afio Stoll y colaboradores
sefialaron la gran actividad anti-Mycobacteriuin de los acidos ts-
nicos en su forma dextro, levo y racémica (4). También a fines
del 1947 Barry y colaboradores dieron cuenta de la gran activi-
dad del 4cido tisnico frente al Mycobacterium tuberculosis (5).

(1) G. Barcerrini, E. pEL Praxio e G. B. MarTINI-BETTOLO: Sull'attivitd
antibatterica di dwe acidi lichenici: acido usnico ed acido wvulpinico. «Atti della
Accademia Nazionale dei Lincei», vol. I, fasc. 12, pags. 1252-1253 (1946).

(2) A, MarsHak: A crystalline antibacterial substance from the lichen Ra-
maling reticulata. «Extracts from Public Health Reports», vol. 62, nim. I ja-
nuary 3, pags. 3-19 (1947). B

(8) A. Marsmak, G. T. Barry and L. C. Crats: Antibiotic compound iso-
lated from the Lichen Ramaling reticulata, «Science», vol. 106, pags. 394395
(1947).

(4) A. StoLy, A. Brack and ]. Renz: Die antibakierielle Wirkung der Us-
ninsdure auf Mykobakterien und andere Mikroorganismen. «Experientia», volu
men I11/8, pag. 115 (1MT).

(9) V. C. Barry, L. O. Rourkg and D. TwoMEY, Antitubercular activity of
diphenyl ether and related compounds. «Natures, vol. 160, pag. 800 (14M47).
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En 1948, en colaboracién con el Dr. D. Arturo Caballero
Loépez dimos cuenta de nuestras investigaciones con el acido
dextro-tisnico (6), y sefalamos su gran actividad anti-Myco-
bacterium mas intensa frente a las estirpes virulentas de My-
cobactertum tuberculosis hominis, que frente al Myc. tuberculosis
avium. En ese mismo trabajo también dimos cuenta de que al
agregar una disolucién acuosa de usnato sédico sobre una disolu-
cién acuosa de clorhidrato de estreptomicina se produce un pre-
cipitado que estimamos podria ser un usnato de estreptomicina o
una mezcla de usnatos, Dicho precipitado era insoluble en el agua,
pero era activo in vitro frente a Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus mycoides, Mycobacterium phlei, Mycobacterium
tuberculosis hominis (estirpe virulenta H3TRv) y Mycobacterium
tuberculosis avium. Por ser activo frente a Escherichia coli llega-
mos a la conclusion de que en su composicidén entraba la estrepto-
micina ya que el acido Usnico era inactivo in witro frente a dicha
bacteria Gram negativa en las condiciones en que realizamos nues-
tras experiencias.

Es digno de resaltar el hecho de que mientras los investiga-
dores que hemos citado trabajaban con el 4cido usnico, también
estaban interesados en el mismo problema los investigadores ja-
poneses Shibata, Ukita, Tamura y Miura, quienes en abril de 1948
publicaron un trabajo (7)‘ sobre la actividad antibacteriana de los
acidos dextro y levousnicos, y también del racémico, asi como
también sobre la actividad antibacteriana de algunos de sus deri-
vados, entre ellos el acido I-diacetiliisnico, el d-diacetilisnico, el
I-dihidrousnico y el d-diacetildihidrotsnico, y sefialaron que la ace-
tilacion de los dos grupos oxhidrilicos reduce’ su actividad anti-
Mycobacterium a la mitad o a'la cuarta parte, y que también se
reduce a la cuarta parte la actividad anti-Mycobacterium del 4ci-
do dsnico al incorporarle dos itomos de hidrégeno en el doble
enlace, y que cuando se acetila al Acido dihidrotisnico entonces la

(6) F. Bustinza y A, CaBALLERO: Comtribucidn al estudio dc los antibidti-
cos procedentes de liguenes. ANALES DEL Jarpin BoTAxico pE MADRID, tomo VII,
pags. 511-548 (1948).

(7)) Su. Smisata, T. Uxkrra, T. TaMURa and Y. Miura: Rclation between
chemical constitutions and antibacterial effects of wsnic acid and its derivatives.
¢Jap. Med. J.», 1, 2, pags. 152-154 (1948).
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actividad originaria del acido dsnico se reduce a una décimosex-
" tava parte, por lo que, segin los autores japoneses citados, gran
parte de la actividad del acido tsnico se debe a los grupos OH y
al doble enlace.

También en 1948 Klosa, en Alemania, estudié la actividad an-
tibacteriana de una sustancia a la que él designé con el nombre
de Ewosin, y que era una mezcla de los acidos usnico y evérnico
y de otras dos sustancias no identificadas (8).

El investigador finlandés Vartia, en un trabajo que se publicé
en lo$ comienzos del 1949 (9), dié6 cuenta de haber obtenido el
acido -l-tsnico de Cladonia alpestris, y ensayd y comprobd su ac-
tividad en forma de sal sddica frente a dos estirpes de bacilo tu-
berculoso. Vartia, en otro trabajo que publicé en 1950, dié cuenta
de la actividad del acido l-isnico obtenido de Cladonia uncialis en
forma de sal sédica frente a diversas bacterias Gram positivas (10).

También Vartia, en su tesis doctoral (nov. 1950), dié cuenta

de la accidn del acido l-usnico frente a Candida tropicalis vy Tri-
cophyton interdigitalis (11).
'~ Debo sefialar que en la pagina 243 de mi libro De Koch a
Waksman. La estreptomicing y los antibidticos anti-Mycobacte-
rium, publicado en septiembre de 1948, sefialé como resu'tado de
algunas experiencias que realicé con el Dr. A. Caballero que la
sal sddica del acido d-isnico en las placas inhibia el crecimiento
del Tricophyton mentagrophytes.

También quiero recordar que el 23 de abril de 1949, con moti-
vo del cursillo internacional que se celebré en la Facultad de Me-
dicina de Lausara por iniciativa del Profesor Hauduroy, y en re-
lacién con los bacilos tuberculosos y paratuberculosos, tuve la
oportunidad de Hamar la atencion de los asistentes a dicho cursi-

(8) | J. Krosa: .dutibiotica in Flechten. «Die Naturwisscnschaften», 9-283
(1948). .
() K. O. Varmia: dntibiotics in Lichen. 1. «Annales Medicinae Experi-
mentalis et Biologiae Fenniae», vol. 27, fasc. I, pags. 46-54 (1949). ’
(10 K. O. Vartiv:Antibiotics in Lichens. 1I. «Annales Medicinae Experi-
mentalis et Biologiae Fenniae», vol, 28 fasc. I, pigs. 7-19 (1950).
(11) K. O. Vartia: On antibiotic Effects of Lichens and lichen substan-
. ces. Suplement No. 7 (1430) to «Annales Medicinae Experimentalis et Biolo-
giae Fenniaer,
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llo sobre la gran actividad anti-Mycobacterium in zitro del acido
fisnico y de sus sales de sodio, de cohalto, de cobre, de oro y de
niquel y de los derivados fisnico-estreptomicina y tsnico-dihidro-
estreptomicina, sustancias que con el Dr. Caballero habiamos ob-
tenido y cuya actividad antibacteriana estdbamos explorando. Y
‘gracias a la amabilidad de la Dra. Mme. Tanner. colaboradora
del Profesor Hauduroy, pude dejar en marcha en Lausana algu-
nas experiencias demostrativas de la actividad anti-Mycobacterium
de aquellas sustancias, y en el niimero de «Farmacia Nuevan» co-
rrespondiente al mes de abril de 1949, al dar cuenta de mis impre-
siones sobre el Cursillo de Lausana reproduje algunos parrafos
de la carta que con fecha 4 de mayo de 1249 me envidé amable-
mente la Dra. Tanner, y en la cual me confirmaba la gran acti-
vidad anti-Mycobacterium de los derivados del 4cido dextro-isnico
que le habia llevado.

Decia asi la Dra. Tanner:

«Si j'ai tardé a vous donner les résultats de nos experiences.
c'est que le bacille tuberculeux aviaire n'avait pas poussé, J’ai
refait la méme experience sur le milieu de l.dwenstein et j’ai pu
constater que l'effet inhibiteur ¢tait tel que les colonies apparais-
saient tout a la périphérie de la plaque seulement.»

Quant aux bacilles paratuberculeux ils ont donné les résultats
suivants :

Souche 6 (Mycobacterium paratuberculosis Tamnopheos : ori-
gine Institut Pasteur Paris):

Diametre de la zone d'inhimtion

Plaque nim. I: 1. U. Co (12). 2,5 cms.
2. U. Na. 2.5 cms,
3. U. dihydro. 2 cms.

| 1. Pronvlenglvcel. 0

Plaque nim, I1: 1. U. Ni. 2,5 cms.
2, U, Au. 2,3 cms.
3. X. 3  cms.
1.

U. Cu. 1,5 cms.

(12) U. Co quiere decir usnato de cobalto:; U Na, usnato sédico; U. di-
hydro, el derivado usnico dihidroestreptomicina: U. Ni es el usnato de n'quel;
U. Au es el usnato de oro: X es la oxigenocilina (es una disolucién de peréxi- -
do de urea, de urea y de S-hidroxiquinoleina en glicerina. Véase F. BusTin-
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Souche 71 (Mycobacterium paratuberculosis isolé par moi méme
de la terre en 1943): :

Plaque num. I: 1. U. Co. 4  cms.

2, U. Au. 3 cms.

3. U. dihydro. 3.5 cms,

4. U. Ni. 1 cms.

Plaque num. II: 1. U. Co. i cms.

‘ 2. U. Au.. 3  cms.

3. U. dihydro. 4 cms.

. 4. U. Ni. : '3 cms.

Plaque num. III: 1. U. Na, 4,5 cms.
2. Propylenglycol. 0

3. U. dihydro. 1. cms.

1. U. Co. 4 cms.oy

Quiero expresar desde estas lineas mi profunda gratitud a la
doctora Tanner por las facilidades que me di6 y por la ayuda va-
liosa que me prestd en Lausana para poner en marcha las expe-
riencias cuyo resultado tuvo luego ella la atencién de comuni-
carme.

Al ser nombrado el Dr. A. Caballero, Profesor de Fisiologia
Vegetal de la Facultad de Ciencias de Barcelona, he proseguido
yo las investigaciones sobre la actividad antibacteriana y antifiin-
gica del acido dextro-tsnico y de sus derivados, y a continuacion
daré cuenta de algunos de mis ensayos.

Espectro parcial antibacteriano del usnato sddico

Foto nim. 1.
El medio de cultivo es un caldo agar tampén fosfatos de pH 7.
Se han sembrado en direccidén radial y hasta el mismo borde

z\: Sobre las propiedades antibacterianas v antifingicas del perdxido de Urea,
asociado a la Urea y a la 8-hidroxiguinoleina, «Medicina v. Cirugia de Guerray,
junio 1930) : U. Cu es el usnato de cobre. El usnato sédico se disolvié en agua
destilada estéril y los demis derivados del icido tsnico se disolvieron en pro-
pilenoglicol aproximadamente a la concentracién de 1 por 1.000.
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del pocillo central con pipeta capilar cultivos en caldo de veinti-
cuatro horas de las bacterias siguientes: Staphyvlococcus aureus
estirpe H muy sensible a la penicilina; Staphviococcus au-
reus, estirpe de la Dra. Voureka, muy resistente a la penicilina ;
Escherichia coli (18), Sarcina lutea (14), B. Mycoides (15) vy B. li-
cheniformis (16).

El pocillo central se ha llenado con disolucién en agua desti-
lada estéril del usnato sédico al 1 por 1.000.

La fotografia ha sido tomada después de incubar la placa du-
rante veinticuatro horas en estufa a 37° C.

Resultados.—La- estirpe de estafilococo sensible a la penicili-
na, la estirpe de estafilococo muy resistente a la penicilina, Sar-
cing lutea, B. mycoides y B. licheniformis, han sido claramente
inhibidas,

Escherichia coli ha crecido perfectamente hasta el mismo bor-
de del pocillo.

Observaciones.—He realizado otras experiencias similares con
Estreptococo hemolitico, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella 41
con resultado positivo, es decir, inhibicién frente al estreptococo,
y negativo frente al bacilo piocidnico y a la Klebsiella (17).

Actividad antifingica del wsnato sddico

Fotografias niims. 2 y 3.

El medio de cultivo es especial para el desarrollo del Trico-
phyton mentagrophyies a base de extracto de levadura Difco, tryvp-
tona Difco, glucosa, agar y agua.

He sembrado la placa con una suspension de esporas del Tri-
cophyton mentagrophytes causante del pie de atleta y de otras
dermatomicosis (18).

Los pocillos 1, 2, 3y 4, se han llenado con disolucion de us-
nato sodico al 1 por 1.000 en agua destilada estéril.

La fotografia niim. 2 ha sido obtenida después de incubar du-
rante cuarenta y ocho horas la placa en la estufa a 26° C., y la fo-

(13) Estirpe B-686 del N. R. R. L. (Peoria-E. U.).

(14) Estirpe que recibi de los Laboratorios Abbott (E. U.).

(15) Estirpe B-615 del N. R. R. L. (Peoria-E. U.),

(16) Estirpe num, 7.198 del N. C. T. C, de Londres.

(17) Quiero expresar mi gratitud al Sr. D. Juan Daza Valdés, por la pre-
paraciéon de los medios de cultivo empleados en estos ensayos y por su ayu-
da en las operaciones de extraccidn del icido destro-tsnico.

(18) Estirpe que me la facilité el Dr. G. W. Irving (Jr.) descub-idor con
el Dr, Fontaine de la tomatina.
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tografia 3 corresponde a la misma placa, pero después de setenta
y dos horas de incubacion.

Resultado.—El] usnato sddico inhibe el crecimiento del Trice-
phyton mentagrophytes.

Observaciones.—Ensayos realizados con usnato sédico frente
a Candida albicans '(19), Torula utilis var. major (20) y Saccharo-
myces cerivisae (21), siguiendo este mismo método de las placas
han revelado que el usnato sédico inhibe ligeramente el crecimien-
to de esas levaduras. .

EXPERIENCIAS CON LA USNIMICINA Y CON LA USNIDIHIDROMICINA

Ya anteriormente he sefialado que en colaboracién con el doc-
tor A. Caballero, y por reaccién entre el usnato sédico y el clor-
hidrato de estreptomicina, obtuvimos en los comienzos de 1948
una sustancia insoluble en el agua y que no logramos cristalizar,
y supusimos entonces que pudiera tratarse de un usnato de estrep-
tomicina o de una mezcla de usnatos.

Como el problema de la dilucidacién de la naturaleza quimica
de esa sustancia no estaba a nuestro alcance, y si, en cambio, po-
dia ser estudiado y resuelto con muchisima mayor facilidad y ra-
pidez por los equipos de investigadores que habian participado en
el anilisis de la estructura molecular de la estreptomicina, deci-
dimos enviar nuestro trabajo, y asimismo cierta cantidad de acido
usnico a diferentes grupos de investigadores, tanto europeos como
norteamericanos, y, entre otros, lo hicimos a los grupos de inves-
tigacion del Merck Institute for Therapeutic Research y al Squibb
Institute for Medical Research, al objeto de que pudieran ellos
complementar nuestra dnvestigacién, aclarando la forma en que
pudieran estar acopladas las moléculas de estreptomicina con las
del acido usnico y para que ellos puntualizaran con sus técnicas
standardizadas y rigurosas si este nuevo derivado del &cido dsni-
co y de la estreptomicina pudiera servir en la experimentacion ani-
mal, y luego en la clinica humana, ya que en nuestra opinién po-

(19) Empleé en su fase levuriforme la estirpe Y-477 del N. R. R. L.

(20) Esta Torula la recibi del Frofesor Sir Alexander Fleming, quien me
11 gestioné del Imperial Mycologycal Institute. '

(21) Estirpe Y367 del N, R. R. L.
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drian sumarse los efectos anti-Mycobacterium del acido usnico
con los de la estreptomicina, e incluso pensaba yo en si ese de-
rivado Usnico-estreptomicinico podria ser activo frente a las es-
tirpes resistentes a la estreptomicina, y en ese $entido me expre-
sé en las dltimas lineas con que termino el capitulo dedicado a
«Los liquenes como fuente de sustancias activas frente a los Myco-
bacterium» de mi libro sobre la estreptomicina, publicado en sep-
tiembre de 1948, donde, en la pagina 245, decia yo asi:

¢ Actuardn el dcido tisnico y la estreptomicing en sinergismo y
serd el usnicato de estreptomicina activo frente a las estirpes de
- Mycobacterium tuberculosis resistentes a la estreptomicina ...

He estado esperando con verdadera impaciencia los resultados
de las investigaciones de los grupos mencionados. Hasta el pre-
sente no han publicado, que yo sepa, dichos resultados, y sola-
mente me han comunicado que nuestra sustancia desde el punto de
vista terapéutico no ofrecia interés por los efectos toxicos del acido
usnico, y desde el punto de.vista quimico, los investigadores del
Merck Institute for Therapeutic Research, que son los que mas
brillantes trabajos han realizado en relacién con la estructura qui-
mica de la estreptomicina, dudan que se trate de una verdadera
sal del acido Gisnico con la estreptomicina y piensan, aunque no
me lo concretan categoricamente, en si se tratard de una mezcla del
componente acido Y(usnico) y de la base (estrepiomicina).

En vista de estos antecedentes propongo designar rov el
nombre de Usnimicing al precipitado que se obtiene al actuar el
usanato sédico sobre el clorhidrato de estreptomicina, y con el
nombre de Usnidihidromicina al que resulta cuando se hace actuar
la disolucion del usnato sédico con la de! clorhidrato de dihidro-
estreptomicina, y sin prejuzgar si realmente son verdaderas sales
del acido usnico y de las bases respectivas estreptomicina y dihidro-
estreptomicina, o si se trata de complejos de adsorcion de dichas
bases con el icido dGsnico.

Presencia del dcido tisnico en la Usnimicina

Basandome en que el icido {isnico es activo frente al Trico-
phyton mentagrophytes, y en que la estreptomicina no lo es, he
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dispuesto las experiencias que vienen reflejadas en las fotogra-
fias 4, 5 y 6.

Fotografia nim, 4.

El medio de cultivo es el mismo empleado en las experiencias
de la placa correspondiente a la fotografia nim. 3.

Se ha sembrado con suspension de esporas del Tricophyon men-
tagrophvies.

Los pocillos 1 y 3 se han llenado con disolucidon acuosa de
clorhidrato de estreptomicina 422) al titulo de 125 un'dades de es-
treptomicina base por c. c¢. Los pocillos 2 y 4 se han llenado con_
una suspensién fina de usnimicina en agua destilada estéril a la
concentracién de 1 por 1.000.

La fotografia ha sido tomada a las cuarenta y ocho horas de ini-
ciada la incubacién en la estufa a 26° C.

Resulmdo —La ausencia de inhibicién alrededor de los poci-
llos 1 y 3 y la inhibicién alrededor de los pocillos 2 y 4 prueban
la presencia de acido usnico en l4 usnimicina.

Fotografias nims. 5 y 6.

El medio de cultivo es el mismo de la experiencia anterior. E
hongo es también el Tricophvton mentagrophvtes.

Los pocillos 1 y 3 se han llenado ‘con disolucion acuosa de
clorhidrato de estreptomicina al titulo de 125 u. por c. c. Los po-
cillos 2 vy 4 se han llenado con disoluciéon de usnimc'na en pro-
pllenoorhcol al 1 por 1.000. El pocﬂlo 5 contiene solamente pro-
pilenoglicol.

La fotografia num. 3 ha sido tomada a las tres dias de incu-
bacién a 260' C., y la fotografia nim. 6 ha sido tomada a los seis
dias de incubacién a 26° C.

Resultados.—En la fotografia niim. 5 obsérvese que el propile-
noglicol ejerce cierta accién inhibitriz sobre el desarroVo del Tri-
cophyton mentagroplzytes por lo que su presencia como disol-
vente de la usnimicina en los pocillos 2 y 4 explica el porqué los
halos de inhibicién altededor de esos pocillos resultan mayores
que los halos de inhibicidn alrededor de los pocillos 2 y 4 de 1a fo-
tografia nam. 4.

En la fotografia niim. 6 se observa cémo el Tricophyton ha ven-
cido y superado a la accién inhibitriz del p10p11enog11col,, ya que
el hongo esta ya creciendo alrededor del pocillo ntim. 5, que con-
tiene dicho disolvente, y los halos de inhibicién alrededor de los

§

(22) He empleado clorhidrato de estreptomicina Merck, lote 7 R 776, cuya
actividad era de 625 unidades por miligramo y que amablem:nte me facilité
e. Dr. R. E. Gruber, de Merck and Co. 'Inc. (E. U
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pocillos 2 y 4 son también menores que los correspondientes 2 y 4
de la fotografia ntim. 5, lo que indica (de acuerdo con lo que se
observa alrededor del pocillo 5) que esos halos corresponden a la
accién inhibitriz propia del usnato sédico. (Fotos 2 v 3).

Otras experiencias:

Basindome en que el benzol disuelve en frio al acido usnico,
he tratado de separarlo de la usnimicina, sin conseguirlo ; en cam-
bio, de una mezcla de polvo fino de acido tisnico con polvo fino
de clorhidrato de estreptomicina, el benzol separa en frio al acido
tisnico, luego alguna ligazén hay en la usnimicina entre el acido
usnico y la estreptomicina base.

Si se coloca un poco de usnimicina en un porta y se agrega
icido clorhidrico concentrado, entonces se separa el acido tsni-
co, y si evaporamos suavemente a sequedad y agregamos benzol
una vez frio el porta, entonces el benzol disuelve al 4cido tisnico, y
al evaporarse cristaliza el acido usnico.

Si disolvemos usnimicina en acetona en frio,-al evaporarse no
cristaliza el 4cido iisnico, sino que queda un residuo amorfo. Pero
si tratamos la usnimicina en un porta con CIH concentrado, en-
tonces se consigue separar al dcido usnico, se evapora suavemente
a sequedad, y, una vez frio, se agrega acetona, y por evaporacién
en el mismo porta bajo cubre se obtiene la cristalizaci6én tipica en
agujas del 4cido {isnico.

Presencia de estreptomicing en la usnimicina

Método basado en el empleo de una estirpe de E. coli-estrep-
tomicin-dependiente,

Fotografia nim. 7.

El medio de cultivo es caldo agar a un pH 7.

Se ha sembrado por inundacién con una suspensién preparada
a partir de un cultivo sdlido de Escherichia coli estreptomicin de-
pendiente que me fué enviado por el Profesor Waksman.

En los pocillos 1 y 8 se ha colocado disolucién acuosa en agua
estéril de usnato sédico al 1 por 1.000.

Los poc1llos 2 y 4 se han llenado con una dispersién fina de la
usnimicina en una disolucién estéril de tampdn fosfatos de pH 7.
El pocillo 5 se ha llenado con disolucién de clorhidrato de estrep-
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tomicina en agua destilada estéril y al titulo de ocho unidades
por c. .

La fotografia ha sido tomada a las cuarenta y ocho horas de
incubacién a 37° C.

Resmltado.—QObsérvese que la estirpe de E. coli estreptomicin
dependiente solamente ha crecido alrededor del pocillo nam. 5, que
contiene estreptom1c1na, y alrededor de los pocillos 2 y 4, que

o

contienen usnimicina, 1o que prueba que la estreptomicina entra
en la composicién de la usnimicina.

Debo recordar que ni el acido usnico ni el usnato soddico inhi-
ben a Escherichia coli, y si en esta experiencia no hay crecimien-
tc alrededor de los pocillos 1 y 3, no es por la accién inhibitriz del
acido uisnico, sino sencillamente por que falta la estreptomicina,
que es para esa estirpe un factor de crecimiento,

Método basado en la actividad de la estreptomicinag frente a
bacterias Gram megativas.

Fotografia nam. 8.

El medio de cultivo es Bacte Streptomycin assay agar a un
pH 8.

Se han sembrado radialmente con pipeta capxlar cultivos en
caldo de veinticuatro horas de las bacterias siguientes: E. cok
(estirpe sensible a la estreptomicina), Klebsiella 41, Proteus sp.,
Ps. aeruginosa y Mycobacterium 607 SmR, estirpe estreptomicin
resistente que me fué enviada por el Prof. Waksman (1).

El pocillo central se ha llenado con suspensién de usnimicina
al 1 por 1.000 en agua destilada estéril.

La fotografia ha sido tomada a las veinticuatro horas de incu-
bacidn a 37° C.

Resultados.—Las cuatro bacterias Gram negativas E. cofi,
Klebstella 41, Proieus sp. y Ps. aeruginosg han sido inhibidas en
su crecimiento, lo que prueba la presencia de estreptomicina en la
usnimicina, ya que el 4cido Gisnico no interfiere en las condiciones
de esta experiencia con el crecimiento de esas hacterias.

El Mycobacterium 607 SmR estreptomicin resistente, es sensible
a la accién de la usnimicina. Ello puede ser debido al componen-
te Gsnico, 0 ¢a la accién aditiva o quizd sinérgica del usnico y de
la estreptomicina ?

(1) Los Mycobacterium son Gram positivos.

11
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Presencia de dcido susnico en la usnidihidromicina

Se demuestra por las mismas técnicas de tratamiento con acido
clorhidrico concentrado y disolucion con benzol o con acetona y
posterior cristalizaciopn, conforme he detallado antes para la in-
vestigacion de la presencia del acido fisnico en la usnimicina.

Presencia de dihidroestreptomicing en la usnidihidromicinag

Método basado en la actividad de la dihidroestreptomicina so-
bre bacterias Gram megativas. i

IF'otografia num. 9.

El medio de cultivo es Bacto Streptomycin assay ggar a un
pH 8.

Se han sembrado radialmente con pipeta capilar cultivos en cal-
do de veinticuatro horas de las bacterias siguientes: Klebsiella 41,
Ps. acruginosa, E. coli, Proteus sp. y B. mycoides (esta tltima es
Gram positiva).

El pocillo central se ha llenado con suspensiéon de usnidihidro-
micina en agua destilada estéril al 1 por 1.000.

La fotografia ha sido tomada a las veinticuatro horas de incu-
bacién a 37° C.

Resultados.—Las cuatro bacterias Gram negativas: Klebsie-
lle }1, Ps. aeruginosa, E. coli y Proteus sp. han sido claramente in-
hibidas, lo que prueba la presencia de dihidroestreptomicina en la
uenidihidromicina.

B. mycoides (bacteria Gram positiva) ha sido también inhibida
par la usnimicina, pero esta inhibicién no es en este caso debida
exclusivamente a la dihidroestreptomicina, ya que también el 4ci-
do tsnico inhibe a dicha bacteria.

Experiencias con polros de antibidticos

Fotografia num. 10,

El medio de cultivo es caldo-agar, a un pH 7,5.

Se ha sembrado por inundacién con B. mycoides.

En 1 se ha puesto un poco de polvo de acido tisnico ; en 2, pol-
vo de clorhidrato de estreptomicina ; en 8, polvo de usnato s6dico.
y en 4, polvo de usnimicina (23).

(23) E! pocillo central se ha llenado con una disolucién que nada tiene que
ver con el icido uisnico ni con la estreptomicina.



ANALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID 163

La fotografia ha sido obtenida a las veinticjatro horas de in-
cubacidn en la estufa a 37 C.

Resultados.—El acido usnico, practicamente insoluble en el
agua, se ha revelado con una ligera actividad. El usnato sddico
algo mis activo que el acido tisnico, por ser algo soluble. El clor-
hidrato de estreptomicina se ha disuelto en el medio de cultivo
y ha producido clara inhibicién, aunque la fotografia no es bue-
na y el polvo de usnimicina revela actividad, debida a sus dos com-
ponentes Gsnico y estreptomicina.

Fotografia niim. 11.

El medio de cultivo es caldo agar, a un pH. 7,5.

Se ha sembrado por inundaciéon con Mycobacterium phlei.

En 1, se ha puesto polvo de acido tisnico; en 2, polvo de us-
nato sédico; en 3, polvo de clorhidrato de estreptomicina; en 4.
polvo de sulfato de neomicina (24), y en 5, polvo de usnimicina.

La fotografia ha sido tomada a las cuarenta y ocho horas de
incubacidn en estufa a 37° C.

Resultados.—Se aprecia actividad clara alrededor de todos los
polvos,

El clorhidrato de estreptomicina 8 y el sulfato de neomicina 4
se han disuelto y se han difundido bien.

El polvo de usnimicina es mas activo que los polvos de icido
usnico y de usnato sédico, lo que prueba que contiene estrepto-
micina ademas del 4cido asnico.

Fotografia nam. 12.

El medio de cultivo es caldo agar, a un pH. 7,5.

Se ha sembrado por inundacion con el Mycobacterium 607 SmR,
estirpe resistente a la estreptomicina.

En 1, se ha puesto polvo de acido usnico ; en 2, polvo de clor-
hidrato de estreptomicina; en 3, polvo de usnato sédico; en 4,
polvo de usnimicina, y en 5, polvo de usnidihidromicina.

Observacién.—La estreptomicina empleada en esta experien-
cia, asi como también en las experiencias correspondientes a las
placas de las fotografias 10 y 11, es un clorhidrato de estreptomi-
cina Merck, cuya actividad era de 625 unidades por mg.

Resultados.—E! clorhidrato de estreptomicina se ha disuel-
to y ha alcanzado concentracion suficiente para producir una in-
hibicién de esta estirpe de Mycobacterium resistente (comparese

(24) La neomicina empleada me fué facilitada por el Dr. Lawrence Smith,
Director médico del C. S. €. de N.-Y., y su actividad era de 163 unidades por
miligramo.
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con los halos alrgdedor del polvo 2 en la fotografia num. 10, y

del polvo 3, en la fotografia nim. 11.

El A4cido fisnico en polvo ha producido ligera inhibicion, El
polvo de usnato sédico ha producido inhibicién, y los polvos de
usnimicina 4 y de usnidihidromicina & han producido inhibicio-
nes muy claras, mucho mas netas que las producidas por ¢l acido
fisnico y la estreptomicina separadamente. ; Sinergismo?

CONCLUSIONES

1.» El usnato sodico es activo in #itro {frente a estirpes de
Staphylococeus aurens sensibles y resistentes a la penicilina.

2a  El usnato sodico es activo i vitro frente a Sarcina {utea,
B. licheniformis, B. mycoides y Estreptococo lhemolitico, y es in-
activo frente a Ps. aeruginosa y Klebsiella 41.

3.& El usnato sbédico es activo in witro frente al Tricophyion
mentagrophytes, y también frente a Candidg albicans, Torula uti-
lis var. major y Saccharomyces cerivisae.

42 Se ha demostrado la presencia del acido Gsnico en la wsni-
micing por su actividad frente al Tricophyion mentagrophytes, y
ademds separando 2l acido de la base mediante el empleo del acido
clorhidrico y extracciéon y cristalizacion del acido 1snico liberado
utilizando como disolventes el benzol y la acetona.

5.4 Se ha demostrado la presencia de estreptomicina en la wus-
nimicing mediante el empleo de una estirpe de Escherichia coli es-
treptomicin-dependiente, y por su acuvidad frente a las bacterias
Gram negativas: Escherichia coli, estirpe sensible a la estrepto-
micina ; Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp. y Klebsiellg 41.

6.2 Se ha demostrado la presencia de acido {isnico en la usni-
diliidromicina, separando al 4cido de la base mediante el empleo
del 4cido clorhidrico y extraccién y cristalizacién del 4cido fisnico
liberado, utilizando como disolventes el benzol y la acetona.

7.2 Se ha demostrado la presencia de dihidroestreptomicina en
la usnidihidromicing por su actividad frente a las bacterias Gram
negativas ; Escherichia coli, estirpe sensible a la dihidroestrepto-
micina, Ps. aeruginosa, Proteus sp. y Klebsiella }1.

82 Kl 4cido tsnico, el usnato sédico y la usnimicinag, en for-
ma de polvo inhiben in ¢itro al B. mycoides y Mycobacterium phlei.

9. El acido disnico. el usnato sodico, la uswimicina y la usni-
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dikidromicing en forma de polvo inhiben in wvitre al Mycobacte-
rium 607 SmR.

10. La mayor actividad in zitro de los polvos de usnimicina y
de usnidihidromicina, en comparacion con la actividad de los pol-
vos de acido Gsnico, usnato sddico y clorhidrato de estreptomi-
cina frente al Mycobacterium 607 SmR, hace pensar en un posi-
ble sinergismo entre el acido usnico y la estreptomicina, frente a
dicho Mycobacterium 607 SmR.

SUMMARY

1. Sodium usnate is active in witro against both penicillin sensitive and
resistant strains of Staphylococcus aureus.

2. Sodium usnate is active in vitro against Sercina lutcs, Bacillus licheni-
Jermis, B. mycoides and Streptococcus B-hemolyticus and is inactive against
Pseudomonss aeruginosa and Klebsiella 4. ' ,

3. Sodium usnate is active irn vitro against Tricophyton mentagrophytes,
Candida albicans, Torula utilis var. major and Saccharomyces cerivisae.

4. The presence in Usnimycin (1) of the usnic acid fraction has been de-
monstrated by its activity against Tricophyton mentagrophytes and also by
treatment with CIH that separates the usnic acid from the base and then the
usnic acid can be extracted by benzol or by acetone from which solvents the
typical crystales of usnic acid can be obtained. )

5. The presence of streptomycin in Usnimycin has been demonstrated by
using Usnimycin as an stimulant for the growth of a Escherichia coli strepto-
mycin dependent strain and also because Usmimycin is active in vitro against
Gram negative bacteriae such as: E. coli, Pseudomonas aeruginose, Pro-
teus. sp. and Kliebsiells 41 which are not sensitive to usnic acid.

6. The presence in Usnidikydromycin (2) of the usnic acid fraction has been
demonstrated by treatment with CIH that separates the usnic acid from the
base and then the usnic acid can be extracted by benzol or acetone from which
solvents the typical crystals of usnic acid can be obtained.

7. The presence of dihydrostreptomycin in Usnidihydromycin has been de-
monstrated because Usnidihydromycin is active in vitro against Gram negative
bacteriae such as: E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp. and Klebsie-
lla J1 which are not sensitive to usnic acid.

(1) Usnimycin is the name proposed by F. Bustinza to designate the pre-
cipitate that is formed when a water dissolution of sodium usnate is added to
a water dissolution of a streptomycin salt such as the hydrochloride.

(2) Usnidihydromycin is the name proposed by F. Bustinza to designate the
precipitate that is formed when a water dissolution of sodium usnate is ad.ded
to a water dissolution of a dihydrostreptomycin salt such as the hydrochloride.
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8. Usnic acid, sodium usnate and Usrimycin in powder form are active in
vitro against B. mycoides and Mycob. phlei,

9. Usnic acid, sodium usnate, Usnimycin and Usnidilydromycin in pQWde1
.form are active in vitro against Mycobacterium 607 SmR.

10. The greater activity in witro of the powders of U'srimycin and b\mdz-
hydromycin as compared w'th the activity in witro of usnic acid, sodium usnate,
and chlorhydrate of streptomycin in powder form against Mycobacterium
607 SmR makes one think in a possible synergistic effect of usnic acid and
streptomycin and usnic acid and dihydrostreptomycin againt~ Mycobacterium,
607 SmR which is a streptomycin resistant strain.

Laboratorio dc Fisiologia Vegetal,
Jardin Botinico. Madrid (marzo 1951).
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El pocillo central se¢ ha llenado con disolucién acuosa de usnato séddico

al 1 por 1.000.
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Fig. 2.

-La placa se ha sembrado con Tricophyton mentagrophytes. En los pocillos se
ha colocado disolucién acuosa de usnato sodico al 1 por 1.000.
Fotografia tomada a las 48 horas de incubacién.



TFig. 2.
La placa se ha sembrbado con Tricophyton mentagrophyies, En los pocillos se
hi eolocado disolucion acitosa de usnato sodizo al 1 por 1.000.
Fotografia tomada a las 72 horas de incabacidn

Iig. 4.

Placa sembrada con Iricophyton mentagrophytes. Los pocillos 1 y 5 se han

llenadn con disolucion de estreptomicina. (clorhidrate) a la concentracion d=

125 u. por c. ¢, Los pocillos 2 y 4 se han llenado con suspensian de usnimicina
en agua cstéril a la concentracién de 1 por 1.000.

TFotografia tomada a las 48 horas de incubacién,



Fig. 5.
Placa sembrada con Tricophyton mentagrophyles. Los pocillos 1 y & se han
llenado con disolucion acuosa de clorhidrato de estreptomicina n la concentra-
cion de 125 u. por c. ¢. Los pocilles 2 y 4 se han llenado con disolucién de
ustimicina en propileno-glicol a la concentracién de 1 por 1.000. Ll pocillo
central (3) se ha llenado con propilenc-glicol.
Fotografia tomada a los tres dias de incubacidn.

Fig. 6.
Corresponde 2 la misma experiencia de la fotografia 5, pero la fotografia ha
sido tomada a log seis dias de incubacién,



TFig. 7.
La placa se¢ ha sembrado con una estirpe de E. coli estreplomicin dependiente.
T.os pocillos 1 y 3 se han llenade con disolucién acuosa de usnate sédico al
1 por LO0). T.os pocillos 2 y 4 se han llenado c¢on una dispersi("m fina de usnimi-
cina en una disolucion estéril de tampdén fosfatos de pH-7. VI pocillo § se la
llenado con una disolucién de clorhidrato de estreptomicina en agua- destilada
estéril al titulo de 8 u. por c. c.

Trolevs s

Tig. 8.

El pocillo central se ha llenado con suspensién de usnimicina al 1 por 1.000 en
‘ agua destilada estéril.



172 ANALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID

Fig. 9.

El pocilio central se ha llenado con suspensién de usnidihidromicina al 1 por 1.000
en agua destilada estéril.
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Tig. 10.

La placa se ha sembrado con B. myceides. Iin 1 se ha puesto polvo de dcido
isnico, en 2 polvo de clorhidrato de estreptomicina, en 3 polvo de usnato sédico,
en 4 polve de usnimicina.
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Fig. 11. .
Placa sembrada con Mycobacteriion phlei. 3n 1 se ha’ puesto polvo de acido

Gisnico, en 2 polvo ‘de usnato- -sodico; en 3 polvo de clorhidrato de, pstreptormcma
en 4 polvo de sulfato de neomicina, en' 5 polvo de usnimicina,
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Fig. 12.

Placa sembrada con Mycobacterium 607 SmR. En 1 se ha puesto polvo de icido
{isnico, en 2 polvo de clorhidrato de estreptomicina, en 8 polvo de usnato sadico,
en 4 polvo de usnimicina y en § polve de usnidihidromicina.



