3

T TIOYY ey T ) o e e

S neTE e

LT e AV R

887987

L R SRR




W Lo RS
weoglon gy sy ;,&u,
r?’ 7._), u,U\/, Q,{j"'}:,

Ly, byl

3y
[} x.ltl y -

TR RERPRY I RN,

5,85,
LY .
IS PRVEVIN

L
‘1

Cri

= B19. L7




Sy Uiy Uyl Gylutiy

P N

3 < I
ST SR e A
T

L i SLOLIL e Wl LTl

R [
o < iy -
ot e Mt e e e d

PR

cakeu i odas

15 [SIEREAN G0 CUG L A P G-
o &4
: v [ N . o
b Gl wi b sh o ud ; PR [ERVEN T . e

g




[

v
e &l
ae

I8

2

(RN W VRN AR SR A e




¥icroorganismo

“Coryn. diphiheriae
Diplo. pneumoniae
Mioro. pyog. aureus

L]

% C, Williams
Nelsseria catarrbalis
Sarcing lutea
Strep. pyogenes

"

"
L]
"

Strep. sallvarius
Strep. faecalis
Strep. Group C sp.
Aerobacter aerogenes
Brucella suis
BEsch coll
Klebs, pneumoniae

11

Pasteurella multocida
f

Proteus vulgaris
1]

Pseudomonag espeoies
Pseudomonas aeruginosa
Salm. typhimurium

"

Salm. paratyphi

Salm. typhosa

Serratia marcescens

Shigella sonnel

Myco. smegmatis

Myco. tuberculosis
L

%CS = caldo de soja

x%104 (v/v)

TABLA 1
ESPECTRO ANTIBACTERIANC DE LA CHALCCMICINA IN VITRO

Medio de

ensayo

8" ¥ suero®*

cs

"
"
#
u
i}
]
1
t
H
i
1]
"
1
1]
f
1]
[
i
t
11
a
"

€S + suero

cs
n

C8 4 susro

1]
CsS
"
"
"

sintétioo
i

sintét. + suero

(3]

Incubacidn
dfas

I R e e b b b b 0 R B b b e 1 bt e B e et b e et b e R B e e B N

Concentracidn inhi-~
bidora minima
nicrogramos/ml
0
0.19
0,05
0.19
0.19
0.39
0.19
0.78
0.05
0.09
0.09
0.39
0419
100.0
100.0
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chalcomicina de Streptomyces

. Tabla 2 Q55Q58

Caracteristicas macroscépicas de cultivo de la cepa productora de
bikiniensis correspondiente a NRRL 2737.

Color del
Medio de Micelio Micelio en Sustrato :
tive aéreo el sustrato Otras caracteristicas
licerina Blanoo a Blanoo a Colonias convexas & pulvina~

Asparraguina gris amarillo a Inalterado das, margen extendido, fi-

Agar gris lamentosas.

hgar sintétl Blanoo  Canela a

co y almiddén a gris gris Inalterado Hidrélisiks moderada

Agar de mala- Blanco  Amariilo inalterado Hidrolisis moderada

to odlcico a gris

Agar de

Czapek Blanco Blanco Inalterado Desarrollo pobre

Agar

nutricio Blanco Pardo~gris Gris oscuro Desarrollo adreo pobrej colo-
nias oconvexas; margen fila=-
mento8o.

Agar mutri~ Blanco & Amarillo~- “Yolonias pulvinadas; algunas

cio ds glu~ gris grls a par- Gris con centros deprimidos y plie~

coss ‘ do-gris guss radiales; margen ondulado

Agar gluoo —~ Blanco a Gris a

se triptona gris negro Negro Como arriba

Agar de espo~ Blanco & Fardo &

rulacion de  gris negro Pardo oscuro Colonias abombadas con cen-

Anderson tros deprimidoa y pliegues
radiales; margen ondulado
a filamentosoe

Rebanads de

patata Blanoo Pardo-gris Pardo cerca Desarrollo aéreo pobre

del desarrollo

Agar sinté- Blanoo Canela & Inalterado Colonias convexas a pulvina-

tico y glu- a gris gris das; margen filamentoso

cosa

Gelatina Blanco Licuado, aproximadamente 1

a gris Pardo Pardo oscuro cm en 7 dias.
Lechada de
tornasol Gris Anillo Agul osouro Peptonizacidén moderada
pardo-gris
Caldo de
nitrato — -~ - ® - Reducido a nitrito
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Gomparacidn de

tomyces bikiniensis corre

TASLA 4

la cana

gspondiznte & I

wroducetora de

RRL &7

STFsprcian my

chialcowleins de

strep-

37 con el oreunienc

de Hamada semsjante al 9. blkinisncis.
Cepe F.300 unsa LHsrvdn se-
ge biginiensis e jante 1 5. hikinionsis

N 7/ N
Caracteristica

Gorrasnondicnte
& LD 2737

T. acntibiotics, serio

10, 74 (1957)

4‘1.

s e

Conidions

ordinariacsnte oton
70, ocasiogmlmﬁnt@
ovel o0 wsTlerico

mﬂrrollo en aaer
ulut ‘tico de

anrd, blanco; nin-
un picnento sn1u-

Al s o

TOL - e

Mintico

fAobus ’qu‘r nite elecvato, aoa-
riltle kx‘lluo, nipgan pige-

uzanak Dle monto soluble o giis snp-
rillasnto
Ldserrcllo ol agzdar anariilo; gicelio Pardo crwrillicnto dlico

v ualeto cdleico  adreo vlanco a sris  micelio uére blanco
~ P : 2o ; 4 e 4 .
vasarrollo en azar ideaslio auruo pobre, lingan wdeelio séreo; nig-
nuitricio blanco; plorwito so- nento solusle »irdo negruz-
luble Dlls oseuro co
. ox . ¢ . L . ’ L.
Vesarrollo «n zelg Micelic séreo vlen - idcelio asreo varwo pdii-
ine co & aris Qo
Utilizecidn de
Rv.:la')n@:.ua O 4
sacarnsa U + 4
Luctosa 3 1
Hatinos U o
Iinulina ¥ + 3
Inosita U + 4

11 -
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U8 scuardo con sl prosente ilavento, se produce 1s chuleosii-=

cina inoveulando un wsdlo nuiriclo zcuoso ¢s il con unu cana Hpo-

Juetora de cehalecomicing ue Jtrentomyces bikinicnsis, realiizendo

. s N2 e .
ung Termenteacidn en condicionss aerdbicss as A)bltdv O Uld Teppola-

tura antre unos 20 v B59C hasta que se L couunicade & Lla mszcla

. / - o s . P o . s .
d¢ Fermantaclon una sctividad antibeetlupiung asreciuble v gislan-

- - . ) - s 2 .o
do de la wuezcls de Tarnentacion l=o chalcoiilcine usseada.
Para la inoculacion puagden 3s:arse ¢gporsas o colldios del

cultivo seleccionado de Lireptomyess bikinieusis. Jueden cupleser-

g8 coavenienteasnte sus nsloiesS aclosay de Le&S GENOIES O Coninios

que contehzan una vl cantidad de 1abdn o de otre -ovnte Lu-
iwactante. Para fermantaciones arandes ss referinls usar culitivos
del oraanismo. en ealdo fuertu, Joven, airesds 7 oitado.
kodios nutricios acuosos adecusloy son los yue contiwnen

Tusitss aslinilubles du cardono ¥ nitrdreno 7 Jua tiasnen prefuoren-
tomento an o «otros alroededor de § v 8,5, M™entos de carboio nua
son agiailables y satislactorias nars ¢l uso cowprendoll carbolii-
aratos puros gue pu=dan sar utilisados nor =l crmaniszo, ast coilo
w2clas da carvohldratos adquirinles coaapei

L

wite. Al™unos ¢ieni-

3.

wlns de los meterlalss (a8 son adscusuos ura zote vin oon ueco-
sa, multosa, aaloss, «Luiddn v sluiones woJdilicados, Jarcoe de
waiz, eoxtractos 4o wolta, welazmas nerrcas, ~licerins, «tc. Lo con-
tidad del csrbonidrato sresante op ol medio nutricio no es S E -
cisluentes critlca ¥y ouwie varlal dusde =lrodedor we Ly B a 554 en
peso del walo. Qusden ser Qradas tamoldn canvivedes wlio por fue-
ra Je cslte intervalo.

- i S PN - . . . . :
wos unates o nitrorone on ¢l medio puiciclo pueden ser de

. 2o R U R
naturulsza crganica, inorgdiica u ureinice-inorsdnics iidxtu. alrmu-

slos de Llas muclws sustanciasg nlteociedss Que pucden cer

zimlsados o4 9l aedlo nutricio sen udiﬁQéCidOS, weptonus , _ruta{nﬁs

- 12 -
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nidrolivadas v sin hidrolizar, iarins de Hcacado, wrine ue soja,

Z . - ./ . 7 ) . . . i -
Jizuido de .aeeracion lg agls, usgshidratadc o no, uxtrucios e

. . N N N L ) Cmt e 4
carne, ullos ce coeahuaets, nitratos lnopsuniccs, ulen, sal 8 Gic-
nicas, e¢tc. Labdido & La mataresisze beuta dg lu wrerlc o las

ey s R ad en K TR o T PTI J
fuintas de nitrdgene fdédoilznte adyuiribias, in canti lad a sidadlr

al sdio varfa sezdn la surs2a ¥ 6o =S soglole cspecilicar bdien
1 . : . B . B . 7 3
una cantldad definida de aasterial fu.nte de niltrdgono g aeba ser

giadido al medio. Bin embarso, puede declirse que ware los Cinos

précticos los materialus nitrosonsdos. no precisan exceder Gsl 6,0
eu i del medio de fermentacidn total v puedsn estar presentes
en una cantidad considerabliensnte inferisr.

wn orzsencla de una cierta centidad ce sales ninerslss v tra-
sas de factores dz crrciniente do coamosicidn dsseounci.a as dessa-
blae @ fin de oblener los mejorss rendinientos de chalceoddcinu. iu-
ehos mmterisles erwlos fédcilunmunta aswquibles, tales como lfquido
de ferm:ntacién, de aiz, residuos Jdeo feruwntacidn Htennl-pcetd-
nica, rravaraclonss de laevad lea, hearinag de scsite de soja v otros
productos de cardetur semsisante contisnen talis sniles inorednicas
v Tactorss da erecinivnta v =5 deseabls la inclusidn de uno o mds
de ustos matsriales eon ol nedio de ferwsntacidn. Para ~sreantizar
le presencia Jdo cantliadss adecuades de los commonentos tducrales
en 2l wedio us ventajoso tadidn sn cuehos casos afiad ir olounas
salas inorqénica& fales Coao clorure sodicso, bicarbonato sdaico,
carbonato cdleico, scutato sdiico, ote. Te eancaptracidn proiwrd -

bls d= sales winzrales 28 ¢ntre 0,1 v L on ~ao dol wwdio natri~

CiO.

sLoeultive ds 1o gmoar

5 - e e [N RN . v -
gelscclonnda o Ltilrentomress
e e I M

- ] . s . 3 . 7 .
sts en ol melio nutriclo acuose puede razlichpse HoP Un Ml.sce 12

loopenntioi wn

o pusde sar ¢ile
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tivado bajo Lo suwersicic del medlo, cste g, en estado culergl-

- I, v - onny ot L N P . 1 rq‘l'.
do, con tal de qus se Hroporciony Ul suminiztro aceccuads Jds oxXilne=-

Fele i

2 wdtode nrufurinls care oroducipe cheloonleina on ~ran co-

calea @s por fopmamtecidn de una raza orouucetora un chalooiiicina

de Streptoaycss biitiniensts on CUliivo sukrrido o HUNA L O. Seodn

o

eastu realicscidn del inventw, se¢ inocula un wedic nutrlicle acuoso
astdril con =1 enltive soLlaccionadn v s=e incuva con a~itucidn v
sircacidn o una toaperatura ontis uncs S0y UBRG, oprelerd slauwsnte
a1 lues cercalics oo RE-50%¥U, bestya qus wn el cultivo lfiuiuo Ly
prusuate una alta concantracidn e casleoiicinu. La suracidn de

N KR 2 R
vara ol rendlmicrnto maximo de ek

icomicina varfa

ticmpn requurido
con «l tamfio v ei tipo ael epsrsto usedo, las velocidadzs de ani-
tacidn v aireacidn, el cultivo varticular del oppunisuo ¥ olros
factoras., 4n formeiitaciones couwsreiales an gran usceale reualilzadas
on Faroontacoris tipe tangue, $9 alcanus solercluente lu médziuae
procuceidn de cnelcomicine un alrsdedor de L a 4 dfas. Fuscen usar-
se texbidn veriodos de fermentacidn ids cortos, derc genornlimnte
pfomucan un rendimisnto inferior e chalcemicine. Cuande la fer-
mentacidn se llova a cabo en matraces sacwiiuous, vl liviwo reque-
rido para la produccidn mdxima de chmlcomicing pucde sar alao na-
yor yue cuandc se usan tengue=s de ferisntocidn Arandes .

sn las condicionus we cultivo suasrsivo, ¢l gicerosrganisiog

s deésarrolla como sarticulas relstivaiente sislouas «ilsnsrsas en

N ., . - : = e - - K4 "o Mo A= 3 gy
3l madio nutricio, =n contrasts con la wuliculw realative
tinua prasents en lu sasorficle del Lsulo en ol wétodo deg culiivo

U S
trivueidn del or

w

an guperficies dn vietud Jdu esta ol

tode @l wwailo, vuadel weacss Volumuiies anuct dol ooul

inoculaio en &) cultivo usl orgenismo cn log lohigues ¥y tines comin-

- R - - s . ot g PO Wit * ) A
asnte joados on la industria s Terocntacidn. Dog Tursntadores
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dg tina ostaciounsrios equipeics con uispositivos e azitucidn ¥

ir:scidn son )erilcularasnt: aiccastos surd La cidn e dinl-
alr:a L Wl TAECA8UOE Ul L@ Jroguecion aa G

somiclin? sn jran escala, uunue pusds usarss tabiln e nipe de Ter-
2 U N
mantaclion ds »tros :lisndes. Para la 1)r\5~)qra(:1on e 1enorss canti-

dadss Je chuleoalclna o sera ls uroduccidn de cultives del orse-
nismo nara usarlos coso iandeiulo nara fermentaciones ¢n ~ran esca-
le, pusde llsvarse a cabo ol wdtodo de cultivo sunsrgido sn pe o=
flos matraces o tarros yue se sacudsn o se asitan por wedics necd-
nicos adecuad 0s.

&n el método de cultiwo sumersido, la avitacidn v 1a airea-
cidn ds la mezcla de cultivo pueden raslizarse #e varios modos.
La a-itacidn pusds ser mroporcionade por turbinas, paletas, moto-
res u otros disnscsitivos mecdnicos de aritacidn, girando o sacu-
dizndo sl fermsntador riswuo, por varios dispositivos da borbeo o
por sl waso dse alre u ox{zeno a través del :wdic. La air&acién‘
pueds realizerse inyectando eire u oxfseno en la mescla de for-
mentacidn e travds de tubos sbiertos, tubos nerforados o tubog que
contisnen una seccidn porosa de difusidn; o pu=ds realizarse pul-
verizendo, rociando ¢ esnarciendo sl madio #n uny atmdsfera que
contenpa oxireno o a travds de olla.

Una altornativa frante al wdtodo, nreferisle, de cultive su-
mereside, es sl wdtodo da proauccidn de chale cina por cultivo en

sunerficie, ssmin el cual, se inocula una can: poco “rofuida, (8-

=]

neraliwnta de menos de 2cu, de wedio nutricio acuoso ustiril con

una cava sroductora de chalcomicina de strentoiwyees piliulensis v

. 0 P VS -
la @=2zcla inoceulada su incuba zn condiclouss werndlcas a una tempe

ratuls entrs 29 v $5%C. imtonces se aisla el producto de wenvra si-
milar a la guws s6 desceribird parg ol wdtodo e cultivo swiwsrksiuss
ey

Lo canticad o conecemtracidn de chalceonicina nrosente A2snuls

sapiodo de feraentecidn o sn cualquisr tioapo durante el perio-
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o Ge fermentacidn puede ser deterwinuda vor un vnsayo biolosico.

Para asta finalidad, se tona de la amzcla dus rapirntacidn una
parte alicuota reaprasuntativa y se filtra nera olininar msteriol
gdlido. ILa potencia antibidtica del uosto puede ser deteriiinuda
sntoncas midienio la inhibicidn del crucinisnto dal uilcrnorsanis -

o Sarcina lutea en condicloacs normelmentc faverables el creci-

miento de aste orsanismo. Para resalizar asts snsayo niold~ico, sa
neepara un cultivo del organismo de snsaye sn una cubets o nlaca
de Bgar. 36 colocsn contra la surerficlo 2sl cultivo en a=ar dis-
cos do panel de Tilitro yue contienen una centildad medida del mos-
to dilufdo medido y se onserva la inhibicidn del cruciaionts del
orvenismo dosvuds de un periodo de incubacidn. 1 ensavo biolds -
co =& funda en sl hecho de gqus la clhialceomicineg oy carecteristica-
aonte antarzonista del desarrollo del orgsnismo con ol resultado
de que le zona de inhibicidn qus redes el Cisco de papcl de ril-
tro vaerfa con la cantidad de chalcciicing dispersa en ¢l disco.
La asiwmacidn de potencia estd besade en 1s dilucidn del uosto
reguerida vpers nroducir una zona de inhisicidn ds difnetre arbi-
traciarmente elezido wn las cendiciones de wnsavo ostableocidas, co-
n0 sa doseribes nds conerctamente en los ejanplos que siguen.

La potencia do los nostos de ehalcomicine pusde ser dotor-
mineda tarbidn por otros adtodos, como uidiendo la dilucidn del
mogto regusrida pora der una inhivicidn del BU:» del cracinionte

811 un anssve tupbidimdtrico frente a aprobactariug turefociens dus-

pufs dv un periodo 48 incubecidn de 2-3/4 hores a H79C on un wedio
Toriado Hor una infusidn de cersbro v corazdn.

Después de coupletar la fase de formentacidn del nrocediuien-
to, ¢l producto dasmado estd nresente nrimordialiwnte en ¢l ligui-
do de cultivo v se afsla de oste 1fguido. Por ojewplo, =n ol caso

de ls produccidn ds ciialcomicine por el ndtodo de cultivo suuerdi-



(9]

10

[
(8]

deo, es nreferiovle separar =1 mlcclio por .iedios tales como fil-
tracidn o czntrirfuzacidn y sxtraer d2spuds 21 mosto filtrado con
un disolvante inmiseible con azua tal como dicloruro de etil ano,
clorsforuo, acetato de =2tilo, acetate de amilo, =tc. I1 extracto
rasultantae, gue contiene la chalcomicina, se somete a tratamianto
postericr denendisndo de la pursza deszada sa el nroducto final.
Por 3jamplo, 8l sxtractce orgénico se lava con pase dilufda, dcido
dilufdo v azua v se avapora a segusdad. Il residuo de chalcomici-
na crula s9 2xXtrae con un Jdisolvente 1o polar, tal como H2nceno,

7 la solucidn vencdnica se glisde sobrs una colunma cronatogrdfica
rellena de alumina. Desarrollando y eluyendo la columna con disol-
ventes 7 aezclas de disolvsntes crscizntemente polares, se obtie-
nen eluatos qua contienen una alta concentracidn de chalcomicina.
Si se dasea, se realiza una purificacidn ulterior por recronato-
graffa, por recristalizacidn en disolventes, por distribucidn en-
trs diselvantaes, por axtraccidn en ccatracorriente o por una com-
binacidn da éstos v otros mdtodos semejantes. Despuds de una puri-
ficacidn aralininss por cromatografia sobre alumina o por distri-
bucidn entre disolvsntes, nuede r2alizarsse una mayor purificacidn
por croaatografia soore carbdn activo, que puede mezclarse con tie-
rra de Jdiatomeas. &1 dasarrollo y la 2lucidn de la columna de car-
bdn puasda realizarsa con disolventss hidroxilicos y cetdnicos, ta-
las como aetanol o metancl acuoso y acstona o acetona acuosa.

Ie chalcomicina es un sntinidtico des velor en el tratanien-
to ds infecciones bactarianas. Pcr ajemplo, es activa frente-a una
varisiad de orgenisaos gram-positivos. 3s ssneruluente eficaz con-
tra estafilococos y pneumococos y es e€Ticaz contra algunas cepas
de estraptococos. La chalcomicina es especialmente vallosa en el
tratamiento de infecciones bactarianas causadas por muchos orga-

nismnos estafilocdecicos que son resistentes a otros antibidticos.
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Como sjciplo wepselfico del uso «e la clalconicine, puede sor
ampleada ¢n forig as gounsua para eplicaciocnes loculus en une in-
feccidn wstalfilocdeica lscalizada.

4l invento estd ilustrado, »erc no iiuitado, por los gi-

suientas eojemplos;

Ziamplo 1; Preparacién v wnsayo de mostos sntibidticoes que contie-

nen cheglcomicing,

Sa prepera un wedlo nutricio que tiene la siuiente corn-

Glucosa upnohlirato 0, 55
Glicerina 0, s
Gasoina, hidrolizado dcido Gy e
Paptona, hidrolizado enzimdtico 6,85,
Levauura de cervecsria Gylis

Liquido de Tarmentacidn de mefz deshidratado Oy 250

- / - 7 - R .
Raslduo de fermwntacidn butanol-acetdnica 0,885,

g . s ) - t Z e,
Harina de sccite e soju, extraildem con disolvente 0,28,

Glorure sdGico Gy Gl
4 .
Carbonate calcico : G, 1%

Afha destilaus hssta aacer 10005

dos Litros dew oste asdio se aisiribursn on porcioclr s ds 250
M. en 3 watraces du wrlipatrer deoun Liteo ue boea ancha, se ta-
. T U U 0 A P
nan coil gass v Tinepas ds alrouon v ose cstordlizan o 1200 gupronts
25 dnutos. oo ddaian enfolsr los cwtracss v oo ivoeals 4es Uiy ea-
N . e SRR AN 5o - © mims e ,,-/_ I [ . . o a cu e
da uno coin 2,5 Wb 48 una 9w oension ds agoctros e ig_r_\%pﬁ}p_gg__
: . R . s A s
biliniznsis corrssvonulsave a MRARL L737. aste susounsifn ae cgno=
ras s oravars & oparktir de un cultive iaclinsdc gz aweo-oal

Anderson esnorulade sunmopdliande lag eevoran oo LDl de uns s olne-

<\\

s - N o T T
cidn estaril 12 hentadecilsuliin®te sddico al «, 1. ios teirsess ino-
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culados se incuban a 27C darente 72 horss, srovorclonendn au-
I‘F)l’)tﬁ '3U.t'3 ulg:“:,lpo S1r5aCLON ")7 uTlt&ClOI‘J p(‘)_ﬁ‘ un sacudlidor l‘ﬂtﬂtO“
. | : 4 ; . - . 4l
rio gque describe un clrcule ie © contluwtiros de Wldmstro o Lov
I‘.;}.!:l.
A4l final del naridoco s incubuciéﬁ, g1 datearmiing ¢l conta-
nido de cualconicina del mosto por un altovao awe dirusidn sn aner

mto sl aque lin side

en unce bandsja con un dilsco da
erito purs ¢l ansavo 4e viomicina por dhpelich, Ivorson

Kohbsrmor, rintibioties and Chamotherspyr, L, (3}, 211-218 (junio
1951). Al adantar oste ndtodo 81 cnzavo de ls clwlcomicine se an-

plesn las gimui-ntes modiflcaclonza. UL orcanisio de

. N . — . . 2z - . .
4o as sarcina lutea pCI Lol We Ml indeualo pars la conn de sidn-

bra sz nropara deserrollando al cultivo on un wedio tal coaon anar

~

da sinsanra Panassay (UiTco) an froscos loux a 2840 durants 18 ho-

3 4 - - - N ] .
res. Sagouds sy recozen ias c2lulss wn oun ardio tal coue caldo de

v

Panassay (Difecol). Las couposicioies ual G2 silelLdra Yenacsscy

- . 7 . . - Cva 1 L N
v ls del calda Psnassay astdn dageritas on =1 »oilco Tianualdl of
vehyaratad Culture ledia and Szagsnts for wicroblolosiecal anu Uli-
nical Laboratory Procsdur=s?, NOVHNG adiciAn, v en #"Coupilation

of‘Tests and liethods of 4Aasay for wmntibiotic drugs?, armeiicie de
veruridad VYederal, Sdaiuistracidn de Alimontos ¥ Dronas. Pueden
usarse tanwnidn asares v caldos de commosicionss sinileres. Le sus-

nsidn de cdlulas se diluwys :nteonczs con is coldo Penassay de
modo qus uns nuava dilucidn 1:10 de 16 do transmisidn ¢itice en
un espactfofotéﬂwtrn g Colawman Je., moaslo 84, a una lonsitud de
onde de 555 . Ta suspensidn de cdlules obteniaa wntes de la
allucidn 1:10 pars aetereinacidn sssactrorotonitrica s8 usa an el
procediniento o ensayo bioldico.

"y Se o - ] i « P N Rt Y . . oy . 4 »’ A ea -y e
Se hses una dilucidn 13800 da 2sta sus e nstan de edslulos en

arar 1a sicabra Penasssy 7 so colocan en caia cubsta 85 mle Ln es-
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-2 s N . . 4
te encavo no se 2mplea ninsuna cept odsica. La incubacidi se rege-

lizg a 3740 durante 18 loras.
v /. \ ek - . A
AL enldo antiviotico obtsanlido =1 Gsits of3.plo se auvligna una
potancis de 8 unicades por mililitro. iLta asignacién ae motencla

sa vasa en 31 hechio de gue unw dilucidn a 8 vaces del wosto en

tampdn de fosfato ds »H 7,8 (concaniracidn finsl ael tawsdn 0,1 )

O~

118 una sons de iuhibicidn ue 4idmetro wedio, arvitrarisicnitu cle-
wide, de 13,9 @, cuando &8 tnsayads on lag condiciones de ensayvo
enturisrus.

Jasada .« las unldades de poleacia aelinldos de cgla noane-
ra ge encontrd qus la chaleomicing cristalina purs wostrabs 10288

unidadss por mg. Una unidad da soetividad ro

oy e

sgonta, por lo taato,

anroxiaadanents un aleromramo de chalconicina.

Ln vl snsavo 48 woatos de clhalconicing, ¢l satrdn de sefa-
rencia v las musstras sa diluyen on tamponsg 42 fosfaetn de i 7,8
hasta uns solucidn final ds tamodn 0,1 i%. Cuwndo ss ansavah 1{qui-
dos del cuarspo, al satrdn de resfersncia 7 las iusstras se -dlluyen

en sl lfquido 48l Cuerpo (u& S8 Va a ensuyvgl.

Bjemplo 2: Prgveracidn y aisluaiento us lg cnaleonicing.

Se prosara un caedio matricio guo tisne in sizulants coupo-

Glucosa monohidrato Uy 8ia
Jiicerina Uy 55
I _— Y o
Cosaina, hidrollzads dcido iy Vs

- a . 2o N NE
raptona, i u’ol.wddf) anzisdtico Gy 2855

L@Va.lAra e Swer TvRe3aria Ly J-f"’

FO -~ s - el B 4 T A e e st R
Lfgulco de macucaeidn w3l efs Geshidrstudo Ty .
N T N T P R 4 o LoNLETL
Aesicduo do Daragtacion butunoleacatdn LR RAREIR S
MR Tan e T vy oy Y A s - 3 e 4 - - PR RIS, o e
arins dz oacaitse e gaja exitioilia con udilsolventes (g8
(51 oy e ,.,-"—' s 9 e
LLOLSULY Qa1 ia e R
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varbonato celcico Uy i

Asua hasta hacor 10646

bo]

Ga colocan 12 litros de este -"edic «n un jarpo da 8C litros,

eon agitaeién, provisto de pulverizader, wotol, Lulutas doellocto-
ras v 1{nsa de touwa demucstras. Se ssteriliza el cedio cal-ntdn-
diolo & 12180 durante 90 winutos. 8s prsvers una &ugpgnsién de cs-
poras & partir de dos cultivos inclingdos de nzar con Streplouycss
bikiniensils esporulado corrssponclonte a HRRL 2727 en asar—wltosa
de Andarson, ¥y AU wl de una solucidn astiril ls hoptadecil=sulflato
sdiico el U,Li. L& susaensidn de agporas se usa pars inocilsr el
medio de forcontacidn enfrisda, @l cusl se lncuba snioncas a 2650
durante 46 horss. Durante ¢l curso de la incubacidn se iwntiene la

v ge suainistro aire a la

azitacidn a la velocidad de 210 repein. 3
velocidad de 12 litros por iiinuto. Se aflade azente antilespuwnte
a wsdida que se srecisa.

Sesenta v caatro litros de «adio mutriente con la corposi-

.4 5 < - . . .
cidn deds 8l princinio do este sjeuwplo se distribuven on porcio-
nes lzualss e cuatro ferasntadores de tungue de 30 litros con axi-

s 7 y - At . .
tucisn. 2espusg de esterilizer ¥y enfriar se ineculs cada uno con

I - ~ - > . 2 5 P 7 S e .
U0 wl de la mezela de Tarmentacidn de 48 horas recidn oblternida.

N

La incuhacidn sw realiza a 20-C durante 24 horas con asitucidn a
2\ A e v s i A PRCEST el ey tay 18 TR T ey e et e <~ 111 NG
Ul MeDeille ¥ alluwcClicon 40 Cantlinl 4@ Lu 1i LPOS a8 L' DO 111ng-
to. B2 aiude sgunts antlsspuwsonte o wailla us go oreclso. Zas nea-
v . R 4 . B AU - . O o S . < 4T - &
clag da Terusntacidn s rsdnon v e [ilteun pearo ur dnes 57,5 Li-
tres 9 wostn. agte aostoe sa oxtras dos veces con porclones ue
o EE YA e P : I o yetramnt e et e e e
2,58 litros d2 Jiclorireo de etilene 7 uwl axtracts or Wfdico s lova
I . o ey P . . . - o PP g = K
suacualvanunts con carvonate sddlce scusso ¢l 2., con 4c¢iun clorhi-
o 4

drice wyul norewd ¥ oCon azua, a continuacidn de lo Cusl 88 wvapela

i s e FYST Y 2 ~r ; TP S ngw ~ = ma - R U Y
a1 oulsolvente y sa extras 25 poolduc Coil baicwnde La solueiodn bon-

- 21 -
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cénica Tiltrads se aiade sebre ung columng crocters ”.1lgu, rolle-

~ I - a= . LS 5 .
50 = e aldiine (pi 6,9) 8 nartir do uwas syzocisidn en

[$

na con

~

benceno. YJegspués de desarrollar lu columma eon 850 131 ae scata-
to we etilo, s6 wluys con etanol. OS¢ pacoren olistos aetandlicos
individusles v 1 rasiduo ude cads uno se tngava on cucnto & U
setividad entividtica. Los eluatos activos se rudnon v se concen-
tran a sequodad. Una solueidn el resiuuo wn £0 ml do acetonu wouo-
sa &l 18< se fade sobrs una columna croumtorrdfica nrenarada con
5,5 g de carvdn activo. Puede usarse Larces 7-80. La colwina se
dasarrolla coa u3:tons acuosa al 1yl 7 el vroducto se recoza por
elucidn con acetona. Leos sluatos zcaidniccs gue muestran activi-

. 4 »
dad entibidtica se retnen ¥ se evooren s sequeded para obtensr

o

. iy A A oy g Al e ‘O",? % el . A -
la cisleonicineg dessada; [d] = -45,E% (¢ = 1y en wtanclj. Po

prinarawe conticne 592,045 de

P . iy aricicaceidn v i el e Te b
ajemnlo ¥4 Prepsrgelion, puriricacion 7 caracltorizgelon de la chal-

canicing.
39 npasara un wadio matreianta (desi~nuin aa’_mf madio ) couo

simg$

Guseina, hidrolizedo dcildo i1y 5.5

Levadnra de carvecurfa Gy

Sloruro sdéico _ Gy 8

Garbongtn cdlelco Gy 85,
altosa 1,05
Afua Hesta hacer 10U4

Golucidn e ai-irdsgido sf Aascs (10 Qepoo ) hasta pll 7,6

Sa carzan 16 galonns (88 litroo) 4w Lwidic € unoun feronto-

- .4 ;
dor ue ceepro inoxilable ue D0 galonsg (114 litres). Duopuds do

]
b )
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giassip 175 ¢l de un aoante anticsounonte cond stonte o uLs v

a

cla de wmantaca crude v aceites inersiss ot contelman Lono-= ¥
[SFy! o

dimlicdridos, se esteriliza =1 ;wdio surants 1 hora a 111°U, 80

. b bl e " “ . 4 N T
unfrfm ¥ oLus 0 Bae inoecilia con 30 gl Jde ung sustellsron a9 BUCLES.

20 srapars o partir do © cultivos lncli-

nados Ao gtrogtowyess biliniensis esvoralede corrosnonui-nts a

TRRL 2737 susnsnalonlo lag esporas du caolg cultivo en 10 nl dew so=

U

- 4 P LRt v ) . 5 . . o m - 5]
Incion estiril de huptsdecile-sulrfato sddico al ¢,1%5. Lo owacla de

By yy s ma it e e A o izl S . e ont
Teraentacion sa 1ncuba durauts $ Aorad o 2870 ¢on alrgaclidn ¥ oanol-

cacidn suminietreda por la introduceidn i una répide corricnte de

glre & lu velocidad de 8,5 viss ofsicos (184 litros) por minuto.

B¢ alladen nusves cantldades o agents antlosouisente a medida qua
ge nracisan.
| B prepars un sesundo aedio nutricio (dosiomamdo wedic U) co-

Tite] Si;flj‘tl@:

Glucosa aonohiunrato 3,0

Gaguina, hidrolizado deido, G, B
Lavaduara de cervucereia Uy 50
Glozaro sddico G, 0
Cartonato edlcice ‘ Uy B
4ou8 hasta hacser LOOL

. « 7 N T e A PO ~ . e 1T s
Solaeidn de idrdaido sddice (10 nosowl) hasta pH 7,5.

it

Je eolocan uncs B0Y walonts {(L14C Litros) do a=dio U cn un
farnentalor do zcspo ihoxidable ae BUU palonss (1960 litros) v,
desputs de aladir 1 1itro uz agsote antlusswieute, go colerilica
durante 1 hora o 1812C. 59 dois =nfriar 2l medio, sa inoculs con

V€

. % L] Y . - T P, i e [} B PR K 4 S A R
W oralanes (58 litros) de Lo =wnzels de Topentaclon de Jo doses ¥

. . . . 6 SYTEAE v S s o 4 s 4
Iuaso ne incuba dursnte &4 horas a 2890, g roporcions aritacion

»

v ogae iavsooaiucs el an 18

por un agitalor gus opola a Q34 TeDeile
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mezcla de ferucntugidn a la velocigad uz 45 pies cibicos (1274
litros) por minuto. Uz aflada més agznte antlesouunnts o 1wdida
guy 8¢ precisae.

Sz colocan unos 1800 salones (4580 litros) de wadio 2 v

10 1litiros do assnte antisspuwnte sp do woaro ino-

xidabla de 2000 galones (76V0 litros
gqurante una hora a 121%0. Jospuds se enfrfs v se inocula con 15U
zelonas (70 litros) do le iwzcla e rTerdsutacidn de 24 horas obd-
tenide dsl fermantador de 500 zalonns (1900 litros) La inculacidn
ga lleva o cabo durunte 40 horas a 26%C, con wirsacidn suainistra-
pies cdbicos (3898 litros) de aire per winuts » avitacidu

gus oprre a 125 r.p.ile Se aliadon otros

4
H
>

adicional por un axitauor
8y% litros de woonte antlsgapumsnts (o la cuentissd necasarial, a
medida ¢ue ae wrecisa, oora radueir la osPumacién-

Daspuds dsl variodc de incubacidn, la wzela de recceidn
(unce 1540 zalonus, BUOB litros) se recome ¥ oga filtre. 20 Tiltra-
do ss :xtras con acctato s atilec 2a un extractor centrifuso a
contracorrisnts (tal como un oxtractor Jeu vodbislniak) a une volo-
¢luad de una parts de lisolvonte por cuatrc
8CuNs0. #l sxtracto =n acetato ue etilo se redne con los uxtrac-
tog en scetato do etilo obtanldos de le wisiw aanera de o ToPaun-
tuclocen imilas i que totalizan 3760 ~alonus (1400y 1itros) de

sosto. L solueidn total an acetuto dw stilo ©3 lava Lion con

N - P s
azua ¥y saatats Jde stile Dor volatilizaciin ¥

xwn N e Y
uhs colun 18 ca S0 cldustes con 18 e G40 oLlid=-

Cap N

Glelofcio Ao weiluiles 52 3C

. A R S, i
dur 1,8 Litiros de

Guets da Terosatocidn un 44,1 Litros Ju giclosuro we atilsnol v

- 2
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Ta coluudii Ly dogas

1luer0 s0 anadag s0 bl

. T
rrolla v se sluve nor adieidn sucesive e (a)

tato ds etilo: @iclorize Je atileno 13l (b} 13,25 litre

tato de atilo, (e} 20 litroo de stanoliacetoto de etilo 139, (a)
3 i 1y B3 it {nY U li-
8,4 lltros de rwtsnolizcetato du etilo 1:1 v Tinalunte (2] o 21

de disclivantes insicacas son
1Lao Lvan 3 1

[

ros dz acuatatanol Lile Las rozones
an Vﬁl'\iflﬁ'ﬂ- 1 L:‘,lu,g_t() dc la coluyps S3 IuCofe fl’&coi@ﬂuﬁ ¥ las

ea d
Traceiones qus =g 2(CUE1Lra Juo conticnen une seilvidal nntiblo-

- - 4 e . ..1’-, noa vy "y a1 (% e M TRat
tice importante por snsayon hinldoico So rln o8 concsntran a

L3 “ ofm . TR . N e 2
sequadad. Ll regiduo se dlsuslve ci acatons Lara dar una ¢ lueLon
que pressnta SU.00C unidaodes de chalcoumleins por wl du »olusicne

] s
golucion @cuyto-

jod

Se aiade ung porcida de 1,5 litres du wst
nica & 8,5 litros do aue y la Sugpunﬁiéﬂ turvia resuitante se
3tads sobrs uns oeoliansg cioastossdfics relluna con 1,6 i3 Ge car-
odn active v 1,5 Kz Jde tilsrrs e dletoucas. luaden usarss vaboris-
1os teles cowo Yarco G=30 y Uslite 546. Lo coluwmna se Jesarrolla

v 56 wiuvs conl acubona acuosa gue contange ccucentracioacs cre-
cizntes do acevona v Tinalmente con aecetaona. H)1 «luaty se rocopns
an fraceiones ¥y las Iraceionss qus presentan activiiad «ntisidti-
ca s@ rolnen y s& concentron o Baguatads Be Llofiliva unw solu-

4 0 PR o
ion del residiao en ull Leguwlio valy

R g TR [
VAN e DWIIC.E0

—

Lo

&)

heleounicina Coud polve w.orfo. Lels preparalio

I R g g 727 P N e S
¢icén wspecifica LJ_ZJ = =42,5% (¢ = 1,0 en otancl)e ificrosnalisis

por duplicedo wostraron cardHoney 8,555, U,dds
; 1 4
du Ddurdoeno.
Una svidvaciz confiraadora O3 Lo curezo Do 4sts otarind
S8 81.h) Satpails so. st LAV SR e s 2 e e ks I e, e
S8 BULANIsTrals sonrtidngolo & wxtraccidn o contiacoryinnia. oy

s 4 iy e 198174 NG G mpeip ey o . o T+ e - )
ENRCHOREE ugainic Wi aXeructol on COJ:E,1°&C‘7J.'L'1':H[:E= U GG G ed A

cs

sos ¥ oun sistema de cigelventos consistonts oo o=butonel, ¢lclo-

o wr o emtes (Gl e ® e 1 o L -, )
hezaio ¥ woua (9’11§vU; ko= 1,07}, Lo elwleonicine se uisls del
- 5 -
oE
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R 1 4 P N T a - “ontn g -
plato n¥ 1. Yor wicroonslisis, se encuontra o

PRI . = AL = = i amoe T y N w1t
contisne 59,84, B9,54,4 d carbong; 8,15, ©,08,, de LWlurdi-~uno;

58,085 do oxiseno. Un andlisis o arunes o tilo on carkono da

S

) I

i A N - . HER | ~',’. - cpdd L
ai valor de Lo, 9ue AL canncetiro da ﬂbbuﬂoguﬂ ailtravioletsn en uta-

nol wuassira un 2dxiilo a 218 lqi = 519, v ung infioegidn m

l ci

Tucidn clororcraica, Lla cheleniiicinag

do abgoreisn infrarroja o uase 2,88, 4,34,

3
e

1 SONET D, L O 515 3 EI 2] a o e
5,18, 3,88, 7,23, 7,40, 7,55, 7,78, 9,00, 3,54, 9,70, 9,00, 9,9,

yidly 9,07, Wu,au, 10,71, 11,20, 11,87 v 11,089 ideras. Jotoraina-

4 -

do =n un disco ds droours nataslco, ol rectro dé rbsercicn in-

frarroja wiestra wédizos o wias 2,04, wywd, 0,40, B,B81, 5,89,
B,08, 8,128, 0,84, 7,2J, 7,38, 7,81, 7,77, &,u3, 3,08, 9,22, 9,40,

9,808, 10,15, 11,19, 11,59 v 1&,7C wuicrus,

GH Gl C)_v.i.(zJIl&c

ajenplo 40 Prouucel:
S8 nropara un wadio nmatricio como sglmied
~ . R P e 5
Glucosa monohidrato 2y O
. 4o - N
CGaseina, hLiliroliuado fcido O, 5o
- ) e 8 -
Lavoaoura os curvacaria Oy S
" . P ; ;
Cloruro wduico 0,50
Carbonato cdicico U, 25,

Azua (desionizada #n calients) para Laz o Tl

Unos 1200 wl de wstu medlo .  “ustin o ¥ 7,5 por acicidn

/

“co 10 noraal iy se alstriduyen 800 mlL

. ./ o NN S
de solucion de hidroxic. a0

litros. Jusnpud

3

I cgdd UAC de dos aatraces de drlenueysr de

ik
<

ey ) A a4 [~ - oy LR - - & A o o a P R . -
eatorilivac idn durants 15 adnatos o 18150, 8e oladsn o caua uno

e o - [~ . . . R oy TR ey N v e reany ol = .
do los atbaces 5ol do une sus acnsldon ooz 2H OIS Didoorada slg-

pendiindgo los esworas @ un culditive inclinuio 4o agar e utropto-

vees bilinlousls copoluldaue Corruveponalautc o Wil 707 ausarro-

H
oo
1
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llado en 8o =gl toss o alliarscr on L0 0l Lo golucidn watd

da sa roalice 1 -
T 4 ; . o n L . N
CLloaC Lo oL aenClon sy Le

nistrada vor une rotatoria o opora a 200 fadeiie o

J - - - A oa e A
un circulo de O cm. ds dida=stro,
o Y dmn o s e T G 4
siomes (78 litros) de an aedlo gus tonva la cciposiceldn
srnterlor se weaclen con 175 A tlosowante v osu 28tTo-

o

Terupentador de ncesro ino-

%idable dsg S0 CLYC Llteos)s Lo omswels frle e ilnooculy o~

oy - / i e e o
5 con O nl del producte de Termcntacion de UL horus voge

t‘..f G

tacidin aficaz v con vloci-

incung Juarante 40 horas o 28%0 con

~ . 7. . - v . »
R s . y i . PR A ¥ S e . e . -
cidn wa 9,7 2isa cdoicos (275 Litroo) ot inut o

L

. . RS . e g ca
G Tenoe ad COormeal-

itros) de un

PO - [
cidn dada al cwselan ceon 1 Litro das

aAnenTa agturllizan durante 50 winutos o 121-6

en ul ferasntac o de ocoro iaoxldable do 00 ~alonuss (10u0

(75 Litros) de2l srosucto

La warzeln fric se inoculu con 20

s . . , . ) .
menvacidn 40 lLiorag ootonido del Tareentaior de B0 zalons

hores =

(29C litros) v s

o seulida

tros) s alre por mimito. Su o3

[ .

Qe 39 Hracigay v usun unog Suld il

Unos 2800 zeloass (1E700 litros) de un o@dio guas

Llivan au-

I
Lon dada Al princ

troxidoeble s

rants 89 alnutos o

%]

e

org {19000 Litens) dewivte antiow i onte &

b

Gib LInoGilyl COl DU sa-

ilda qus we vreoelss. Lo
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£ a la voiocidal s L0G (3260 Titpos) S ouilre
por ninuto. s tlog anente o daalds 0y A Lrecie

S e c e
Ta avzela da farmamtacidn (uasos

144 Litros)

ios Ziltros do tagbor
usando 125-180 livras (83,7-37,1 1g) du tlorra do ulstouwcas conw

Pacubrinicnt:

o Y - S
e E Ty e
e} Al Tialprs

Wsalgtr un producto tal como

PR Y S - i , e

traz con la dtad do su 7olduwn de wiclorurs ue 2tilono. dste axe-
b . er - S NP, [ e e [ D .y .
ractn 82 radny Conl SETrLciod wd CLordls S atllono ootiniics du

1o wilsus vansea o partlre g otros 103,170 elonus (H920CT litroc)

. 4l ggtracto total on di-

550 o tmnos. 41 Jarsbe se disuslva wn 47 o8]
P 2 ie 7 .
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