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Dejando a un los pri intentos de !
hacterias tshn. 1015 y 1.8924; iano, s 1942 ¥
1.957), McCurdy ¢ ), an la octava edicién del Bergey's Manual
Determinative teriology, inciuy> las mixcbacterias en el orden I,
Myxobacterale del y segundo que comprende
*hacteri lizantes", con 1 siguientes caracteristi-as:

acilos unicelulares un Giametro menor de 1'S um, embebidos
tipicamente i una capa mucilago mas o menos tenaz. Los bacilos

rmemente cilindricos, con los exiremos TrOmMoOs ¥
IS afilados. La multiplicacién se lleva a cabo por

aria trancversal. Capaces de llevar a cabo un movimiento

to lanto cuandn estan en contacto con una superficie solida
nterfa 3 gzun, carentes de organos de locomocion

D B o

celtecLal ri &l gac.vis,

dimensi

celuias

mixésporas. En algunos casos las  MIXOSpPOTas
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conocen

sueden

3

10 i1 o~
par muciiago y ce

res | brillantes ¥
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Ones Dentro de los cuerpo fructificantes .lias
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vegetativas se transiorman en en reposc liamadas

[s]
no son facilmente

células vegetativas; €1 otros aparecen CoOmo

y encapsuiadas, que &€

e

con el nombre de microguis

=tir simplemente en upa masa

S

pueden estar encerradas
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.ceso de ADN podria ser
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un gran genomio, pero por el
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, en G+C, cue Yee e Inouye (1.984) consideran comp una

a °| ien  ultravio: , a la que, por vivir
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¢ aphiar el W T S v P T e A oy .
fotoinducible (Buchard y Dworkin, i Q66 Arias

peptidoglucann, este es cualitativamente
se encuentra en menor cantidad, ya que
aproximadamente el 0'6 % del peso seco de la célula
ptra parte, el peptidoglucano de
mixobacterias, a difere -:t_‘ del de otras bacterias, es sensible a la
accion de la tripsi que 1o fragmenta en pequefios zos. Bi'n e
debido a que @ C no constituye en este casp una
presenta a manera de
un material sensible a la
formado por polimeros de glicocola y serina (White et 2l.,
e na sugerido gue el bajo contenido en peptidoglucano y su
pueden estar relacionados con la flexibilidad de las

para diferenciarse a mixésporas (Kaiser et

externa es s.milar a ia del resto de bacterias Gram-

formada por fosit del mismo tipo que los

n.asmatica, proi.einas y lipopolisacaridos.

. batante, presentan la particularidad de

algunos casos 3-0O-metil-D-xilosa

=t al.,, 1.974). Asi misma, el

esta mem“raua es superior al normal

.

mixobacterias son mas

wacer notar también cque las

que optras bacterias Gram-negativas 2

tales cowo actinomicina D. rifampicina, novobiocina, etc,

D xi 5 interpretadu °© jebidn e la
Dworkin, 1.9€4.. &8 interpretado cOmO debidn a ¢

- g
to S na

1 : g~ dac M ot o uctl As
sembrana externa de las mixobacterias presenta una estructura ma
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permeable a las sustancias ' [
las sustancias hidrofobo que la de bacterias
- - aC Lel Las

entericas (Kaiser et al., 1979}
Finalmente, las mixobacterias p
; AAas  mi3 cterias presenta ices e’ ]
presentan apéndices exiracelulares
{l‘e ti.-)p +<‘m'k-‘r-~: = d 1 e 1 : 1
po Iimbrias e locaillzaclol ( las i
alizacien polar, a las que se atiribuye um

papel el imi oordi
papel en el movimiento coordinado de estas bacterias (Kaiser, 1.979)

Como es caracteristico del grupc en que se incluyen, las
mixobacterias se mueven por deslizamiento sobre superficies solidas
o en las interfases aire-agua. Hasta el momento el mecanismo de
dicho movimiento permanece totalmenie 0Scuro, habiéndose alternati-
samente atribuido a la excrecion del mucilago extracelular (Fluegel,
1.963), a la formacién activa de gradientes de tensién superficial
(Keller et al., 1.983) y, como parece mas probable, ¢ la comtraccion
de filamentos intracelulares asociados a la membrana plasmatica que

eido observados en muchas mixobacterias y que estan ausentes en
mutantes gue han perdido la capacidad de moverse (Schmidt-Lorenz y
Kihlwein, 1.968; MNacRae ¥ McCurdy, 1.976; Buchard et al., 1.977;

T o ]
no ad .

lLas celulas sSe mueven en pal .lelp a su eje longitudinal, de
manera gue el numero de direcciones que una celula puede tomar esta
restringido si se compara con una bacteria flagelada. El movimiento

e lento, del orden de 2 pm/min (Shimkets, 1.987).

Curiosamente las mixobacterias, a mMas del movimiento individual
de cada ceélula, son capaces e moverse comgo conjuntos coordinados,
como puede observarse en la expansion de los enjambres y en la

agregacion de las células durante la fructificacion, en gQque tiene

juga: ur fenomeno ritmico muy peculiar en el que ondas oscilantes de

células discurren sobre la superficie del enjambre (Reichemdach ¥
Dworkin, 1.981; Reichenbach, 1.96% ¥ 1.966). El fenomeno se conoce

como "oleaje®, cado que el aspecto de las ondas recuerda
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plas sobre la superficie del mar. Las ond i
, g Ja s i icde g AT ¢ LA das, alineadas paralel
8 1 4 1ma LA% 0Ondas, allneacas paralelamente

y perpendiculares -al radio del enjambre, isten en crestas

£y A acs vy L R il g o I | 1
formadas por varias capas de celulas y estan separadas entre si por

una monocapa con pocas celulas (Shimkets y Kaiser, 1.982)

1ia oy b 4 " e :
‘ bi 1 r‘,* z o} e et rr 3
cambian continuamente su posicion, viajando cen una notable

y A . (U | "y iy SR 1 :
velocidad (2'2 pm/min), hasta el punto de que su migracion puede

observarse con el microscopio de diseccion. El oleaje

inducid “Or Dre: i “tidogluca i
inducido por preparaciones de peptidoglucano o ciertos componentes

del mismo (Shimkets y Kaiser,

El significado de este fenomeno permanece OsScuro, aunque
obviamente implica alguna =lase de comunicacion entre las celulas
del enjambre. Como dice Reichenbach (1.986), el oleaje implica que
« el enjambre de wmixcoacterias no es simplemente una wasa de
células apiladas, sino una sociedad gobernada por ciertas reglas.
Aparentemente las mixobacterias se comportan sociaimente en otras

dis+intas a la de formacién de cuerpos fructifi-cantes ».

movimientos coordinados es necesario, COmO queda dicho,
interaccion entre células (Kaiser y Crosby, 1.983), interaccién en
parecer juegan um papel fundamental las fimbrias polares

estas bacterias (Kaiser, 1.979).

Desde el punto de vista genético el movimiento deslizante esta
controlado en M. xanthus por dos cistemas multigenicos: el sistema A

(de "aventurero"), gue controla el deslizamiento de las células

4

individuales, y el sistema © {de "gsocial"), que controla el
i : 1 4 1
movimiento de los grupos coordinacos de celulas © enjambres Bl

sistema A contiene al Wenos 22 loci y el 8§ al menos 10 (Hodgkin ¥

Kaiser, 1.977, 1.979a ¥ 1.9799).

células A*S* se mueven individualmence O en grupos

T o
Las

‘ S e .
compuestos desde una pocas a miles ce celulas; estando controladas
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3 = T - w2y g ol - y g E oy e i
a5 dite 5 pautas de movimiento por la expresion relativa del

i

sistema A o 8. Ceélulas con

upa mutacicn en el sistema A (A 5*)

exaiben un comportamiento social puro y se deslizan en enjambres

densos, ‘0 nunca como individuos., Por contrario
capaces de un comportamiento exclusivamente aventurero

deslizan fundamertalmente como individuos. Finalmente,

mutaciones en los dos sistemas (A°S”) son inmoviles.

Lo=s  mutantes > son  incapaces tanto de formar cuerpaos
fructificantes como de dar el fenomeno del oleaje. En relacion com
esto ultimo, la movilidad aventurera parece ser requerida para el
oleaje, ya que los mutantes A S* no lo producen; por el contrario, la
mayoria de estos mutantes Ic werpos fructificantes. Por ultimo,

de las estirpes A'S  son incapaces de
formar cuerpos fructificantes o dar oleaje, lo que lleva a la
conclusion de que la movilidad social es fundamental para estos

comportamxer.—'toa de las mixobacterias.

to celular parece ser requeridc para la movilidad

va cue las celulas A'S' son inméviles cuando estan separadas
cia igual 0 superior a la longitud de ura celula
Crosby, 1.683). Este contacto celular esta facilitado por

que parecen estar regulados por el sistema S: la

fimbrias y la cohesion celular. En M. xanthus la

de las fimbrias polares esta correlacionada con la
movilidad social, dado que las celulas A*5* y A& presentan
¢ipbrias, mientras que la mayoria de lzs A'S" 1o las presentan
(Kaiser, 1.979). De otra parte, la estirpes A*S* y A B*de N. xanthus
tienden a acherirse y aglutinar en poco tiempo cuando se suspenden
en tampon conteniendo a<* y Mg**, mientras que las estirpes A'S”

} - Chamrats :“
ne aglutinan O hacen muy pooremente.(ah_tmﬁem.

con estirpes de Stigmatella

io
3 h E nd d s
Resultados parecidos nan Siav ohtenicos

i 1.082; ¢4 Z i 1.985). Asi pues la
aurantiaca (Quall ¥y Vhite, 1.982; Gilmore y White, P
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cohesion celuiar, uno - de cuyos factores condicionantes es
procaociente .a presencia de iimbrias y cuyo establecimient
ol 1 y CUyo estadiecCimiento es

energia depenciente en N. xanthus, constituye uno de los factores que
P R - 1 merd V3o o e | . - - b .
condicionan la movilidad social al promover y mantener la existencia

Qe grupos Ge celulas.

Nutricion y metabolismo.

Los estudios de nutricién y del metabolismo intermediario de las
mixobacterias han venido siendo dificultados por la tendencia de
estas bacterias a crecer en medios liquido en forma no dispersa y
por el hecho de que, salvo excepciones, Crecen mejor y mas rapi-
damernte en medios muy complejos con macromoleculas insolubles de

muy diversa naturaleza O celulas vivas o muertas de otros

-ta tal punto es esto asi que uno de los metodos

que da mejor resultado para aislar la mayoria de las mixobacterias

tar particulas de suelo en la superficie de un

agar mineral sobre e. que se ha extendido una capa espesa de

£

bacterias ras (Singh, 1.947),
i para crecer & expensas de celulas, asi comp de
MACT OMm( ulas insolubles, es consecuencia de su habilidad para

producir una gran variedad de enzimas extracelulares o epicelulares,
zimas bacterioliticos, proteasas, lipasas, celulasas,
amilasas, etc. En la lisis de otras células, a mas de los citados

‘ g e By o e
enzimas, es probable que intervengan tampien antibisticos ¥

bacteriocinas (Rosenberg y Varon, 1.984).

s &

Entre los enzimas liticos de 'a pared celular de bacterias

; % 371 \ 1 QTP
encontramos — muramicdasas (Harcke et al, 1971 Yy 1.972);

giucc;samiriidaEas (Hart y Zahler, 1.900; Sudo y Dworkin, 1.972; Haskéa,
1 : s AR Tead v -1~ 7
974); amidasas (Katz y Strominger, & 967; Teai et al.,, 1.965; Sudo y

14 v arn e 1 oA 434 del &cid e ico.
Duiarkin, 1.972), que sBep-Tab 8l Tetrapepiics te]l Acido murémico; ¥
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B L i ) ipper eu
A1) 11 P B b
, Gue rompen en.aces
+ o e
vl s
celulares, mientras que (09 : cuart ip D
\ ; entras que .03 cuarto tipo pueden actuar tambien
o P Aeme mantidns disetind - 1. T e 1 3
sobre otros peptidos distintos de los del peptidogiucano.

l’:J LU

(1 - o s ol g o ey 1 5 - - . 1 3
Los enzimas proteoliticos juegan un papei muy importante en
by

srtarimlicis P An =g o R i’ S pn 4
acteriolisis, a mas de ser responsables del Crecimiento de

ixobacterias a expensas de muy diversos tipos de proteinas.

numerosos los enzimas de este tipo que han sido caracterizacos y en
algunos casos purificados. Asi, Myxobacter Al. 1 produce Cos enzimas
y II, el primero de los cuales es también

a paredes celulares (Jackson y volfe, 1.968; Vingard et

virescens produce al menos ires proteasas distintas,

sido purificada y demostrado ser activa frente

romper preferentemente enlaces peptidicos

cadenas laterales no polares (Gnosspeliue,

proteoliticos extracelulares han sido

Sorangium (Vhitaker, 1.965; Jurasek y Whitaker,

ccoccus coralloides (Harke et al., 1971 3 K xanthus

¥ontoya, 1.980). Como ocurre también con la actividac

1a actividad proteolitica de las mixobacterias es

la composicion ce gedio de cultivo (Haskd y Stahl,

gl al., 1.978).

extracelulares Y per iplasmicas, han

¥. xanthus (Nicaud et al., 1984 y ¢ta

L Eoad LaamE gy

¥. coralloides U (Gonzalez et

Tied : = f e 3
la hidrélisis cde acidos nucleicos, ia

utilizacion de ADN por mixobacterias fue ya descrita en 1.950 por
U a4 loddi 194 - Fo Ja

2 o mddaiAdac 3 4 ik 1
Finck. Posteriormen 6 actividac desoxirrioo Y
~<honucleasica en incluso Dbhservo
[ aulliuies s Fa Qe R S
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mismas en medins sup.:ementados con ADN o ARN
de carbono y nitrogeno; esto ultimo,sin embargo,

Klein (1.956). Estudios m&s recientes

Reichenbach, 1.978) indican que si bilen una gran variedad

de mixobacterias (M. fulvus, N, virescens, M. xanthus, M. stipitatus,
Archangium serpens y Fodangium erectum) sintetizan abundantes
nucleasas atriccion, la localizacion de las mismas es el espacio

periplasmico y por tanto no se &ogregan. En el mismo sentido
apuntan los trabajo de ] is y Parish (1.976) sobre nucleasas de
restriccion de M. virescens cde Martinez-Cafiamero (1.986) sobre

desoxirribonucleasas de M. corallecides D.

enzimatica tipica de las mixovacterias es la

lipasica. Gerbaug L 974) encartre una hidrolasa de ésteres del
giicerol 7! B 5 uando npo aclare su localizacien.
riormente Fodriguez et al. (1.979) demostraron la existencia en
actividad esterasica no difusible, sino

asociada a la superficie celular. “inalmente, Ruiz-Rodriguez (1.280)
encontre dos sistemas enzimaticos con actividad lipasica en el cita~

de ellos extracelular y otro unido a estructuras

Por nitimo, les ixobacterias presentan capacidad hidrolitica
frente a diversos tipos de polisacaridos que, aunque muy mal
estudiada, es muy amplia, ya que abarca desde celulasas a amilasas y
enzimas que degradan polisacaridos complejos presentes en las
paredes celulares de macterias, levaduras y hongos filamentosos
Solnseva, 1940 y 1.941; Beebe, 1.943; Noren, ..955; McCurdy, 1.969;

schik y Reichenbach, 1 085; Reichenbach, 1.986),

3 g X § - 2 %04 e 1
Aparte de los enzimas citados, tambien se ha atribuido un pape.l

en la lisis de optros Ricroorganismos & loe eantibioticos ¥y

; i ] i iAas 1 1 = + 4 d
bactericcinae producidas por .as mixobacterias, en el sentido de que
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previo a la lisis por los

tracelulares,

La produccién de antibioticos sera objeto de otro apartado de
esta Introduccién. Por lo que e refiere a la produccion de
vacteriocinas, y e ontre » ¢con .a abundancia de antibioticos
encontrados, solo se lescrito en cuatro especies: N. xanthus
(McCurdy y MacRae, 1.974), M. fulvus (Hirsch, 1977), M. virescens
(Brown et al.,, 1.976) y M. coralloides Mufioz et al., 1984) si bien

posiblemente sea un fenomeno general,

Ain cuando es posible que antibioticos y U .cteriocinas jueguen
algun papel en la lisis de otrus microorganismos, son los enzimas
extra y epicelulares los directamente implicados en la misma. En
alguncs casos la activicad predadora de las mixobacterias puede ser
atribuida exclusivamente a la produccién de enzimas extracelulares
(lisis de bacterias Gram-positivas), pero en los restantes se
requiere ademas un contacio directo entre lia mixobacteria y su presa
(Burnham et al., 1.981), lo que indica la intervencion de enzimas u

otras sustancias unidas a estructuras celulares.

Aungue sin relacion con las actividades liticas de las
aixobacterias hay que citar, daca su rareza, la sintesis y excreciom
de esteroides en canticades sustanciales por mixobacterias del

genero Nannocystis (Kohl et al., 1.9830.

Como ha sido dicho al comienzo de estie apartado, gracias a la
produccion de este conjunto de enzimas las mixobacterias crecen
mejor y mas rapidamentc en medios de cultivo a base de

acromoléculas, bacterias o levaduras gque en 103 medios conven-

3 i 4 - 1 T4 A
y por supuesto que en medios cdefinidos. La complejidad de

stos medios ha dificultado y por tanto retrasado los estudios sobre

o~ = zetarias
nutricien y metabolismo a2 estas bacterias.
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Montoya, 1.878), asi como la introduccion de medios minimos
definidos para M. xanthus (Bretscher y Kaiser, 1.978), han permitido
comenzar a conocer algunos de sus requerimientos nutritivos ¥y
aigunos aspectos de &u metabolismosmo intermediario, en especial

para la mixobacteria citada.

La mayoria de las mixobacterias, con excepcion las

celuloliticas, usan aminoacidos como fuente de carbono, nitrogeno y

energ:a y cont.enen vias metabolicas para oxidar dichos compuestos
(Shimkets, 1.984). N. xanthus puede ser cultivadc en medios c¢on
caseina purificada (Rosenberg et al., 1977) o aminocacidns como
solos constituyentes orgénicos (Dworkin, 1.963). Lps azucires no son
utilizados al parecer por las mixc “cterias bacterioliticas, aunque
orprendentemente utilizan polisacaridos, incluide el almidon, que
iegradan a trisacaridos que pueden incorporar y metabolizar (Irschik
y Reichenbach,

os enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos ban
sido detectados en N. xanthus, asi como los enzimas propios del
ciclo del glioxalato. Este ultimo ciclu actua de forma reducida
durante el crecimiento vegetativo en medios ricos, pero incrementa

su actividad durante el desarrollo (Shimkets, 1.984).

on relacién con los enzimas de la via glicolitica, que ex estas
bacterias parece funcionar exclusiva mente en sentido inverso, se ha
detectado la presencia de hexoquinasa cependiente de pirofosiato y
no de ATP; en general M. xanthus posee todos los enzimas necesarios

sintesis de azucares a partir de aminoacidos (Filer et al.,
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¥aLsSDn Yy Jworgin (i.204) DaN puesin e manitiesto ia existencia
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en M. xanthus de dos de los enzimas del ciclo del fostfogluconato
togluc :

Jado que la ribosa no es incorporada con efectividad, es logica la
existencia de dicha via para la sintesis de ribosa-5-fosfato que

intesis de nucleotidos.

sera usado en 1a o]

En corcondancia con este ultimo trabajo, Irschik y Reisenbach
(1.985) encontiaron en Caorallococcus corallpides que la glucosa
puede ser metabolizada una vez Gue Sé encuenira em el interior de la

célula, pero que asi COmo hexpquinasa, glucosa-9-fosfato deshidro-

el

genasa ¥ -fosfogluconato deshidrogenasa ec an presentes en

azonab.es, el enzima clave de la via glicolitica,

[

cantidades
foefato alcoli=a, esta presente en cantidad minima.
Esto sugiere gue la glucosa es usada principalmente por i via de
las pentosas fosfato, para suministrar rivosa, y solamente una

pequefia fraccion, si acaso, ae \os carbohidratos puede ser aprove-

chada como fuente de energia.

N. xapthus contiene un "“pool" pequefio de nuclestidos en compa-
o] existente en E. coli, siendo el ATP su principal
-elulas vegetativas los valores medios de ia carga

constituyente. &b CE

-0'87 (Hanson y Dworkin,

ato s0n ce U'o.L

energetica del sistema adenili

1.874)
Finalmente y a pesar de que €D ¥. xanthus los aminoacidos sirven

e cCconoce muy poco

rbono, nitrégeno y energia,
ediario de estos compuestos. Como se

‘ : v v Th = + i ASA
familia ded P.\C—.pf]’wu_.ﬂ { i uEPﬁTuDQL-;hﬂSu

papei en el control del desarro..o. La metionina
wooena de vitamina Biz

na fuente exog

- R 1o 1ot i
uretscher y Kaiser,  g78). Los aminoacidos ramificados (leucina,
Lorevsilued b, R i ;

leucina y valina) deben Ser aportados como nutrientes (Umbarger,
isoleucin valina) deben &
fenilalanina,

cacidos aromaticos,

1.978); mientras que lps amin
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gintetizados por la propia bacteria
satudio de las numerosas actividades
ansaminasicas y deshidrogenantés ligadas a. metabolismo de los

aminoacidos no ha pasado, en la mayoria de los casos, de su detec-

(S~

Ciclos de vida de la= mixobacterias.

Dependiendo de las condiciones ambientales, las mixobacterias
pueden, alternativamente, desarrollar dos ciclos de vida estre-
chamente entrelazados: un ciclo vegetativo y un ciclo de desarrollo

{(Dworkin,

1 ciclo vegetativo es muy simple, ya que consiste en la division
binaria transversal los bacilos, lo que en medios sclidos lleva a
la expansién del enjambre y en aquellos casos de mixobacterias qu

crecen dispersas } -dips liquidos a un aumento de la densidad

SO

iendo, comec se verd mas adelante, con el agotamiento del

1

lispara la iniciacion del ciclo de desarrollo,
durante el cual tiene lugar una morfogenesis cooperativa, que lleva a
la formacion de cuerpos fructificantes (fructificacién) por la accion
conjunta de decenas de miles de celulas, y una morfogenesis celular,
durante la cual las células vegetaiivas ¢ fren una serie de cambios
que llevan a Iz paricic = ceélulas ¢ reposo, mMixésporas,

.ocalizadas i interd de los cuerpos fructificantes (esporu-

lacion).

o AT A oo - 2
Han sido aislados un gran numero de mutantes relacignadnos con €.
desarrollo y comprobado que puedsn agruparse en ires amplias clases:

i 11 ] = ecir rta
mutantes que no agregan Tl esporulan, es decir, que se comportan
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(Hagen et al,, 1.978;

¥orris L 069 Budd v Ziue
1.962; Rudd y. Zusman,

VTGN ' i C L |
T g PErc Que N0 agregan acecuacamente
(Hagen Eeml 278; Morn y Zusman, 1.979);
mutantes que agregan normaimente pero que no 107
v T REP |

resultados sugieren que el desarroilo puede ser

o P 3 T ~4% o~ - . = P - =5 - -
etapas: 1niciacién, agregacion con I0rmacion de

ficantes y esporulacion.

Iniciacién. 5l desarrollc es una respuesta a uma carencia nutricional
que dispara la iniciacien del proceso, considerandose qgue una
inanicién parcial es mas probable que conduzca a un desarrollo
rapido y sincrenico que una ipanicion severa, puesto que los
aminoacidos, carbono y energia on requeridos para la consumacion

con exito del desarrollo (Manoil y Kaiser, 1.980b).

celuloliticas, tales como Sorangium compositum, el
‘nicia cuando la fuente hidrocarbonada se convierte en
.che, 1.969). En las especies proteoliticas, tales comc
hambre de aminoacidos es la sefial ambiental principal

(Dworkin, 1.963).

contro! nutricional agel desarrollo llevados a
bacteria, mediante el empleo de medios

demostrado que la inanicion parcial para los

que son requeridos para el crecimiento vegetativo

1 1%
(leucina, isoleucina y valina) induce rapidamente el desarroilo

Bretscher y Kaiser. 1.878), pero, sin

{(Manoil y Xaiser, 1.980b;
$ 44 - o —~dmlme 3 1

embargo, la carencia ce otros aminoacidos p  asenciales, de .a
( vato in 1C08

fuente de carbono y energia (piruvato) ROTEAN1ICO

T J 4 - G4 ) - o R (Manms
también dispara cicho procesd (Manoii
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La naturaleza de las esefiales intracelulares implicadas en la
uetceccion de los niveles de aminoacidos e iniciacion del desarrollo
permanece sin ser aclarada, habiendose relacionado con la
estricta sus mediadores (Manoil y Kaiser, 1.980a y 1.980b), con la
familia de aminoacidos del aspartico y la aspartoquinasa (Rosenberg
et al, 18973b) y con compuestos derivados de la adenina y
nucledtidos ciclicos (Campos y Zusmaa, 1.975; Manoil y Kaiser,

A

1.980¢; Passador y McCurdy, 1.888),

Agregacion. Supuesta una iniciacion del desarrcllo adecuada, las
celulas de los enjambres de mixobacterias se deslizan hacia centros
de agregacion para constituir actmulos que finalmente daran lugar a

cuerpos Iructificantes.

La agregacion necesita para ser llevada a cabo con exito, a mas

nutricional necesaria para la iniciacicn, una
que socporte el movimiento deslizante, una gran
celular y, en algunas especies, luz (Wireman y Dworkin,

1.975; Qualls et al.,, 1.878).

ificacién requiere normalmente la participacién de
decenas de miles de células, ce manera QGue si no estad presente un
numerc suficiente de éstas la agregacion N0 tiene lugar o es muy
pobre (Wireman y Dworkin, 1.67%). Fundado en este fenomeno ha sido
desarrollado un métoco de ensayo muy simple para la identificacion
de factores determinantes ce la agregacion, consistente en la
diseminacion de celulas sobre la superficie de un agar 0O nutritivo,
a una densidad inferior la que permite la agregacion, tratamientos
e las mismas con los factores em cuestiéon y  observacion de su
efecto sobre la agregacion. Los ecultados obtenidos en la practica
de este ensayo sugleren que ciertos compuestos actuan como seflales

intercelulares en la agregacion de N. xanthus y Sigmatella

aurantiaca.
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Las celulazs de &, aurantiaca, a densidades menores de la
permisiva, son estimulacas para formar cuerpos fructificantes por la
luz, una feromona y compuestos derivados de la guanina (Stephens y
White, 19680 y 1.982; Qualls et al., 1978), Una combinacicn d= las
luz mas feromona, o de feromona y guanosina monofosfato, aceleran
dramaticamente la agregacion. Las interacciones entre luz, feromona
y los compuestos con guanina en relacion con .3 agregacion son
desconocidas y constituyen un problema fascinante que merece la

maxima atencion.

En M. xanthus la agregacion no es estimulada por la luz;
pbstante, compuestos conteniendo adenina estimulan en este caso
formacion de cuerpos fructificantes (Shimkets y Dworkinm, 1.981).
adenosina parece ser la sefial principai para la agregacion y
secrecison no es constitutiva, sino que esta regulada por el propio
desarrollo; bstant al parecer se segregan oOiras cefiales
quimicas no conoc

La interpretacion mas racional de estos experimentos consiste en
suponer que la agregaciou es pula o defectuosa a concentraciones
bajas de celulac 0 géstas no pueden generar cantidades

e agregacion.

- i i | + ~1 AT -

Se ha conseguido aislar un gran numero de mutantes agregacion
1 e s

defectiva, muchas de las cuales presentan un defecto en la

S : = TEL T
movilidad. E=to es logico si S€ considera que para la 1ormacion de

cuerpos fructificantes las células en la vecindad de un centro

agregacion deben ser capaces de localizario y moverse hacia el,

i imi s de gT C ' =1 ontrol de
gque requiere movimientos de gTupos coordinados y un CO

direccion del movimiento celular.

(S

ser citado que durante la wugregacion

o]

1 WM iwnBRactarial
una lectina conocida como MBHA ("MixoBacterlai
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HemAggiutinin") que llega 2 -
ggiutinin") llega a representar el l-2 % de las proteinas

3o

del cultivo (Cumsky y Zusman, 1.979). MBHA se encuentra en la
superficie de las células y se localiza especificamente en los polos
de las mismas, ln Gue sugiere que pueda funcionar en interaccicnes
colo a polo durante la agregacion. No obstante, el papei de la MBHA
en 2] desarrollc es hoy por hoy desconocido, si bien se sabe que
esla de algun modo relacionada con la movilidad social (Cumsky y

Zusmaii, L1979 y 1.981),

En la actualidad las proteinas ¢ superiicie de las celulas en
desarrollo se estan estudiando mediante el emplen de anticuerpos
monoclonales (Gill y Dworkin, 1.986).

Esporulacien. Simultaneamente con la formacion de cuerpos
fructificantes tieme lugar, como ha sido citado, una morfogenesis
celular durante la cual las celulas vegetativas se convierten emn
pixosporas, gue $e lncalizan en los cuerpos fructificantes. Las
mixésporas se diferencian de las endosporas formadas por las

especies del genero Bacillus en dos caracteristicas fundamentales:

,

las endosporas son celulas formadas de nove, mientras que las
pixésporas son las mismas celulas vegetativ"s transformadas; y las
mixésporas, aungue ~esisten condiciones adversas tales como Ciiur
(602 C durante 1 hora). deterzouies ¥ sonicacien, son IZucho mMenos

re-.oientes que las endosporas de Bacillus.

ElL proceso ce esporulacion ocurre normalmente junto con el de
agregacion pero, cOmo ha sido ya citado, estos dos procescs, aunqueé

interrelacionados, son independieites y transcurren paralelamenrte.

En M. xanthus el proceso de esporulacion es reversible hasta las

12 horas de iniciado el desarrollo, tiempo al cabo del cual las

" ad

células se encuentran ya €n un estado scomprometido" a egporular y

esporulan aunque Se las traslade a un medio rico (Wireman, 1.979).
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Evidentemente esto supone la existencia tras la iniciacion de un
periodo de sefializacion intercelular que "compromete" a las células

para llevar a cabo la esporulacion.

Un hecho muy destacado en el proceso de esporulacién es la

autclisis del £0% aproximadamente de las celulas agregadas, de forma
que solamente un 20% llegan a formar mixosporas (Vireman y Dworkin,
1975 y 1.977). Esta autolisis masiva parece ser que esta ligada al
srograma de desarrollo, ya que los nutanies SpoC, que no muestran
auto;isjs, no esporulan; la 4e5timulacién en  estos mutantes de la
esporulacicen se traduce paraizlamente en unos niveles normales de
autolisis (Shimkets y Kaiser, 1.982b). Vireman y Dworkin (1.977) han
formulado la hipotesis de que, dado que el desarrollo supone un
estado de 1 ici la muerte yj lisis de la mayor parte de 1
poblacien i objeto suministrar a los supervivientes
suficientes nutrientes para esporular. Esto podria ser considerado,
desde un punto de vista socioliolégico, como un caso de altruismo
por partz de la poblacion que se sacrifica; aunque también cabe
considerarlo como un caso de canibalismo por narts da 1a 2ohlagiin

superviviente,

Otra teoria mantiene que algunos de los productos liberados en la
lisis podrizz actuar como seflales gquimicas Que inducirian la
esporulacion. Los resultados obtenidos por Shimkets ¥ Kaiser
(1.982a> apoyan esta hipotesis, ya que pudieron comprobar que los

: o o
componentes  del peptidoglucano soOD capaces de induci la

sgporulacién ep mutantes SpeC.

Como en el caso anterior, esta ultima hipotesis tambien considera

isi fenc racic 1 elulas de la
la autolisis como un fenomeno de cooperacion entre as ce u

1 51 o=
pablacibn; cin embargo, hay que tomer en cuenta gue .as celulas

jet fogenesis SOn psmoticamente
esporulantes que ectan sujetas a BOriog

oy 1 1isd . ia
por +tanto, estan grpuestas a la lisis, gque podr

gelicadas ¥,
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representar solo un fracaso en el intento de esporular, con poco ©
ningun papel en el desarroilo (Zusman, 1.984),

En cuanto al mecanismo intimo de la autclisis poco es conocido.
Recientemente han sido puestas de manifiesto y extraidas de las
celulas vegetativas unas sustancias, conocidas como autocidas,
capaces de matar y lisar celulas de M. xanthus (Varon et al., 1.984).
De estas autocidas la mas abundante, conocida por AX I, es una

s grasos que han sido purificados e identificados
et al., 1.986), correspondiendo el 75% de sv actividad
autolitica 4 acidos grasos monoinsaturados. Todos los mutantes AM I-

resistentes son incapaces de formar cuerpos fructificantes.

Durante la esporulacion las celulas vegetativas Se van
recubriendo de una cubierta gruesa y cambian de forma. La excepcion
la constituyen las especies de la Tfamilia Folyangiaceae cuyas
nixésporas son idénticas a las celulas vegetativas. Por el contrario,
en la familia Myxococcaceae el cambio de forma es muy acusado dado
que las mixosporas tienen forma esferica. En los restantes casos las
mixosporas aparecen como formas bacilares acortadas. En todos los
casos la tasa ree;ﬁratcria de las mixssporas es nula. Entre los
componentes de las cubiertes de las mixésporas maduras destacan dos
proteinas; una que es cintetizada tempranamente durante el proceso

de esporulacion recibe el nombre de proteina 8 y la otra que se

sintetiza tardiamente el e proteina U (Inouye et al., 1979 y

s

G790)

La aiferenciacion de celulas vegetativas a mixosporas no es

1 i ie cu = fructific S ue
dependiente de la formacién de CuUerpos fructificantes, ya g

Dworkin y Gibson (1.964) observaron gue la adicién de glicerol 0'5 M

a cultivos de M. xapthus en fase exponencial daba lugar a la

nY (1 i Pl b= ¥ i B i { Vv Rﬂéenberg
P o oras. (;On DS"C.EI’ pae 1dﬁ s BaCDn
ey OdUCC,lon e mixXc ap I3
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(1.967) encontraron gque ptros polialeoholes y el dimetilsulfoxido

tenian el mismo efecto que el glicerol,
§ ;

mixosporas obtenidas tras la induccicn con los compuestos

son similares a las que se encuentran en los cuerpos

por lo gque respecta a forma, refringencia y

los agentes externos, pero son diferentes en otros

aspectos. Asi por ejemplo presentan una tasa de respiracion del
rden del 20% de la de las celulas vegetativas (Bacoa et al., 1.97%),
acumulan gran cantidai de carbohidratos y su cubierta es mucho mas
delgada, ya gue aunque presentan la proteina U carecen de la
proteina 5. Esta ultima diferencia se cree que es debida a que en la
esporulacien inducida con glicerol solo tiemen lugar los oltimos
pasos del proceso de esporulacion gue se da durante la formacién de
fructificantes (Zusman, 1.984), por lo que la sintesis de

que es temprana no se efectua.

Germinaciéon y significado del ciclo de desarrollo. La mayoria de los
estudios realizados sobre el ciclo de desarrollo han sido enfocados
hacia los procesos de agregacion y esporulacion, habiéndose abordado
pocas veces el estudio de la germinacion de las mixosporas y siendo,

escasos los congcimientes existentes sobre la misma.

La germinacion tiene lugar cuando las mixésporas son colocadas
ep un medio rico en nutrientes, por lo que se cree Qque alguno de
éstos debe actuar como sefial para el desencadenamiento del proceso.
Sxiste evidencia de que en M. xanthus el fostato inorganico actua
como factor activador de la germinacion de las mixosporas obtenidas
por induccion con glicerol (Dworkin, 1.973); por el contrario, las
mixosporas de CUerpos fructificantes de esta misma bacteria Do

parecen responder a esia sefial (White. 1.975). En N. coralloides la

1 § A i -4 : 4 3 =
germinacién de las mixosporas inducidas  con glicerol es

independiente de la concentracién ce fosfato (Gonzalez et al., 1.987).
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En medios pobres '
p bl O i e inacion g
: @ germinacion requlere una
vez mas cooperacion ¢ Lar 3 que solo tie
i » so0lo tiene iugar si la densidad

lular es aita (Dworkin,

in cualquier caso, una vez desencadenada la germinacion, las
mixosporas pier ADiGame su refri i i
b poras pierden rapidamente su reiringencia, la cubierta se rompe
t o ¥ o T T w11 ® E = 1 }
y emerge la nueva celula vegetativa bacilar, dejando atras la

cubierta vacia (Voelz y Dworkin, 1.962)

Aun cuando las mixoporas pueden germinar aisladamente en medios
riccs, este hecho no se da en la naturaleza, en la gue, supuesto que
exictan condiciones favorables, germinan simultaneamente todas las
mixosporas contenides en un CUETPOS fructificante o un esporangio,
con lo que directamente se originma un nuevo enjambre donde se

reemprende el crecimiento vegetativo.

isamente este hecho es el que da significacion biolegica al
ciclo de desarrollo de las mixobacterias, ya que su
1tra que asegurar que los nuevos ciclos vegetativos se

partir de una comunidad y 1o de una celula aislada. En

o cuerpos fructificantes pueden ser considerados

1
¢ 5

como colonias o enjambres en reposo.

Cabe preguntarse ahora el por que de esa necesidad de que los
ciclos de crecimiento vegetativo se imicien con uha comunidad. La
modalidad de nutricién que desarrollan

as bacterias en la naturaleza. Efectivamente, cOmo ha sido citado,

las mixobacterias viven # expensas Ce la degradacion de macromole-

culas ue gzeneralmente forman narte de particulas solidas. Esto
8 r

supone, de una parte, que el alimento no difunde hacia ellas, sino

que son ellas las gque tienen que ir bacia el alimento, lo que motiva

sl movimiento deslizante, y, de otra, que para captar nutrientes las

mixobacterias deben producir y excretar al medic un conjunto de
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enzimas gue hidrolicen la macromolécula ern cuestion. B las

miwot Atarlias CTrec = i=lad - I
mixobacterias Creciessn aisladamente 1a cantidad de

enzimas
por una sola ceélula seria muy escasa, con lo que la

radacion de la macromolécula seria muy lenta y ademas los
degradacion, al difundir radialmente, sclo serian

aprovechados minimamente por la celula. Por el contrario, si una
macromolécula o particula es atacada por un enjambre la produccion
de enzimas sera decenas de miles de veces mas elevada, con lo que
lus macromoleculas se degradaran mucho mas rapidamente y ademas el
aprovechamiento de sus productos de degradacion sera mucho mayor,
ya que al ser absorbidos por toca la comunidad las pérdidas por

difusioen =e reduciran a un mnimo.
Autolisis de cultivos dispersos.

Como ha sido ya citado, durante el cicio de desarrollo, una vez
que las celulas se han agregado Y antes de la esporulacion, tiene
lugar la lisis del 80% de la poblacien aproximadamente, de manera

llega a convertirse en mixogporas.

Ahora bien, en mixobacterias 1a autolisis no se da exclusivamente

el ciclo de desarrollo, sino tambien, y CcOR bastante
frecuencia, durante el ciclo vegetativo en cultivos dispersos en
medios liquidos. En eslos casos los cultivos, tras una fase de

crecimiento exponenciai, entran en una corta fase estacionaria que
se continua por una autolisis exponencial del cultivo que lleva a la
muerte de todas las células. Este fenomeno ha sido descrito en

M. xanthus (Mason y Powelson, 1.9%8), M. virescens (Haskd y Stahl,

1.971) y M. coralloides (Fernandez-Vivas et al, 1.983a), bacteria

esta ultima sobre la gue se bhan realizado la mayoria de los estudios

sobre autolisis vegetativa.
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Se han encontrado evidencias de ] utolisi i
he DAn encontrado evidencias de que la autolisis es disparada por

una factor activador que es liberado a! medio durante la fase de

crecimiento exponencial y que cuando alcanza una concentracion
critica activa los enzimas autoliticos (Arias et al,, 1.983). De otra
parte, se ha encontrado que lz composicicn del medio de cultivo
influye poderosamente sobre la autolisis, en especial la concen-
tracion de fosfatos inorganicos; concentraciones de ortoiosfato de
40 m¥ inhiben totalmente el proceso (Fernandez-Vivas et al., 1.983a).
Por otro lado, se ha conseguida inducir la lisis mediante el
tratamiento de cultivos en fase de crecimiento exponencial com
antibisticos gue inhiben la sintesis de proteinas o de ARN y com
agentes desacopladores de la fosforilacion oxidativa; resultados que
implican que la estabilidad celular esta condiciopada por una ©
varias proteinas y que la autolisis esta estrechamente relacionada

con el estado energetico de la membrana (Fernandez-Vivas, 1.983:

)

4

Fernandez-Vivas et 1., 1.98%5). No se ha encontrado en cambio
relacion entre la concentracién de nucleotidos hiperfosfatados y el

proceso ce sutolisis (Fernandez-Vivas et al., 1.983b).

Finalmente, ya ha sido mencionado el efecto de las autocidas de
M. xanthus (Varon et al., 1.984) sobre la muerte y lisis de la citada
bacteria; es posible gque dichas autocidas intervengan tambien en

ectos procesos de autolisis.

Produccién de antibiéticos.

La capacidad de las mixobacterias para producir sustancias de

i B 10 ;
tipo antibiotico fue descrita por primera vez por Oxford (1.947),

: ] S cultis ., virescens
quien encomtro que 108 sobrenadantes Jde cultivos de X, viresce

imi e & oCCUS & ‘ stante, todos
inhibian el crecimiento de Staphylococcus aureus. No obstante,

isl if1 = ibioticos responsables
los intentos para aisiar y purificar los antibioticos resp

i 8 ¢ i as ods (1.948) fue
de esta actividad fracasaron Yy ur afioc mas tarde Voods

; B | ; s (Out .
incapaz de reproducir los resultados de Oxford




INTEODUCC ION

Unoes L O 3¢ 4 = O
Unos alios mas tarde Noren (1.953b), trabajando igualmente con

M. virescens, no pudo tampoco reproducir los resultados de Oxford en
relacion con la inhibicion del crecimiento de &S. aureus. pero en
cambip encontre actividad frente a aserobacter aercgenes. De otra
parte, tambien encontro que una estirpe de Chondroceccus coralloides
producia sustancias antagonicas para &5, aureus pero no para
A. aerogenes; el hipotetico antibiotico demostre ser muy inestable.

de Noren sobre M. viiescens no pudieron ser

reproducidos por otros autores (Kletter y Henis, 1.963).

Katto (1.955) afirme que dos razas de N, fulvus aisladas por el
mostraron actividad de tipo antibietico tanto frente a bpacterias
Gram-ucgativas como Gram-positivas. Nuevamente estos resultados no
pudierpcn ser reproducidos (Margalith, 1.962).

En 1.962, Xoren y Raper informaron que una gran variedad de
pixobacterias (M, virescens, M. stipitatus, N. fulvus, X. lactis,
Ch. lacticus y Ch., crocatus) producian antibisticos activos frente a
numero de bacterias Gram-positivas, pero no irente a
Gram-negativas. Como en casos anteriores, tampoco pudo ser

ningun antibiotico.

Durante la decada de los sesenta la produccion de antibioticos

por mixobacterias siguio siendo un tema objeto de controversia y al

gque se presto poca atencien. Paradojicamente el interes por el mismo
se reavivo con el descubrimiento ¥y aislamiento de la mixina, un
antibistico producido por una hacteria identificada originalmente
como una especie de Sorangium (Peterson et al., 1.966), pero que mas

tarde fue clasificada como una especie de Lysobacter no relacionada

con las mixobacterias.

esperar a 1973, fecha en la que Rosenberg ¥

Hay que

s 3 = r 1
colaboradores aislaron el antibictico TA de M. xanthus, para tener a
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demostracion clara y directa de la produccion de un
ico por una mixobacteria. Con posterior idad, los trabajos de
colaboradores en Granada y sobre todo los del grupo

por Hans Reichenbach en el Gesellschaft fur Biotechnolo-

de Braunschweig, han demostrado que las

ixobacterias son una fuente abundante de antibioticos cde muy
diversa naturaleza quimica, con un ampli rango de accion y

egpectros antimicrobianos muy variados.

Por lo que respecta al antibotico TA de M. xanthus (Rosenberg et
al.,, 1.973), ha sido cristalizado y aun cuando su estructura qugimica
ne es aun congcida, si se han estud‘ado sus propiedades quimicas

(Rosenberg et al., 1.982; F;tlovitch et al, 1.89833,

antibietico bactericida, tanto irente a bacterias Gram-
Gram-negativas, pero inactivo frente a levacuras,
(Rosenberg et al., 1.973; Vaks et al., 1.974). Las
(Klebsiella ppeumoniae, p.e.) son muertas por

que las mas resistentes

{ Pseudomonas

TA,

Bl interfiere con la biosintesis del
peptidoglucano, pc ighibicien de la polimerizacion del disacarido-
pentapeptido (Zairiri et al., 1.981), Su produccion es reprimida por
una aireacion fuerte o grandes concentraciones de peptona (Mizrahi
et al., 1.976). La alanina, sel ina y glicocola actuan COmMO precursores

(Fytlovitch et al., 1.983).
b

El siguiente antibiotico de mixobacterias descrito fue la

ambruticina, antibiotico antifungico producido por Folyangium

cellulosum ssp. fulvum. Desde el punto de vista quimico es un acido

] ] i ' ; ti f G variedad de
c;*.cmprnp;L—punencwp*rann y es activo frente a una




hongos, incluidos ;
d medice

Coccidipdes i tis ’ tl 3

occidiode inmitis, capsulatum, Blastomyces
+ti1doc ¥ 1 e | oy Py "4 -

tides ¥y los nongos filamentosns dermgtofiticos;

tiene una actividad muy baja (Ringel

el et al. .97
colaboradores aislaron un  antibiético de
una vwvariedad de Dbacterias Gram-
irente a Gram-negativas o levaduras. £l antibie-
caracterizado y purificado parcialmente (Arias et
979¢), tieme un efecto bactericida y
bacterias sensibles a su accien cuando estas se
encuentran en fase de crecimiento, perc es totalmente inactivo sobre
células en reposo 0 cuyo crecimiento haya sido detenido por la
accion de otro antibistico bacteriostatico Arias et al., 1.979a; Arias

et al.,, 1.879b).

1,680, Reichenbach y colaboradores aislaron de M. fulvus,
estirpe M 6. un nuevo antibistico antifigico al que llamaron
mixotiazol. Su estructura quimica ha sido descifrada, habiéndose
comprobado que . igt 4. treonina, leucina e isolucina son los
recursores bios éticos de la mplécula (Gerth et al., 18805
Trowitzch et al., 1.980).

El mixotiazol actua preferentemente sobre células eucariotas,
inhibiendo a concentraciones de 0'01-3 pug/ml el crecimiento de
muchas levaduras Yy nNolos, merced al bl ) iel transporte de
electrones dentro del segmento CitOCTOROS b - ¢, de la cadena
respiratoria mitocondrial. El mixotiazol es muy toxico para el raton
(LDsw: 2 mg/Kg) y 1ibr stne de embrion de pollo (Thierbach y
Reichenbach, 1.98la y 190810 Thierbach y Mic -haelis, 1.982).

i

=

- 1 ; 1 - A4 ey = + F
Sobre bacterias Dba mostrado ser activo splamente frente a

Micrococcus luteus, Nocardia corallina y Faracoccus denitrificans,




INTRODUCC ION

ale4 & ot i = ~1y P . ~ g ¢
uitima bacteria, cuya cadena tr ansportadora de electrones

similar a la mitocondrial, el efectos del mixotiazol es simiiar al

ejercido en mitocondrias de ceéelulas eucariéticas (Thierbach vy

Reichenbach,

1.982 fue aislado, también por el grupo de Reichenbach, otro
artibiotico, altiomicina, de sobrenadantes de cultivos de Cystobacter
fuscus, M. virescens vy M. xanthus (Kunze et al,, 1.982); antibiotico
que habia sido descubierto previamente en Streptomyces sp. la

es activa frente a bacterias Gram-positivas y algunas
Gram-negativas, pero inacti frente a microorganismes
eucarioticos (Sakakibara et al., 1.974), Este antibiotico inhibe la
intesis de pro s a nivel de la subunidad 505 de los ribosomas
or interferencia con la reacciéon de transpeptidacién (Pestka y

71 %

ot 19713

Otro antibietico, en 1.982 npor Reichenbach
I
colabrradores (Gerth et al.,, 1.982a), es la pirrolpitrina, antibistico
ico producido por 1 stirpe Mx 147 de ¥. fulvus. Como en

el caso anterior, este antibiotico habia sido descubierto en otras

bacterias, concretamente en especies del genero Fseudomonas (Elander

et al., 1.968), y sus propiedades antifungicas descritas (Nishida et
al., 1.96%). Ademas de por N, fulvus la pirrolnitrina es producica
por otras mixobactarias (Corallococcus exiguus y  Cystobacter

ferrugineus) .

Las mixovirescipas son una familia de al menos 12 antibioticos
macrociclicos estrechamente emparentados producidos por la estirpe
Mx v48 de N. virescens (Gerth et al.,, 1.882b), El principal
antibiotico de la mezcla, mixovirescina A, cuya estructura quimica ha
1

sidp descifrada (Trowitzech et al., 1.982), parece ser muy similar a

antibistico TA de M. xanthus.
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mixcvires: irente a enteropaclerisas vy
J

hartariase Gram—-negati - =y -

bacterias Gram-negativas y a concentraciones elevadas tambilen act

& ) o (L s A 1 e = n Fr | - = . v
algunas Gram-posit s; es  lotalmente 1nactiva Irente

levaduras y mohos. Su accion parece

I consistir en un blogueo de

sintesis de la pared
quimica presentan los antibieticos
f65 de M. fulvus, ya que en este caso se
antibioticos peptidicos a base de valina, alanina y arginina

y varios amincacidos inusuales. Las mixovalarginas, como han s1ido

1lamados, son mas activas frente a bacterias Gram-positivas que

frente a Gram-negativas, siendo inhibicoras de la sintesis de

proteinas (Irschik et al, i.933a).

grupo de antibisticos aislado por el grupo de

o] de las mixalamidas, obtenidas a partir de

la cepa Mx x12 de M. xanthus (Gerth et

y D) son activas frente a

levaduras, mWoOLOS gunas especies de bacterias Gram-positivas,

donde Dbloquean . adene »spiratoriaa nivel del complejo

1a reduccion del citocromo b.

ha sido dilucidada (Jansen et al., 1.883).

También en 1.983 se aislaron QoS antibiéticos de constitucion

=imilar, mixopiropinas A y B, ce la cepa Mx 50 de X, fulvus

("rschik et 983p). Los dos antibiéticos, cuya estructura

quimica también : sscifrad (Kohl et al., 1.983b), han

postrado Ser unos pocernsos inhibidores de la ARF polimerasa de

pacterias y son activas fundamentalmente frente a bacterias Gram-
positivas.

Un nuevo antibiotico antifungico es :a estigmatelina, ais.a

; F o ( - - ] 1 QRA: H
cultivos de Stigmatella aurantiaca (Kunze et al., 1.984; Hot
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Finalmente,

al., 1988;

de nuevos

megnva)icinaﬁ.
mixovirescinas.
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(A, By ) son de antibio

grupo

mixop

ica similar de las ironinas, que han sido

1

d ¥

P ™ o | - -~ ~ oy s - 3
tivos de Corallococcus coralloides (Irschi et

al.,

que ellas son inhibidoras de la ARN polimerasa y

a bacterias Gram-pos

1tivas,

antibicticos aislados por Reichenbach y colaboradores

producidas por el Folyangium

al., 1.987), Las dos formas son

acterias Gram-positivas, incluyendo

y su efecto iguaimente en la inhibicion de la

janoneses (Miyashiro et

han aislado recientemnie un grupo
macrociclicos de Myxococcus virescens, lias

4

+vi i

L\

C

similares en cuanto a estructura Yy accicn a la&

este breve resumen sobre [0S antibiéticos

han sido bien caracterizados; queda por hacer

0 sobre el binlegico ae estos antibioticos.

- ~
empranamente Se ce

idas podria estar relacionada con la de

tros microorgan 1sMOs  Vivos, eh &€ e que

3 = P =+ 4 -
blemente modificarian de alguna form estructuras

ips mismos Comoe la accidén ce .0S

Péa 80

que consumari;an (Uxtora Y INgn,

047: Noren " .353al.
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totalmente descartaca cdurante

y ouena setenta debido a que, cOmo ha

tue tiempo demostrar de manera Iirme

de antibisticos mixobacterias,

contraste con su patente habilidad litica. Hoy dia, sin embargo,
que practicamente todas de mixobacterias investigadas

han demostrado ser capaces de producir antibioticos (Reichenbach,
1.986), esta hipctesis vuelve a cobrar fuerza y se tiende a admitir
que los antibioticos pueden desempeflar un papel activo en 1a lisis
de microprganism~s, ern el sentido indicaco (Rosenberg y Varonm,

1.984).

Comp nodra e, en esta Mcmoria se llega a la
N. corallpides D la produccien de

conclusion

ituye ademas una sefial desencadenante del proceso




OBJETC DEL TRABAJO




DEIETO DEL IRABAID

colaboradores (1.679a, 1.978b ¥

la produccién de up antibietico,
.ntalmente frente a bacterias Gram positivas, por parte
de una estirpe de M. coralicides capaz de crecer en forma dispersa

en medios liquidos (M, coralloides D).

tn diches +rabajos estudiaron la produccion ¥ purificacien

parcial del citado antibietico, su esnectro antibacteriano, su
s distinto- agentes fisicos y quimicos, asi

comportamiento frente e ag

como comprobaron el efecto i

10e citados trabajos, no obstante, eran, de una parte, sucept ible:

de ser perfeccionados en lo referente a la produccien y purificacion

no abordaron, o 1o hicieron muy €Jper—

»u

del antibietico y, de otra,

su efecto sobre la

lmente, el estudio de su mecanismo de ac




propla bac Leria produc r

por ello que se considers oportunc llevar a cabo este trabajo

de investigacién en el que, como se indica en su titulo, se ha abor-
dedo &l . estudio de. 1 produccicon. de los  antibicticos de
M, coralloides D en distintas condiciones de cultive y en presencia
de distintas fuentes de nutrientes; se ha intentado y conseguido
confeccionar un esguema de extraccion y purificacion que permite
obtener el antibictico mayoritario en un estado de relativa pureza;
se ha estudiado 2l espectro antimicrobiano del citado antibiotico
mayoritario y su efecto, in vitio, sobre ia bacteria mas sensible a
sy accisen, S. auvreus, asi como investigado los procesos biosintéticos
que interfiere en e=ta bacteria; también se ha estudiado el efecto de
.

pste antibiético sobre la propia bacteria que lo produce y otras

mixobacterizs y las implicaciones binlégicas del citado efecto; Yy,

T

finalmente, se ha comprobado su efecto in vivo sobre una bacteria

£ s

w

patogena sens ble a - accion.

da cuenta en los capitulos siguientes de esta
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1. XICROORGAN ISNOS EXPLEADOS.

En la oroduccién del antibietico se bha empleado el Nyxococcus

coralloides D, cepa ¥cA-1, aislada por Arias y Montoya en 1.978.
Esta cepa € capaz de crecer en forma dispersa en medios liquidos
una corta fase estacionaria, sufre un proceso de

~leta una vez terminada la fase de crecimiento

exponencial, Esta misma Cepé ha sido también utilizada para estudiar

el efecto del antibistico aislado eobre .a bacteria productora.

Los mutantes superproductores ¥clm 81, 83, 711 y 817 han sido

celeccionados en el transcurso de este trabajo, por los procedi-

mientos gque oportunanente se degcribiran.

i j - anpleados 5 13 1t inacio i@l
Tas bacterias y Q0NgEOS empieados  en 14 determinacion Cé

imi iano del ihiscico pertenec la coleccion del
pspectro antimicrobianc cde. antibiocico pertenecen a ia cole

Departamento de Microbiologia.




pleado también en

b o § 1 - 1 ¥ w7 3 Py | |
inalment } ameb Limax",

empleada en la comprobacion del

sobre protozoos, ha sido la cepa $-3 de

de coleccion del Departamento de Parasitologia

de Granada.
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2. MEDIOS DE CULTIVO.

2.1. ¥edios de conservacion y maptenimiento.

Agar levadura.

Hate medio se ha empleado para el mantenimiento y conservacién
de M. coralicides y M. xanthus. lLas dos mixobacterias crecen rapida-
mente en este medio, dando lugar a abundantes cuerpos fructificantes
que se conservan viables durante varios neses. La composicion de
dicho mewio es la siguiente:

Levadura prensada de panaderia . 100 g
Agar 200 g
Agua 1.000 ml

levadura, suscpendida homogeneamente #n una pequefia cantidad
se afade al agar previamente fundido y filtraao, ajustando
una solucién al 10% de NaOH. El medio, como todos los

restantes que se describen, se acteriliza a 1172 durante 20 minutos.

2.2, Nedios de crecimiento.

¥edio CT.

Utilizado para el crecimiento en iorma dispersa de X. coralloides

D y M. xanthus, tiene la siguiente composiCion:

Casitone (Difco)

Sulfato de magnesio

Fosfato dipotasico - manopotasico
Agua

nH 6'O
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Nedio CTA.
Httlizadn  oat 1 SR G s i 19
Utilizado para el! crecimiento vegetativo de M, corallpides D y

M, xanthus sobre medios solidos, responde a la siguiente

composicion:

Casitone (Difco) 10'0 g
Sl £+ - F -5 #
Sulfato de magnesio 110 8

Fosfato dipotasico - monopotasico 10 mN

ua 1.000 ml

Agar comun.

Utilizado para el recuento de células viables de §. aureus, as.

como para la conservacien de éste, posee la siguiente composicion:

Peptona 100 g
‘Cloruro sodico. 50 g
uxtracto de carne (Bovril) 30 g
Agar ; 20'0 g
Agua ' 1.000 ml

Agar sangre.

] 1t1 le Listeria ocy o s is
Fmpleado para el cultivo de Listeria monocytcgepes, consiste en

f 1 I & 21 Aier 4 + Sanare pofi-
un agar comun suplementiado con el diez por ciento de sangre desfi

hrinada de cCarneroc.
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Nedin BHI.

Infusicn de cerebro corazon (BBL); empleado para el creci-
miento de &, aureus er medios liquidos y en las experiencias de
incorporacien de precursores radicactivos por esta Dbacteria,

responde a la siguiente composicion:

Infusitn de cerebro de ternera (soiidos). 30 g
infusion de corazon de buey (sclidos). 30 g
Peptona de carne 6'0 g
Digerido pancreatico de gelatina 145 g
Glucosa ' 30 g
Cloruro seodico 5'0 g

Fosfato disodico 25 ¢

2.3. Medios para la producciéon de antibiéticos.

Kedin CTG.

Arias y colaboradores {(1.97%a) para la

il

s gl medio empjéadw por

produccien de antibiéticos por X coralloides D. Consiste en el

pismo medio CT, descrito anteriormente, adicionado de 10 g por litro

de glucosa. La glucosa se esteriliza aparte, disuelta en una pequefla
cantidad de agua, y ce afade en condiciones aseépticas al medio ya

frio.
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¥edio TTG.

sido el medic abajo de 1 i
edio empleado en este trabajo de investigacion para la

DY OE UL 16 AS1V @ B P - "
¢ \ n 3 a ae antibhieticos ¥ r(:-g.:,'l_j“n[j,:. a la EGSU"IE‘ﬂtE‘

constitucion:

Iripticasa (BBL2. 5 g
Glucosa 50 g
Sulfato de magnesio. 1'0 g
Fpsfato dipotasico - monopotasico 10 mM
Agua 1.000 ml

'[lH 6

Como en el caso arterior la glucosa Se €8

Otros medios de produccién.

Comp se expone en el capitulo siguiente, en los estudios sobre el
efecto de las fuentes de carbono y nit.r'bge.no sobre la produccién de
antibioticos, se emplearon diversos medips derivados del CTG en los
que el casitone fue sustituido por peptona de carme (ADEA-Micro),

(Merck), polipeptona (BR]), peptona de =nja (Merck), probion

1

bion L (Hoechst).

24, MNedios empleados en determinacién de la actividad

antibioetica.

"apntibiotic medium - 1"

Es un agar blando (BBL) con la siguiente compagicion:
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Panmdmma A gt ) -
epiona ae gelatibpa.

levadura.
de carne
1'0
15'0 g
1.000 ml

*Apntibiotic medium - 2"

Es otro agar blando (BBL) con la siguiente composicion:

Peptona de gelatina. 6'0 g
Extracto de levadura. 30 g
Extracto de carne 15 =
Agar. 16'0 g
Agua 000 ml

pll 6'

Nedio NG

ste medin (Lindegren et al, 1.658) se ha empleado para

comprobar el efecto del antibiéticc sobre el crecimiento de bongos

filamentosos y levaduras Yy tiene la siguiente composicion:

Extracto de levadura (BBL) 4'0 g

Peptona de carneé (Analema) 30 g
10'0 g

Glucosa

Fosfato monopotasico




2 e
P +

1 B ginal i s de 4'D, pero dado gue en estas
condiciones ¥ &

su difusion baja,
se empleo un pH final de &'

Nedio THA

Caldo Todd Hewitt (Inetituto Pasteur!' afiadido de agar; se ha

empleado para comprobar el efecto del antibiético sobre

Streptococcus 3

galactiae y tiene la siguiente composicion:

de corazen de buey 500'0 ml
200 g

20 g

Cloruro sedico. 2'0 g
Fosfato disodico anhidro.. 0'4 g
Bicarbonatno sodico 2'5 g
Agar 150 4

Agua 530'0 ml

Medino de Nelson.

Empleado para el cultivo ce Naegieria fowleri (Relson y Jones,
1.970) y lz observacion del efecto del antibiotico sobre la citada

ameba, tiene la siguiente composicio




de magnesio
Fosfato disouico
Fosfato monopotasico
Glucosa
*Panmede" (Extracto hepatico)

pra Ll

Agua

E] medio se suplementa con un 10% de suero bovino fefal inacti-

vado.

3. TECNICAS DE CULTIVO.

3.1. Conservacion de las cepas de M. corallcides vy ¥. xanthus.

Se ha llevado a cabo por resiembras pericdicas, cada 30 dias
apro¥imadamente, eL cajas de Petri con agar levacura. las cajes,
despues de inoculadas, se incubaron a 28¢ du ute cuatro dias y a

continuacién se conservaron en 1a oscr.dad a temperatura de

aproximadamente 42.

3.2. Propagacion de las cepas de N. coralloides.

cultivos en agar levadura, por
en tubos con 5 ml de medio CT.
Los tubos se incubaron a 89, con agitacién continva, y a partir de

ellps se efectuaron resienm s 8y ivas a iptervalos menores de 48

horas para evitar la & lisis hien se emplearon cOmO inoculos

para volumenes mayores de
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4, MEDIDF DEL CRECINIEN" " BACTERIANO.

4 1. Nedidas turbidimétricas.

Se llevaron a cabo determinando la densidad eptica a 650 nm en
un Spectronic 20 a intervalos regulares de tiemp~. Para este iin, los
cultivos se llevaron a cabo en ‘"nefelometros" consistentes en
matraces Erlemmeyer de. 100 ml, conteniendec 20 ml de medio,
~rovistos de una tubuladura lateral del caliore adecuado para el
espectrofotometro.

En las experiencias de corta duraciénm, en las que la esterilidad

=

no es absnlutamente necesaria, el s

=

guimiento de la densidad optica
ubos de Spectronic, sin taponar,

+
de los cultivos se llevo a cabo en &

con & mi de medic
4 .2. Determinacion del numero de células viables.

Empleada par cultivos ce S. aureus y M. xanthus, se llevo a cabo
po: la técnica ordinaria de disemina-~ién en ia superficie de un
medio adecuado (agar comun o CTA, segun los casos) de 'l ml de una
i{lucien adecuada de’ cultivo problema. Al objeto de poder calcular
la meqa . estad‘stica, de cada dilucién se sembraron 5 caja de Petri

con e! voplumen indicado.
4 3. Determinacién del numero de células totales de N. corallpides.

i § i = ~el 1 - ¥ = “1—-,.'. Y=
Empleada en la determisacion del numero de celulas en lps cullivo

en dialisis, se l.eve a Cabo en una camara de bPetrofi-Har=er, segui

] i iac ~Anim de fase Zeliss nih
la técpnica ordinaria y empleando ub miscroscopio de 1ase Lelss KpiV.
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5. PRODUCCION DEL ANTIBIOTICO.

SXIVE en 08

casos en que se indica expresamente, se ilevo a cabo

sobre medio TTG, segun las sigulentes modalidades:

5.1. Produccion en cultivos en agitacien.

Se emplearon matraces Erlemmeyer de 1000 ml de capacidad con

T

500 ml de medio. Los matraces fueron inoculados con el 1% de su
volumen de un cultivo de M. coralloides D de 48 horas sobre medio

(T y se incubaron a 282 en um agitador orbital, a 200 rpm,
5.2, Produccién en cultivos sumergidos.
Se lleve a cabo empleando fermentadores consistentes en matraces

esforicos de fondo plano de 1C litros de capacidad, conteniendo 9

litrps de medio. Los matraces estuvieron prn'.'ir:'.'t.ms de un tapon de

weLotontes a la entrada de aire

cios corresy

-
41
o
=

estéril, salida del mismo 3y paso de un tubo de silicona conectado
con una bomba ';:n:_lr;f-:.i*,.a-_*,:cé v empleado para siembras y Ttoma de
muestras. La aireacisn empleada fue de 2'4 litros por minuto y litro
de medio, que, aparte de la oxigenacion necesaria, suministira a los B
cultivoe una agitacien adecuada. Al odjeto de avitar la formacién de
espuma, se afiadic al medlo, antes de su esterilizacion, 0'25 ml por

litro de silicona antiespumante. om0 en casos antveriores 1os

fermentadores e 1NCUbaron a
5.3, Produccion en medios sometidos a dialisis.

con 50 ml de medio,

Se 1'aysd a cabo en Sacos de

sumergidos en ! 800 ml de medio de igual COMPOSIC ien.

4c
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Payys Sy Feac e 1y Ao A ih fed 1
Para confeccionar los sacos de dla.lsis se empiearon tubos de

%

dialisis de 2'S cm de diametru que permiten el paso de moléculas de
un tamafio inferior a 12.000 diltons. Al objeto de abrir los roros y
estabilizar las membranas de dialisis, éstas se someiieron a
ebullicidn durante 10 minutos en tampon Tris-ClH 10 mM. o3 7'6, con
EDTA 1 mM y bicarbonato sedico al 2%, y a continuacion, despues de
lavadas abundantemente con agua destilada, se volvierop a hervir

durante 10 mirutos en agua destilada.

Los tubos de dialisis, cerrados per un extremn, se montaron en un
matraz Kitasato de 2 litros de capacidad, tal como se muestra en la

Bl volumen inicial de medio en el saco de dialisis fue de

a

figura
50 ml y de 1.800 en el matraz. El tubo lateral de silicona se
conect¢ con uma bomba peristaltici y sirvic para la recogida de
muestras. El medio de dialisis fue sometido a agitacion continua
mediante up agitador magnetico. la inoculacion del medio contenido
en el -aco de dialisis se llevé a cabo con 0'5 ml de un cultivo de
48 noras de las cepas de N coralloides empleadas. Al objeto de

evitar la formacién de espuma, se adiciono una pequefia cantidad de

eilicona antiespumante al medio contenido en el saco de dialisis.
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1. Dispositivo empleadc

Figura

medios sometidos a dialisis.

o para la produccion

de antibiotico en
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6. VALORACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA.

6.1. Hetodo de los discos.

Se llevo u vabo impregnando discos de papel de filtro con la

gn 1 fi 4.
solucién de antibietico y determinando el halo de inhibicion del

crecimiento que producen en placas inoculadas con §. aureus ATCC-8.

He  emplearon centration Disks" (Difca) de 1/4 de
oulgada de diametrp. Estos discos, que absorben aproximadamente 0'02
m1 de agua, s= impregnaron de las soluciones problemas por
inmersion en las mismas durante unos diez segundos; una vez
eliminado el =xceso de solucion, los discos se desecaron a 372 antes

de su uso.

Por lo que respects a la preparacion de las placas, se utilizo el

metodo de la Zobie capa. A tal fin se dispuso en una caja de Petri

:

de 9 cm de diametro una capa base de 6 ml de “antibiotic medium 2%;
una vezr =oiiditicada la citada capa base, se afiadieron sobre ella

4 ml Ae "antibiotic medium 1", mantenido en sobrefusicn a 452 e
innculado con 0'2 ml de un cultivo de “4 horas de &, aureus subre
qedin RHI, Ee conveniente llevar a cabo la preparacion de estas

placas sobre una superficie horizontal, al objeto de que las capas de

agar sean de un espesor uniforme; igua'mente es conveniente, antes

.apa de agar, calentar la capa base a unos 409,

de vertaer .a F.QSUHC& r &

al cbjeto de evitar la solidificacion prematura de la capa de agar

inoculado.

Una vez solidificada la segunda capa de agar, S€ depositan los
discos sobre la superticie, presionando ligeramente, y se deja la
placa una hora a la temperatura amoiente al objetn de que el
antibietico difunda. Transcurrido este tiempo, las placas se incuban

: 1 44 A i
e mide el diame.ro

a 37¢ durante 18 horas, al cabo de las cuales
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lel halo de inhibicion del crecimiento del 5. aureus que destaca muy

bien sobre el barniz continuo bacteriano.

La actividad antibiotica de las

soluciones ensayadas se expreso
en unidades por ml (u/ml), entendiendo por una unidad la actividad

correspondiente a un sobrenadante de un Ccultivo o a un extracto
purificado del antibistico que cuando ensayado por la tecnica

descrita origina un halo de inhibicion de 9 mm de diametro.

Al objeto de facilitar la valoracion de las distintas prepa-

raciones de antibictico ensayadas en el trar

scurso de los trabajos
que e incluyen en esta Memoria, se confecciono una grafica patron
er la que se relacionaron concentraciones de antibiético en u/ml y

~

disdmetro de los halos de inhibicién. Dicha grafica se expone en la
figura 2 y en relacion con ella debe hacerse notar que, aungue la
correlacién entre los logaritmos de las concentraciones y el
diametro de 10s balos es buena, ia fiabilidad de los resuitados es

rayor cuando se emplean preparaciones con concentraciones de

antibistico inferiores a 5 u/ml.

6.2. Bipautografia.

nara la deteccion del antibiético eu lag preparaciones

f1a, & Llev » caho depositando sobre la
sometidas a cromatogralia, e ileve a cabo deposita

2 eI B | P 3 *
superficie de placis, preparadas como se ha descrito en el apartado
E—4” F Ll LT W | ke = .

e papel de aproximadamente 0'S - 0'6 cm de anchura

1 - Tac tTiras

jrtadas en el sentido de la marcha del cromatograma. las 1iras
coratas =iud £, Sellill £ L

1 cobjeto @ 1im] la fase movil
el viz . dmcecadas al obieto de eliminar la Iase
depen ser prendmpn‘t.e dececacas a J

organica.
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100 ¢t

10

Actividad antibiodtica (u/ml)

! 10 15 20 25

Halos (mm @)

- B lact j rre e Adiametro d lrs halos de
\ Figura 2. Correlacion existente entre el diagmetro de

1] ' ‘ slelile raciones d 1tibiotico.
2 inhibicion y el logariomo de ias concentraciones de antidiotl
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7. MUTAGENESIS DE M. CORALLOIDES D.

Se llevo a cabo mediante tratamientos de celulas en crecimiento
de M. coralloides U con N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (nitro-
snguanidina) Se intente también la mutagenesis con acido nitroso,
pero hubo que desechar este procedimiento porque ¢l pH acido a que
es necesario someter las bacterias para llevarlc a cabo mataba al

M. corallpides.

La nitrosoguanidina se disolvio en agua destilada a concentracion
de 1 mg/ml y, distribuida en porciones de l nl, se consurvé conge-

7

lada a -202 y en la onscuridad,

A la hora de llevar a cabo la mutagénesis, se partié de un
cultivo de M. coralloides D sobre medio (T con una densidad optica
de aproximadamente 0'.. Este cultivo fue centrifugado y las celulas
resuspendidas en ('S volumenes de tampen fosfatos 0'05 X, pH T,
afiadiéndose a continuacion a la suspension cantidad suficiente de la
solucién madre de nitrosoguanidina, descongelada recientemente, para
lograr una concentracion final de 50 pg/ml. La suspension se incubé
a 309 durante 30 minutos, al cabo de los cuales se centrifuge,

resuspendiéndose las células en un volumen igual de solucion salina.

En las condiciones descritas, la supervivencia del K. ceralloides

oscilé entre un 0'S y un 1 por ciento de las células tratadas.

=
o
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B. DETERNINACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL ANTIBIOTICO.
8.1. Efecto sobre el crecimiento de S. aureus.

Para comprobario, un culiivo de 18 horas de dicha bacteria sobre
medio BHI se diluye 1/10 <on medio fresco precalentado y se
distribuyé en tubos de Spactronic, a razon de 5 ml por tubo. Los
tubos se incubaron ep bafio de agua a 372 y el crecimientn, con 0 sin
antibistico, fue determinado observando a intervalos regulares de

tiempo la evolucion de la densidad éptica a 650 nm.

8.2. Efecto sobre la viabilidad del 5. aureus.

Se llevé a cabo tumando un cultivo de 18 horas de dicha bacteria
sobre meaio BEHI, diluyéndolec 1/i0 en medio fresco precaientado y
distribuyendolo en matraces Erlemmeyer estériles de 100 ml, a razonm
de 25 ml por matrac. Los matraces se incubaron a 372 y el numero de
células vwviables, en presencia y ausencia del antibiético, fue
determinado tomando . estras a intervalos regulares de tiempo,
diluyéndolas convenientemente y diseminandolas sobre agar comun. Al
objeto de poder someter los resultadns a tratamiento estadistico, se

sembraron 5 cajas de Petri por cada dilucionm.

8.3. Incorporacién de precursores radicactivos a células de 5. aureus

en crecimiento.

Se utilizo para determinar el efecto del antibiético sobre la

sintesis de macromoleculas por S. aureus.

siguienies precursores suministrados por

Se emplearon 1os
Amersham Intl. (Guglaterral: (5,6-7H) uridina, para Seguir la

sintesis de ARNs; L-4,5-"H) leucina para la de proteinat; (6-"H)
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timidina para la de ADN; y ('*C; N-acetilglucosamina para la de
componentes globales de la pared celular y peptidoglucano.

Para la realizacion de las determinacionss, el S, aureus fue
cultivado en medio BHI hasta alcanzar una densidad optica a 650 nm
de aproximadamente 0'l. En ese momento se adiciono el precursor
marcado a una concentracion final de 2'9 pCi‘ml para la uridina, 3'3
uCi/ml para la leucipa, 1'6 pCi/ml para la timidina y 2 pCi/ml para
la N-acetil-glucosamina. A los 15 minutos de incubacién en presencia
del precursor se retiraron alicuotas de 100 pl que s diluyeron en 4
ml de Acido triclorpacético (TCA) al 5% enfriado a 02. A los 30
minutos los cultivos fueron divididos en dos porciones iguales a una
de las cuales se afiadio aalibiético hasta lograr una cencentracioen
final de 5 u/m! y a la otra un volumen igual de solucién salina. A
los 1, 6, 17, 35, 50 y 90 minutos en el caso de uridina, leucina y
timidina, y a los 0, 5, 15, 35, 60 y 90 minutos en el caso de la
N-acetilglucosamina, se tomaron alicuotas de 100" pl de los dos
cultivos que <se diluyeron con TCA en frio. Tras dos horas de
precipitacien en hielo, las muestras se recogieron sobre filtros
Vhatman GF/C (Whatman Ltd.. y se lavaron cinco veces con 5 ml de
TCA 5% enfriado a 0¢. A continuacion los filtros fueron desecacos ¥
colocados en viales de cristal a los que se afiadis 10 ml de liquido
de centelleo, midiéndose la radicactividad en um contador de
centelleo liguido Beckman LS 70500. E1 liquido de centelleo contenia
por litro de tolueno 4 g de s-difeniloxazol (Merck) y 250 mg de
2,2'—fanilen—bis{ﬁ—fenilcxazol) (Merck); antes de su UsO, esta
solucién se sometio a agitacion magnéetica durante 18 horas a 42 en

la oscuridad.

Por la técnic. antes descrita oe determina la radicactividad
debida a la incorporacion de la N-acetilglucosamina tanto al
peptidoglucano como a los acidos teicoicos de la pared. Al objeto de

i 1
i ] i 4L i Lucs las muestras
determinar solamente la incorporada a. peptidogiucano, 5

54
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e hirvieron durante 15 Lputos ¢ TC B% -pars iubili 1
v } ranta 15 minutos en ICE 8% para lubllizar los

T S T e e is : i
acidos teicoicos. Las muestras - se dejaron entriar, se recogieron en

fiitros Whatman y se lavaron con TCA 5%, tras lo cual se siguio el
proceso  habitual de secado y determinacion de la radipactividad

retenida en los filtros,

8.4, Efecto del antibiotico sobre el crecimiento de N. coralloides y

N. xanthus.

Se comprobé siguiendo la evolucién de la densidad optica a 630
nm de cultivos de las dos bacterias, llevados a cabo en

nefelometros,

85. Efecto del antibiéticon sobre la viabilidad de células de .

xanthus en reposo y crecimiento,

S llevé a cabo mediante recusnto de las celulas viables de los

ltivos o suspensiones, convenientemente diluidas, por diseminacion

9. Experiencias in vivo.

9.1. FEfecto dei antibiético sobre ratones infectados cou Listeria

monocy togenes.

Se emplearon ratones de las razas BALB/c y suiza procedentes del
Criadero de Animales de Experimentacion de la Universidad de

Granada.

a infeccién experimental de los ratones se lleve a cabo por
\noculacisn intravenosa de una suspension de células de un cultivo

reciente de L. monocytogenes sobre agar Sangrl. La via de inoculacién

fue el seno venoso retroorbital.
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El antibiotico se administro 2 108 animales infectados por via

intraperitoneal,




RESULTADOS
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PRODUCCION

nhtuve la produccion optima de antibicticos de

M. corallpides D con un medic de ~ultivo & base de casitone 0'9%,
syifato magnesico 0'1% y glucosa 1% en tampén de fosfato potasico

10 m¥, pH 6’0, con ee e medio y en cultivos con agitacion continua

agbtuvo rendimientos entre 5 y 5'% unidades por m

A la hora de emprender la proc ~cien masiva de antibiotico se
han reexaminado las condiciones oplimas para su produccién en

] del sustratoc empleado como fuen*e de

relacion ©on  ia naturaleza

concentracion del mismo, la ¢ oncentracion ce

bono y nitregeno, la

o |
B |




RESULTADOS

lon ortorosfato, la modailde . de cultivho y el empleo de mutantes

l"'r“i‘l"f }.'1 Oauctores,

1.1. Influencia de la fuente de cacbono y nilregeno.

A mas del casitone (Difco), se han utilizado como fuente de
nutrientes organicos caseina, tripticasa (BBL), polipeptona (BBL),
peptona de carne pa~a lLa.tericlogia (ADSA-Micre), peptona de soja
(Merck), Probion F y Protion L tHoechst)., Probion F es la proteina
unicelular cruda obienida de MNethylomonas clarae; Probion L es la
misma proteina sow cida a una hidrolisie enzimatica después de
extraidos los lipides y Acidos nucleicos (Schlingmann ot al, 1.982).

Todos los sustratos citados se emplearon al 0'6* en medios
conteniendo ademd~ sulfato magnésico 0'1% y gluccsa 1%; como
displvente se emples tampon de fosfato poté o 10 mM, pE 6'5. Lue
cultivos se llevaron a cabp en mawraces Eriemmeyer de 1000 ml,
conteniendn 500 ml de medio, inoculados con el 1% de un cultivo de
M. coralloides T de 48 horas en medio €T e incubados con agitacicn
continuva (200 rpm), a 289, durruie cuairo dias, tiempo al cabo del

tivos se er uentran ya en fase de lisis.

4

o resultadps obtenidos se expresar en la tabla 1, e indican que
en as condiciones citadas los mejores rendimientos ae actividad
antibiotica se obtienen cuapdo se utiliza tripticasa como . s*rato

nutritivo,

1.1.2. Influencia de la concentracién de tripticasa sobre la produc-

cién de antibiotico.

1a conveniencia de utilizar tripticasa cOmo nutriente,

Comprobada
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Tabla 1. Produccion de tibioti
a 1. Produccion de antibioticos por M. corallpides D en medios

con diversas fuente< de nutrientes

Actividad

¥utrientes (u/ml)

Casitone BS
Caseina 4'S
Tripticasa 75
Peptana 30
Pplipeptona. 4'5
Peptona de soja. 3%
Probion F an
Probion L 4'0

de antibisticos por M. coralloides D en medios

Concentracion Actividad
(g%) {u/ml)




RESULTANOS

5@ determino a continuacion el efectn de diversas concentraciones de

la misma sobre la produccién de antibloticos en experimentos

totalmente similares a los resefados en el apartado anterior. Los

resultados se exponen en la tabla 2 e indican que a pa-tir del 0'95%

los resultados son practicamente los mismos.

1.2. Efecto de la concentracion de ion ortofesfato sobre la produc-

cién y actividad del antibiético.

1.2.1. Determircién de la concentracién éptima para la produccién.
Ha sido comprobado previamente (Fernandez-Vivas et al,, ..°83a)
que concentraciones elevadas de ortofosfato inhiben totalmente el
proceso de autolisis en XN, coralloides D en medios liquidos. Es por
ello que se penso que el retraso en la iniciacién de la autolisis en

presencia de concentraciones elevadas de ortofosfato podria favore-

Tabla 3. Actividad antibiética* ey sobrenadantes de cultivos de

M. coralloides D en funcion de la concentracion de fosfato,

Incubacién Concentracion de ortofosfato (mM/1)

(dias! B 10 20 30 40

- — ———

0

#: unidades/ml




RESULTADOS

cer la produccion de antibistico al prolongar s ; 3 :
a I n de antibistico al prolongar la duracien de la fase

estacinnaria.

Se estudio el efecto del ion ortofosfato a concentraciones de 1 a
50 mM en una serie de experimentos planteados como en apartados
anteriores, aunque =n este caso se determiné la actividad antibiotica
de los cultivos a lo largo de una semana, a irntervalos de 24 horas.
Los resultados obtenidos se expresan en la tabla 3 y demuestran que
concentraciones de ortofosfato superiores a 20 m¥ inbhiben parcial o

totalmente la produccién de antibiecticos.

1.2.2. Efecto de la concentracién de ortofosfato saobre la actividad

de los antibiéticos producidos por N. caralloides ').

La experiencia anterior parece indicar que el ien ortofosfato, por
encima de determinada concentracion, reprime la produccion de
antibicticos por M. coralloides D. ¥o pbstante, pudiera suceder gue
el efecto del citado ion consista no en una represion de la sintesis

de los antibioticos sino en una inhibicion de su actividad.

Para descartar esta posibilidad se efectuo unm experimento en el
que :—sobrenamahtes de cultivos, con una actividad de 6 u/ml, se
mezclaron con volumenes iguales de tampon de fosfato, pH 7, de
concentraciones adecuadas para obtener las finales de 1, 5, 10, 20,
30, 40 y 50 mK. las pezclas se incubaron a 302 durante cels horas ¥y

al caboc de este tiempo se determine la actividad antibietica de las

mismas fronte a S. aureus.

Er todos los c©asos el diametrc de los halos fue de 14 mm,

equivalente a 3 u/ml, lo que indico que €n ningun caso el fosfato

habia inactivado los antibioticos.
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1.3 Empleo de mutantes superproductores.

Mediante el empleo del N. coralloides D de coleccien (cepa McA 1)
y en las condiciones optimas deter minadas, la actividad antibiotica
maxima obtenida fue de unas 7'% u/ml. Al cbjeto de aumentar los
rendimientos se pensc en seleccionar, para usar en la , necion de
antibioticos, mutantes de N. coralloides D superprod.uctarés del

mismo.

A +tal efecto <L M. coralloides D, McA 1 se scmetio a mutagénesis
-on NG, er las condi-iomes especificadas en el apartado 7 de
Material y Metodos. Las celulas mutagenizadas se diluyeron
convenientemente en sSolucién salina y alicuotas de 0'lT ml se
diseminaron en cajas de Petri con medio CTA. Las cajas se incubaron
a 282 y, cuando las colonias adquirieron um diAmetro de aproximada-
mente 0'S mm, se afiadié una capa de “antibiotic medium 1" inoculado

con S. aureus, incubandose a continuacion las cajas a 372,

En estas condiciones las colonias de la estirpe McA 1 producen
halcse de inhibicién de 5-10 mm de diametro, por lo que se
seleccionaron todas aquellas cclon.as que originaron halos de
inhibicién de 15 mm o mas de diametro. Esta técnica de seleccion
demostré ser efectiva solamente si a1 numero de colonias por caja es
reducido, entre 10 y 15 por caja de 15 cm de diametro, 7a que de lo

contrario los halos de inhibicién son coufluentes y es practicamente

imposible determinar Su diametro.

Las colonias preseleocionadas se cultivarc, y con cada una de
ellas se inoculé centralmente una caja de Petri con medio CTA. Las

cajas se imcubaron a 282 durante 5 dias, al cabo de los cuales las

colonias alcanzeron un tamafio alrededor de los 3 nr de diametro,

afiadiéndoseles en este momento la capa de agar blando inoculada con

. : s ” : ‘
S. aureus. Después de 24 horas de incubacion a 372, se midio el

(=)
S8
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didmetro de 1lns halps de inhibicion, seleccionandese como
-anernroductoras  acuellas cepas - = colond i
hL,!;prt,rngm_.tl_y..»}‘J aguellas cepas CUYyas cCOlOnias dieron halos de
inhibicien con un diametro superior a 45 mm, dado gue en las mismas
condiciones la estirpe madre dio lugar a halos 2 30-40 mm de

diametro.

For este procedimiento se seleccionaron cuatro cepas, designadas

como Mclm 81, McLm 83, Mclm 711 y Mclm 817, que por la técnica
antes descrita prouujeron halos de inhibicien de 60, 60, 50 y 55 mm,

respectivamente.

Estas cuatro cepas, juntp con la ¥cA 1, se ensayaron para ia
producién de antibioticos en cultivos en medio liquido, mediante la
técnica ya descrita. Los resultados se expresan en la tabla 4, donde

sorprendentemente puede verse que las actividades conseguidas con

Tabla 4. Actividad antibiotica' de sobrenadantes de cultivos de

diversas cepas de N. coralloides D en funcion del tiempo.

1. unidades/ml.

#: cultivo lisado.
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103 supues

4 1 S ® i = @Y AT ~- i ] 3
I tos mutantes superprocuctores son iguales e inclusp lige-

ramente menores que los conseguidos con la cepa madre.

Otro hecho notable observade fue que los cultivos de estas cepas

se lisaron 24 e incluso 48 horas antes que los de la cepa madre.

1.4. Influencia de la modalidad de cultivo sobre la produccién de
antibiotico.

1.4.1. Produccién de antibidotico en cultivos en dialisis.

Los resultadps obtenidos con los mutantes superproductores llevaronm
a pensar que los antibiéticos producidos podrian actuar desenca-
denando la autolisis cuando alcanzan una concentracion critica en el
medio, con lo que, independientemente de la capacidad de produccion
de los mis—,més por parte de los mutantes seleccionados, nunca se
podria sobrepasar dicha concentracién critica de antibiéticos enm
sistemas cerrados. Esta hipotesis, confirmada por los experiementos
descritos en el apartado 5.1.1 de este capitulo, llevé a plantear la
produccién de antibieticos en un sistema sometido a dialisis
continua y en el que, por tanto, son drenados continuamente del

cultivo y diluidos en los liquidos de dialisis.

Se utilizo para ello el dispositive descrito en el apartado 5.3 de
Material y Metodos, probandose las cepas McA 1 y McLm 83, Des-
graciadamente estos experimentos se vieron casi totalmente
frustrados por un hecho 1O previsto: al cabo de unos 5 dias de
incubacién los sacos de dialisis se deterioran y la mixobacteria es

capaz de atravesarlos y crecer, poT tanto, en los liquidos de diaii-

sis.

No obstante se pudieron comprobar los siguientes hechos:




RESUL TADOS
Er el interior del saco de dialisis la densidad celular al

¥ 1 + 1 e o ET - ~q 1 .
término de los 5 cdias Jde incubacion fue del orden de 4.10'%

hbacterias por ml, cuando la densidad maxima alcanzada en cuvltivos

normales es de 4-5.104,

Los liquidos de dizlisis, inmediatamente antes de ser invadidos
por la mixobacteria, mostraron una actividad antibiotica de 1 u/ml.
Dado que el volumen total de los liquidos de dialisis fue de 1.800
ml y e. del cultivo en el saco de diédlisis de 50 ml, resulta que el
cultivo en dialisis produjo 35 u/ml, es decir, cinco veces mas que la

actividad producida en cultivos normales.
No se encontraron diferencias entre las cepas McA 1 y Mclm 83.
1.4.2. Produccisn de antibiéticos em cultivo sumergido.

Salve en el caso anterior, todas las experiencias de produccién
de antibioticos descritas han sido llevadas a cabo en matraces de
1000 ml, con 500 ml de medio, sometidos a agitacion continua en un
agitador orbital. A la bora de producir los antibiocticos en gran
escala este metodo presentaba grandes limitaciones, por lo que se
paso a producir 78 antibicticos en cultivos sumergidos con
aireacién y agitacion, Se utilizaron ins fermentadores descritos en
el apartado 5.2 ce Material y Métodos. La fermentacién se llevo a
cabo scbre medio TTG afladido de silicona antiespumante (0'°0 ml por
litro de medio), con una aireacién de 2'4 litros por minuto y litro

de medio; e: incculo fue en todos los casos del 2'9% de un cultivo en

agitacion de 48 horas.

En estas condiciones el M. coralloides D, McA 1, crece bien,
alcanzando una densidad naxima de 3-4.10% células/ml alrededor de
las 72-80 hnoras y una franca 1isis a las 96. No obstante, el

rendimiento obtenido por este procedimiento fue siempre menor que
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en los cultivos en agitacior, ya que la actividad obtenida fue de
5 u/ml ! en ocasiones menor,

En el transcurso de las experiencias descritzs en esta Memoria

han sido procesados

por este procedimiento un total de 540 litros
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2. BEXTRACCION Y PURIFICACION.

En 1.979, Ariss y colabovadores establecieron dos métodos para la

,.
i

extraccicen a gran escala cel antibietico producido por M. coralloides
D Mch

El primero de dichos metodos cons stié en la concentracion de
los sobrepadantes de los cultivoe exentos de celulas hasta 1/10 de
su volumen primitivo, seguida de una extraccien con cloroformo. El
extracto cioroféermico se desecé con sulfato soedico anhidro y el
antibistico fue adsorbido sobre acido silicico, de donde se eluyo
finalmente con etanol al 5% en cloroformo. Por este procedimiento se

recupero el 25% de la actividad inicial de los sobrenadantes.

El segundo metodo consistio en la adsorcion del antibistico
presente en sobrenadantes exentos de celulas sobre carbon active,
seguicda del lavado y desecacién de este ultimo y posterior elucién
del antibiotico mediante dos extracciones coOn cloroformo. Por este

procedimiento es posible recuperar el 30% de la actividad inicial.

Al igual que en el caso de la produccion, a la hora de obtener
antibiético en cantidad suficiente para llevar a cabo el plan de
trabajo contemplado en esta Memoria, se creys conveniente reexaminar
estos procesos de extraccion, al objeto de simplificar la misma y de

incrementar sus ¥ endimientos.

A tal fin, y partiendo de preparaciones crudas de antibisotico
obtenidas por extraccion de sobrenadantes concentrados con
cloroformo, se relizaron una cerie de experiencias previas tendentes
a estudiar la solubilidad del antibiotico en diversos disolventes

organicos, asi como 1a adsorcieon y elucion del mismo sobre diversos

mater iales.

67
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2.1. Experiencias previas.
2.1.1. Extraccién del antibiotice con disolveates organicos.

05 spluciones acupsas del antibiotico, c¢on una
CTAV1iAS de 1¢( /mi lleveron y 7 1 635 w
ac dad de 10 u/mi, que se lleveron a pH 7'% y 4, respectivamente,
extrayendose cada una de ellas tres veces con un decimo de su
volumen del disolvente empleadn en cada caso. Las fracciones
organicas, separadas por cdecantacion, se reunieron y evapararon bajo
vacio en un Rotovator. Los residuos fueron disueltos en un volumen
igual al de las soluciones primitivas de tampon de fosfatos 10 mM,

=

pH 7'5, ensayandose la actividad frente a 5. aureus.

Los disoiventes organicos empleados fueron cloruro de metileno,
cloroformo, tetracloruro de carbonmo, eter etilico, eter de petroleo y
heptano. Lus resultados ODtenicos &en estps experimentos &e exponen

en ia tabli

2.1.2. Solubilidad dei antibiotico en agua tamponada a diferentes

residuo seco proveniente de la evaporacion de una solucion
-lorofermica, con actividad de 10 u/ml, se extrajo com un volumen

iguai de agua tamponada con acético-acetato 10 mM o fosfato 10 nk,

a pHs comprendidos entre 4 y 9, durante una bora, a 402 y con

agitacion continua. Loe resultadcs obtenidos se exponen el la tabla

6 y muestran Gue el antibidotico solo €S soluble en agua a phs

in

proximos a la neutralidad o alcalin
2.1.3. Adsorcion del antibiotico sobre diversos materiales.

Se emplearon carbed activo (Merck), florisil

i i v 14tz ~1 1 isi =
sepiolita natural, bentonita sodica ¥ celita Merck). Florisil es




Tabla 5. Extraccion del
tir de spiuciones acunsas a pHs

recuperada (%)

LXTraccien a pn Extraccionp a ol 7'

de petroleo.

Heptano..

Tabla 6. Extraccion

tamponada a diferentes

a
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gl nombre comercial de iratn de magnesin nara cromatogr
n 1 3 [ ilicato de magnesin para c romatogralia

y celita el de tierra de infusorios

purificada.
En cada caso el material adsorbente fue afiadido a sobrenadantes
ltivos exentos de celulas de actividad conocida, en proporcion
del 2% (p/v). Las mezclas fueron mantenidas en agitacion durante una

jora a la temp

§i]

i

.ratura ambiente y al capo de este tiempo el
adsorbato fue separado por filtracion, determinandose la actividad
residual de los sobrenadantes. Los resultados obtenidos se muestran
en la tabla 7 y demuestran que, de los materiales ensayados,
solamente &1 carben activo y el florisil adsorben el principio o
principios activos. No obstante, los sobrenadantes adsorbidos con
sepiolita o hentonita son mucho menpe coloreados que los originales,

1

lo que indica que estos materiales adsorben pigmentos y posible-

i

mente otras impurezas que acompanan al antibiotico.

Tabla 7. Actividad residual de sobrenadantes de cultivos de

M. corallpides despues ce tratados con diversos adsorbentes.

iy

Adsorbente Actividad residual®
Carbon activo 0
Florisil 15
Sepiolita > 96
Bentonita » 95
Celita ) 95

#: % de la primitiva.




2.1.4. Elucion de los antibioticos de los adsorbatos.
2.1.4.1. Elucion del carben activo.

o ctidis A1 = A 1
Se estudio mediante el tratamiento del adsorbato, lavado con agua

destilada, con los siguientes eluyentes: metanol; metanol-agua {(1:1)
a pHs & y 4; etanol; etanol-agua (l:l) a phs 8 y 4, butanol; butanol-
agua (1:1) a pHs 8 y 4, acetona; acetona-agua (1:1) a pls 8.y 4y
soluciones acuosas al 10% de cloruro sodico a pHs de 8 y 4. En
todos los casos el adsorbato se suspendié en 10 volumenes (p/v) del
eluyente y la mezcla se sometic a agitacion continua durante una
hora a la temperatura ambiente, separandose despues el sobrenadante

por filtracion.

[oe resultados de todos estos experimentos fueron negativos ya

que, en ningun caso, se detecte actividad alguna en los filtrados.

Cuando el adsorbato se desecé ¥y extrajo a continuacién con
cloroformo, en idéenticas condiciones, se pudo recuperar un 25-30 %
de actividad, tal como habian encontrado previamente Arias ¥
colaboradores (1.979). las eluciones con cloruro de metileno ¥

tetracloruro de carbone dieron resultados similares.
2.1.42. Elucion del florisil.

Se lleve a cabo con loS mismos eluyentes descritos en el
apartado anterior y en lac mismas condiciones, A diferencia de lo
que ocurre en el caso del carben activo, en este caso Se recuperaron
porcentajes elevados de la actividad apntibistica presente en 108
caldos adsorbidos, tal como puede ser observado en la tabla 8, uonde

- o 9 8 1
se expresa la actividad recuperada en cada caso en % sobre ia

adsorbida.

el
i

b

i3




Tabla Recuperacion de

el

Eluyente
Metanol
Metanol-agua bH
¥etannl-agua pu
Etanol

§im i a‘\::ua
Etanol-agua pH
Butanol
Butanol-agua
Butanol-agua
Acetona
Acetona-agla

Acetona-agua

Cuando el adsorbato se daeseco y extrajo con cloroformo, se

recupers, segun las distintas experiencias, entre el 5 y 60 % de la

actividad adsorbida.
2.2. Esquema de extraccién y purificacion desarrollado.

De acuerdo con las experiencias previas antes descritas y tras la

realizacion de diversos tanteos, se desarrollo el siguiente metodo de

extraccien y purificacion:
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y restos celulares por centrifugacion o

en casos de cultivos lisados.

atamiento de los sobrenadantes con un 2 % de bentonita sodica

na hora en agitacion continua.

o

Fliminacion de la bentonita por filtracien y tratamiento de los

iltrados con up 2 % de florisil, durante una hora en agitacién

continua.

4 ~Separacion del florisil mediante filtracion y lavado del mismo

con agua destilada. Se desechan los filtrados y las aguas de lavado.

florisil mediante tres
del mismo con tres volumenes de una mezcla

partes iguales.

6.~ Reupion de los extractos ceténicos, acidificacion de los mismos
extraccisn con eter de petroleo: tres extracciones
/10 del wvolumen del extracto ceténico. La fase

separa por centrifugacion ¥ decantacion, desechandose la

7 - Extraccion de los extractos etereos con tampon de fosfato 10 nk,
1/5 de su volumen repartido en tres extracciones sucesivas.
La fase acuosa se scepara por decantacién, desechandose la fase

organica.

4 - EBxtroccien de la solucién acuosa con cloroformo: 1'S volumenes

de cloroformo repartidos en tres extracciones sucesivas.
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Q_.,_ | i nE aciar A e 1 IRy c :
separacion de los extractos clorofermicos por decantacion
cantacion,

ol R B eE s : ;
des acacion de los mismos con sulfato sedico anhidro y evaporacion
del cloroformo bajo presien reducida a 402,

| residuo resultante de la evaporacién del cloroformc es de
consistencia oleaginosa y color amarillo verdoso, facilmente soluble

en agua y con una actividad de ! unmidad por cada 2'72 Jg.
2.3. Rendimiento del procedimiento de extraccién adoptado.

Tal come ha sido menciondo el florisil solo adsorbe el 85% de la
actividad antibictica de los sobrenadantes. La extraccion del
florisil con acetona-agua, tal como ha sido también expuesto, solo

permite recuperar el 57% de la actividad adsorbida.

Por lo que respecta a la extraccion de los extractos cetonicos
con eter de petrolec y posterior extraccion de este con tampén a pH
alcalino, solo se recupero el 70% de la actividad contenida en los
primercs. Fipalmente, la extraccién con cloroformo del antibiotico en
solucien acucsa permite recuperar el 100% de la actividad contenida

en esta.

Teniendo en cuenta estos por-en.ajes de recuperacion en las
distintas etapas del proceso, el rendimiento global del mismo

deberia ser del 33'8% de la actividad inicial. En la practica, sin

embargo, los rendimientos obtenidos ascilaron entre un 30 y 31%.

2 4. Determinacién de la homogeneidad y pureza del antibioético.

La homogeneidad y pureza del antibiético obtenido Ppor el

procedimiento descrito se comprobe Ppor cromatog afia descendente

s : A : :
sobre papel, utilizando diversas fases moviles, ¥ cromatografia en

columna de sephadex LH 20. Los cromatogramas fueron revelados por
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bivautografiz ] '
pautografia y examen a la luz ultravioleta. En

I cuanto al eluato de
la cromatografia en colu se de '
8 a en columna, se determino la absorcic i
a det > la absorcion a 280 nm de
las dist =4 = 2 ]
distintas fracciones, asi como la actividad antibietica de las

mismas.

En la er ' apel
a cromatografia sobre papel se emplearon las siguientes fases

moviles, con los resultados que s2 indican:

+ = 1 ) . 1
Fter de petroleo-cloroformo (1:1), una sola mancha con actividad de

+tibiatico - i ]
antibliotTico que emlgra con el frente.

Eter de petroleo-cloroformo (12:1), un-. sola mancha con un Rf de

0*'13.

o S v e .
Propanol-acetatc de etilo-agua (6:2:1), una sola mancha que emigra

con el frente.
RButanol-acetico-agua (12:3:5), una s0la mancha con Rf de 0'9.

Butanol-piridina-agua (12:3:5), uma sola mancha que emigra con el

frente.

Como puede verse en ningun caso se detecto mas de una mancha
con actividad de antibiotico. De otra parte, el examen cOR luz

ultravioleta tampoco mostre otras manchas distintas de la activa.

Por lo que respecta 2 la cromatografia sobre sephadex LH 20,
efectuada en columnas de 1'5 cm< de seccien por 25 cm de altura, fue

desarroliada con metanol, recogiendose el eluato en fracciones de

2 ml. Sélo se detecto un pico de actividad de antibiotico,

coincidente con el maximo de absorcion de la juz ultravioleta.




KESULTALOS

Estos resultados, si bien no concluyentes, parecen indicar que la

preparacion de antibiotico obtenida es razonahlemente homogenea ¥y

pura, ¥ probablemente esta constituida por una sola especie de

moléecula o una mezcla de moléculas de estructura qumica muy

similar.




RESULTADOS
3.~ ESPECTRO ANTIMICROBIANO.

i

Se determine observando 1la sensibilidad de lps diferentes

microorganismos de prueba frente a diversas concentraciones del

antibiético purificado. A tal fin se emplearon discos de papel de
impregnados con soluciones del antibietico conteniendo 1, B

lo que equivale a un contenido en antibiotico por

disco de 0'054, 0'27, 0'54 y 1'36 pg, respectivamente, y el ensayo se
realizc en placa por el metodo descrito. En el caso de hongos
filamentosos y levaduras se empleo el medio NG en lugar de los

*antibiotic media" 1 y 2; CTA en el casoO de M. xanthus; THA en 1

caso de §. agalactiae.

Los resultados obtenidos se exponen en la tabla 9 e indican que
el antibistico solamente es activo frente a bacterias Gram posi-
tivas. Dentro de estas, la especie mas sensible es el &. aureus,
seguida de N. luteus y, a distancia, de las especies del género
Bacillus ensayadas y finalmente de S. faecalis, C. glutamicum ¥

L. monocytogenes.

su efecto sobre protozoos, el antibietico fue
ensayado frente amebas Limax, mediante 1a técnica descrita. Se
emplearon concentraciones de 1, 10 y 25 u/ml del antibiotico y en
ningun caso pudo comprobarse gue este provocase la lisis 0 el

enquistamiento de las amebas.

Aon cuando en medios solidos y por la técnica detallada no fue

posible poner de manifiesto actividad del antibiotico frente a
mixobacterias, las experiencias que S€ describen en el apartado 5 de
este capitulo demuestran gue el antiblotico presenta un fuerte poder
bactericida frente a X. xanthus y el propio A. coralloides cuando
se emplea a concentraciones adecuadas sobre cultivos en crecimiento

en medios liquidos.
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Tabla 9. Espectro antimicrobiano del

antibietico producido pm

M. coralloides D.*

Antibictico (pg/disco)

Myxococcus xanthus
Pseudomonas aeruginosa.
Fseudomonas reptiiivora
Escherichia coli
Salmonella typhimurium
Klebsiella pneumonise
Proteus Inconstans
Micrococcus luteus
Staphylococcus aureus
Streptococcus agalactiae
Streptococcus faeca lis

Bacillus subtilis

s
S

Bacillus megaterium
Corynebacterium glutamicum
Listeria monocytogenes
Mycobacterium phlei
Mycopacterium smegma tis
Nocardia coralina
Saccharomyces cerevisiae

Torula utilis

oooooo@'@

Aspergiiluss niger

Resultados expresados como mM de diametro del halo de inhibicien.
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4. BFECTO DEL ANTIBIOTICO SOBRE STAPHYLOCOUCUS AUREUS.

Como ha sido visto en el c‘npartaur.\ anterior, el miCroorganismo

mas sensible, entre los ensayados, resultc ser el

[
al

. aureus. & la
hora, por tanto, de estudiar el mecanismo de accion del antibiotico
islado, se eligic esta bacteria para llevar a cabo una serie de
experimentos encaminados a determinar el efecto bacteriostatico o
bactericida del antibistico, as1 como su efecto sobre las principales

rutas biosintéticas.

4.1.1. Efecto del antibiotico sobre el crecimiento del S. aureus.

Se comprobe afiadiendo a cultivos en fase exponencial de 5. aureus

en medio BHI cantidades de antibiotico suficientes para conseguir
unas concentraciones de £ ¥ 10 u/ml. La evolucién de los cultivos,
junto con la de otro testigo sin antibiotico, se siguio determinando
la densidad 6ptica a 650 nm a intervalos de una hora. Los resultados
se exponen en la tabl 10 y figura 3 e indican que el antibiético
detiene instantaneamente el crecimiento, sin que, durante el tiempo
de duracien del experimento, se observen indicios apreciables de

lisis a ninguna de las concentraciones de antibiético empleadas.
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Tabla 10. Evolucion de la densidad optica (650 nm) de cultivos de

S. aureus adicionados de antibietico.

momento de la adicion del antibiotico.

%: El tiempo 0 corresponde al
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' opti 1itd le S. aureus
Figura 3. Evolucion de la densidad optica de cultivos de

ioo: & 2 u/ml;e: 10 uw/ml.
adicionados de antiblotico. ®: testigojk: o UM i




RESULTADOS

4.1.2. Efecto del antibiotico sobre el crecimiento del S. aureus en un

medio hipoténico.

Al objeto de comprobar si el S.aureus se lisa por accion del
antibiotico cuando se cultiva en medios kipotonicos (Arias, 1.977) se
realizo un experimento en el que el §. aureus se cultivé en medio BHI
diluido cinco veces con agua destilada en presencia de 10 u/ml de
antibiotico. La evolucion del cultivo, junto con la de otro testigo
sin antibiotico, se siguié detsrminando la densidad opt.ca a 650 nm
a intervalos de una hora. Los resultados se exponen en la tabla 11 y
figura 4 e indican que, como en el caso anterior el antibiotico
detiene inmeditamente el crecimiento, pero sin que se aprecie una

lisis significativa del cultivo.

Tabla 11. Evolucion de la densidad optica (650 nm) de cultivos de

S, aureus en un medio hipoténico adicionados de antibiotico.

#: E1 tiempo 0 correspond@ a] momento de 1a adicion del
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Figura 4. Evolucién de la densidad optica 650 nm) de cultivos de

S. aureus en medio hipotonico adicionados de antibistico (10 w/mll.

Los simbplos llenos corresponden al cultivo testigo; los vacios al

adicionado de antibistico. La flecha indica el momento de la adicion

del antibistico.
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4 2. Efecto del antibiotico sobre la viabilidad de S

. aureus.

4.2.1. Efecto sobre la viabilidad de &. aureus en crecimiento.

Se comprobs anadiendo a cultivos en fase exponencial de 5. aureus

en medio REI cantidad de antibioticn suficiente para conseguir una

concentracion de 2 u/ml. La evplucion del cultivp problema, junto con
la de otro testigo sin antibiotico, fue seguida tomando muestras a
intervalos de una hora, di.uyeéndolas convenientemente y efectuando
el recuento de ias ceélulas viables por siembra en cajas de Petri con
agar comun. For cada dilucién se sembraron 5 cajas de Petri, al
objeto de poder calcular una media estadistica y el error de la

misma.

Los resultados se exponen en la tabla 12 y la figura 5 e indican
que el antibistico es fuertemente bactericida sobre celulas de

e

5. auvreus en crecimiento




RESULTADOS

Tabla 12. Evolucion del numero de celulas viables en cultivos de

S, aureus adicionados de antibiotico.

Tiempo!

(h) 5

-1 1'1{£0'05).107
0 1'6 (£0'08).107
1 213(20'12).107
e 3'3(£0'09),107
3 4'7 (£0'17).107
4 6'8(+0'32).107
5 G'31+0'19).107
6 111 (+0'07).10%
¢ 1'3(20'09).10%
6 195 (£0'112.10

1'1(2£0'05).107
1'6(x0'08).107
9'3(+0'38).10%
2'7(£0'13).10%
6'4(£0'277.10%
1'4(£0'08).10%
4'4(£0'21).10°
1'0(20'13),10%

ND

XD

#: E1 tiempo 0 corresponde al

mnomento de la adicioen del antibiotico,

eid]
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Figura 5. Evolucion del numero de ceélulas viables en cultivos de

S. aureus adicionados de antibiotico. Los simbolos llenos

adicionado de

corresponden al cultive control; vacios al

antibiotico.
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4.2.2. Efecto del antibiotico sobre la wviabilidad de celulas en

reposo de 5. aureus,

24 horas de S, aureus sobre medio BHI fue
las celulas, lavadas una vez con solucion salina.
suspendidac en un volumen de solucién salina igual al del

La suspensién se incubo durante dos horas a 372,

2l objeto de que las células terminaran los ciclos celulares en que

estuvieran engarzadas, y a continuacion se dividio en tres lotes a
dos de los cuales se afiadio antibiotico en cantidad necesaria para
lograr concentracicnes de 2 y 10 u/ml, respectivamente; el tercer

lote se dejo como testigo.

Las tres suspensiones se incubaron a 372 y, a intervalos de una
hora, se tomaron muestras en las que se determiné el numero de
células viables por siembra en agar comun. Los resultados obtenidos
a lo largo de 8 horas de incubacion se exponen em la tabla 13 y
muestran que, en contra de lo que sucede con células de S. aureus en
crecimientn, el antibietico no afecta la yiabilidad de las células en

reposo de 'a citada bacteria.




RESULTADOS

Tabla 13. Evolucion del numero de celulas viables (x10%)

suspensiones de S. aureus adicionadas de antibiotico.

2'6 ¢x0'1h)
2'6(x0'21)
2'5(£0'16)
2'6(x0'07)
2'6(20'17)
2% (x0'17)
2'5 (009
2'4(x0'14)
2'4(£0'16)

2Tt
2'6(x0'17)
2'4(£0'22)
2'6(x0'14)
29 (£0'22)
2'9(x0'14)
2'5(x0'14)
2'5(x0'23)
2'4 (x0'07)

2'6(x0'18>
2'5(x0°18)
2'6(x0'09)
2'7(x0'12)
2'5(x0'17)
2'5(x0'21)
2'5(£0'16)
2'4 (20'09)
24 (x0'10)




RESULTADOS

4.2.3. Efecto del antibiotico sobre la viabilidad de células de

S. aureus en cultivos afiadidos de cloranfenicol.

Como complemento de la experiencia anterior, se llevée a cabo otra

consistente en comprobar si un antibiético bacteriostatico, del tipo
del cloranfenicol, interfiere con el efecto bactericida del antibio-

tico aislado.

A tal fin, un cultivo de §. aureus en fase exponencial, sobre
medio BHI, fue dividido en cuatro lotes iguales y al cabo de una
hora de incubacion adicional se afiadic a uno de ellos 5'0 pg/ml del
antibistico aislado (2u/ml), a otro 25 ug/ml de cloranfenicol y & un
tercern una mezcla de cloranfenicol y antibictico a las
concentraciones indicadas; el cuarto lcte se utilizo como testigo. A
intervalos de una hora se tomaron muestras de cada uno de los lotes,
determinandose el numero de células viables por siembra en agar

comun.

Les resultados se exponen en la tabla 14 y la figura 6 e indican
que la presencia de cloranfenicol interfiere lz accién bactericida
del antibiético aislado, lo que confirma los resultados obtenidos en
la experiencia anterior que indicaban que el antibiético sélo es

bactericida sobre células en crecimiento.




RESULTADOS

Tabla 14 Evolucien del numero de células viables en cultivos de

S. aureus afiadidos de cloranfenicol (CP)*, antibiotico de M. cora-

lloides (A)* y de ambos.

Tiempo**

Ninguno

9'3.10% 9'3.10¢

1'4.107 407 1'4.107 1'4.107
1'8.107 ; 1'6.107 1'2.107
e i.107 ; 1'8.107 9'1.10%
g5 107 9'%6.10% 1'9.107 8'7.10%
B0’ 2'%9.10° 2'0.10% 8'3.10%
&7.107 LBl B 1'9.107 7'6.10%
20107 7'6.10%

#- CP: 25 pg/ml; A: 5'S pg/mi.
#3.- El tiempo 0 corresponde al momento de la adicién de los anti-

bidticos.




RESULTADOS

Células viables/ml

Tiempo (h)

células viables en cultivos de

Figura 6. Evolucion del numero de
antibiético de N. coralloides &'S pg/ml),

S. aureus afiadidos del

cloranfenicol (25 pg/mi) ¥y ambos. @ testigo; O antibiotico; @ cloran-

fenicol; [ mezcla de anbos.




RESULTADOS

4.3. Efecto del antibiético sobre la sintesis de ARN en S. aureus.

Se comprobe ceterminando la incorporacien de (5,0

“Hyuridina a
celulas de . aureus en crecimiento exponencial sobre medio BHIL

El precursor radicactive se adiciond cuando el cultivo alcanzo
una densidad optica de 0'll, en cantidad de 2'6 uCi/ml; el cultivo se
1ividie en dos lotes, a uno dJe los cuales, tras 30 miautos de
incubacién, se afadieron 5 u’/ml del antibistico, comprobandose la

incorporacion del precursor radicactivo durante 90 minutos mas.

Los resultados se exponen en la tabla 15 y la figura 7 ¥y
demuestran que el antibictico detiene instantaneamente la sintesis

de ARN.

_ Efecto del antibietico de N. corallcides (& u/ml) sobre la

aureus.

Radimactividad incorporada (cpm)

+ antibiotico
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Figura 7. Efecto del antibiético de X. coralloides (5 u/ml) sobre la

incorporacion de uridina tritiada por células de S, aureus en

crecimiento exponencial. Los simbolos llenos corresponden al cultivo

control; los vacios al adicionado de antibietico. la flecha indica el

momento de adicion del antibietico.




RESULTADOS

4.4, Efecto del antibiotico sobre la sintesis de proteinas en

S, aureus.

Se comprobo defziminando el efecto del antibiético sobre la

incorporacien de ieucina tritiada a celulas de &. aureus en

[

crecimiento exponencial sobre medio BHI

El precursor radicactivo se adiciono cuando el cultivo alcanzo
yna densidad optica de 0'll, en cantidad de 3'3 pCi/mi; el cultivo se
dividis en dos lotes, a uno de los cuales, tras 30 minutos de
incubacién adicional, se afiadieron 5 u/ml del antibietico,
comnrobandose la incorporacion de leucina tritiada durante 90

minutos mas.

Los resultados obtenidos se exponen en la tabla 16 y la figura o
e indican que el antibiotico, a partir de los 17 minutos de su

adicion, bloguea totalmente la sintesis de proteinas.




RESULTADOS

Tabla 16. Efecto del antibiético de M. coralloides (5 u/ml) scbre la

incorporacién de leucina tritiada por ceélulas de &. aureus en

crecimiento.

Radioactividad incorporada (cpm)

Control + antibiético
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Fignra 8. Efecto del antibiético de M. coralloides (5 u/ml) sobre la

incorporacion de leucina tritiada por células de S. aureus en

~recimiento. Los simbolos llenos corresponden al cultivo control; los

vacios al adicionado de antibietico. La flecha indica el momento de

adicién del antibietico.




RESULTADOS

4 5. Efecto dei: antibiotico sobre la sintesis de ADN en S. aureus.

Se comproboe determinando el efecto del antibiotico sobre la

incor-poracion de timidina tritiada & celulas de &§. aureus en

crecimiento exponencial sobre medio BHI.

El precursor radicactivo se adicionc cuando el cultivo aicanzo
una densidad optica de 0'll, en cantidad de 1'6 pCi/ml. Como en
casps anteriores, el cultivo se dividio en dos lotes, a uno de los
cuales, tras 30 minutos de incubacion, se afiadieron 5 u/ml del
antibistico, comprobandose la incorporacion de timidina tritiada

durante 90 minutos mas,

Los resuiiados obtenidos se exponen en la tabla 17 y figura 9 e
indican que el antibiotico bloguea la sintesis de ADN a partir de

los 17 minutcs de su adicién.




RESULTADOS

Tabla 17. Efecto del antibiético de M. coralloides (5 u/ml) sobre la
incorporacién de timidina tritiada por células de 5. aureus en

crecimiento.

Radicactividad incorporada (cpm)

Control + antibiélico

1.589
1.804
2610
4 .529

6.310
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Figura 9. Efecto del antibiotico de M. coralloides (5 u/ml) sotre la

incorporacién de timidina tritiada DO células de S. aureus en

crecimiento. Los simbolos \lenos corresponden al cultivo control; los

vacios al adicionado de antibiotico. lLa flecha indica el momento de

adicién del antibiotico.




RESULTADOS

4 .6. Efecto del antibioticn sobre la sictesis de componentes globales

de la pared celular en S. aureus.

Se comprobe determinando el efectn del antibiotico sobre la

incorporacion de N-acetilglucosamina, marcada cun ', a celulas de
S. aureus en crecimiento exponencial sobre medioc BHI.

El precursor radiocactivo se adicionsé cuandn el cultivo alcanzo
una densidad optica de ('ll, en cantidad de 2 pCi/ml. El cultivo se
dividié s m dos lotes, a uno de los cuales, tras 30 minutos de
incubacion, =e afladieron 5 u/ml del antibiotico, comprobandose la
incorporacion de la N-acetilglucosamina marcada en la fraccion
{nsoluble en fric en acidc tricloroacético 5% durante 90 minutos
mas.

Los resultados se exponen en la tabla 18 y la figura 10 e
indican que el antibiético origina un bloquep no total de ‘la sintesis
Ge componentes de la pared celular a partir de los 15 minutos de su

adicion.




Tabla 18. Efectin antibictico de N. ralloides (5 u/ml) sobre la
1n¢ Tou! e N-acetilzlucosamina, marcada con '“C, a la fraccion
insoluble Ir en acido tricioroacético 5% de células de S, aureus
en crecimiant

B ja}

Radiractividad incorporada f(cpm)

+ antibidtico



—

ladioactividad incorporada (cpm.105)

RESULTADOS

'o 210 v ‘-o v 6-0 sTo %

Tiempo (min)

Figura 10. Efecto del antibiotico de N.

ia incorporacien de N-acetilglucosamina,

fraccion insoluble en frio en

S,

control; los vacios al adicionado de an

aureus en cr ~imiento. Los simbolos

momentn de adicién del antibiotico.

marcada
scido tricloroacético 5% de células de
lienos corresponden al cultivo

+ibistico. La flecha indica el

coralloides (5 u/m,1) sobrs

Lag. e




RESULTADOS

4.7. Efecto del antibiético sobre la sintesis de peptidoglucano en

8. aureus.

Se comprobo determinando gl efectn del antibidtico sobre la
incorporacion de ¥-acetilglucosamina, marcada con '“C, a ia fraccion
insoluble en caliente en acido tricloroacético 5% de células de

o

S, aureus en crecimiento exponencial sobre medio EHI.

El precursor radiocactivo se afadio cuando el cultive alcanzé una
densidad oéptica de 0'11, <n cantidad de 2 uCi/ml. El cultivo, como en
casps anteriores, se dividic en dos lotes, a uno de los cuales, tras
30 minutoe de incubacién, se afiadieron 5 u/ml del antibietico,
comprobandose la incorporacion de la N-acetilglucosamina marcada, en

las condiciones indicadas, durante 90 minutos mas.

los resul*ados se exponen en la tabla 19 y la figura 11 e
indican que, al igual que sucedia con los compuestos globales de la
pared celular, el antibietico produce un bloqueo no total de 1la

biosintesis del peptidoglucano a partir de los 15 minutos de su

o)

adicion.




RESULTADOS

Tabla 19. Efecto del antibictico de M. coralloides 5 u/ml) scobre la
incorporacion de N-acetilglucosamina, marcada con '“C, a la fraccion
inspluble en caliente en Aacido tricloroacético 5% de células de

aureus en crecimiento.

Radipactividad incorporada (cpm.

+ antibisetico

44,139

59.847
$9,913
76516
83.223

tiempo 0 corresponde al momento de adicién del antibietico.




RESULTALOS

dad incorporada (cpm.105}
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Figura 11, Efecto del antibiotico de M. corallpides (S u/ml) sobre la

in-orporacicn de N-acetilglucosamina, marcada con 14¢, a la fraccien

insoluble en caliente en Acido tricloroacetico 5% de células de

5. aureus en crecimiento. Los simbolos lienos corresponden al cultivo

control; los vacios al adicionado de artibiotico. La flecha indica el

momento de la adicion del antibictico.




RESULTADOS

5. EFECTO SOBRE NIXOBACTERIAS.

5.1. Efecto del antibiotico sobre N. corallpides.

Como ha sido ya indicado, los resultados obtenidos con los
mutantes superproductores llevaron a pensar gue el antibiético, por
encima ge leterminada concentracion, podria  ser la @ seflal
desencadenante de la lisis del M. coralipides D, con lo que,
cualquiera gque fuese la capacidad de produccion de antibiotice per
una ceterminada cepa, la concentracién del mismo que se alcanza en
medios liquidos po podria superar nunca la citada concentracion
critica,

Para comprobar esta hipotesis se plantearon una serie de
experiencias en las que se comprobo el efecto del antibiético sobre
cultivos de X, coralloades en medios liquidos, sobre células en

la citada bacteria y sobre cultivos de la misma en
presencia de diversas concentraciones de ortofosfato. Una vez
comprobado el efecto litico del antibistico sobre M. coralloides D,

se determins la concentracien critica que desencadena la lisis.
5.1.1. Efecto del antibiético sobre N. coralloides D en crecimiento.

Un cultivo de M. coralloides D en crecimiento exponencial sobre
medio CT se dividié en dos lotes Yy, tras 30 minutos de incubacion
adiciona' a 302 en agiﬁacicn continua, se afiadic a uno de ellos 10
u/ml del antibiético. Los dos cultivos se incubaron en iguales
condiciones durante 6 horas mas, determinandose la densidad optica

de los mismos a 650 nm a intervalos regulares de tiempo.

Los resultadns se exponen en ja tabla 20 y la figura 12 e
indican que el antibiotico, a la concentracicn ensayada, provoca una

14
4 AT

is rapida del M. coralloides D. Igualmente fue encontrado que las




M. coraiioides sulren una ftuerte aglutinacion inmedia-
tamente despues de la édicion del antibiotico, cop formacién de
pequefios grumos que tienden a sedimentar, dejando un sobrenadante

Lransparente.

on de la densidad optica (650 nm) de cultivos de

afladidos de antibidético.

073

5 : 2 1 P G | Y g .;: :
tiempo O corresponde ai momento de la adicién del antibiotico

vk
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Figura 12. Evolucion de la densidal optica (650 nm) de cultivos de

M. coralloides D afadidos de 10 u/ml de antibietico. Los simbolos

llenos corresponden al cultivo control; los vacios al adicionado de

antibiotico. La flecha indica el momento de adicion del antibiotico.
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RESULTADOS

5.1.2. Efecto del antibistico sobre ceélvias de N. coralloides D en

reposo,
Un cultivo en fase exponencial de M. corglloides D fue
centrifugado y las células, lavadas una vez con solucion salina,

fueron resuspendidas en un volumen mitad del primitivo de tampon de

fosfatos 10 mM, pH 7. La suspensicn fue dividida en tres lotes que

se imcubaron a 30° y en agitacién continua durante una hora a fin de
que las celulas terminaran los ciclos celulares en que estuviesen
engarzadas. Al cabo de dicho tiempo, un lote fue adicionado de 5
u/ml de antibieticc y otro de 10 u/ml, utilizandose el terc;ef lote
como controi; la evolucion de la densidad optica a 650 nm fue

23

seguida en las tres suspensiones durante 7 horas mas.

Los resultados se exponen en la tabla 21 y muestran que el
antibistico no ejerce ningun efecto litico apreciable sobre las
células de N. coralloides D en reposo. Por lo que respecta al efecto
aglutinante, este fue tan patente como en el caso de las celulas en

crecimiento.




RESULTADOS

Tabla 21. Evoluciscn de la densidad optica (690 nm) de suspensiones

de celulas de M. corallrides D en presencia del antibiotico.

Tiempo® Antibistico afiadido (u/ml)

(n) 0 5 30
=1 0'al 0'91 0'91
Q 0'886 0'87 0'8e
0'R4 Q85 0'66
2 0'81 0'82 0'83
3 0'78 0'60 0'80
4 0'76 0'78 0'80
5 0B 0'78 078
6 Q75 0'76 0'76
7 0'74 0'75 0'75

#: El tiempo 0 corresponde al momento de la adiciéon del antibiético.

110




RESULTADOS

5.1.3. Efecto del antibiotico sobre el N. coralloides D en crecimiento
en medios con diversas concentiaciones de oriofosfato.

El efecto litico del antibistico scbre el M. coralloides I fue
comprobado en medio CT normal que contiene ortofostato 10 mM. Como
na sido ya citado;, Fernandez-Vivas 1y c¢olaboradores (1.983a)
demostraron que concentraciones elevadas de ortofosfato inhiben
totalmente el proceso de autolisis en M. coralloides D y, de otra
parte, en esta Memoria (1.2.1) ha sido demostrado, iguslmente, que
concentraciones elevadas del citado ien inhiben la produccion de
antibistico. Es por ello que se creyé oportuno comprobar el efecto
de diversas concentraciunes de ortofosfato sobre la lisis de

™

M. coralic:des D provocada por el antibiético.

+tal fin se lleve a cabo una serie de experimentos en los que se
comprobé la evolucion de la densidad optica (650 nm) de cultivos de
M. coralloides D en medic CT con ortofosfato 1, 20, 30, y 40 nk,
afiadidos de 10 u/ml de antibietico. Los resultados obtenidos se
exponen en la tabla 22 y las figuras 13, 14 y 15 y demuestran que,
a partir de la concentracien 20 m¥, el ion ortofosfato inhibe

parcial o totalmente la lisis provocada por el antibietico.

se incluye la grafica

g
£
=
% )
o
o
W

A efectos comparativos, en la 1ig

correspondiente 2 la concentracion 10 mM de ortofosfato obtenida

anteriormente,

No se observe efecto aglutinante a partir de la concentracién 30

mnM.




Tabla 22. Efecto del aatibietico (10 u/ml) sobre ia evolucion de la

densidad optica (650 nm) de cultivos de N. coralloides D en medios

con diversas concentraciones de ortofosfato.

Tiempo** Concentraciones de ortofosfato (mM/1)

0'28

. cultivos control; A: ultivos adicionados de antibistico.

tiempo 0 corresponae al momento de adicion del antibiotico.

|
A
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Figura 13. Evolucicn de 1a densidad optica #50 nm) de cultivos de
i

¥. coralloides D sobre meclos Con ortc-nefato 1 y 10 mM afladidos de

10 u/ml de antibiotico. Los simbolos llenos corresponden a los

U

cultivos control; los vacips a los adicionados de antibiotico. L

de la adicion del antibiotico.

flechs indica el momento
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Figura 14. Evolucien e la densidad optica (€5v nm) .e cu.tivos de

M. corallpides D sobre medios con ortofosfato 20 pM afiadidos de 10

u/ml de antibiético. Los simbolos }lenos carresponden al cultivo
control; los vacios al adicionado de antibiostico. La flecha indica el

momento de la adicion del antibiotico.
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RESULTADOS

H5.1.4. Determinacion de la concentracion critica de antibistico

desencadenante de la lisis y agluilinacion de ceélulas de

H. coralloides D en crecimiento.

La produccien por M. coralloides D de un antibisctico con efecto
autocida solamente es concebible si éste necesita alcanzar en el
medio una concentracién critica para desencadenar la lisis, Al objeto
de determinar dicha conceniracion se llevaron a ~2bo una serie de
experiencias en las que se comprobo la evoluciéon de la densidad
éptica de cultivos de N. coralloides D, er medive con ortofosfato 10
nM, afiadidos de 2, 4, 6, 3 y 10 u/ml de Aantibiotico. Con posterio-
ridad se repitic la experiencia con concentracisues de 6, 7 y 8 u/ml

de antibiotico.

Al pbjeto de evitar la interferencia del an'ibiotico producido en
los cultivos ohjet  de ensayn, se partio de ur cultivo de 48 horas
ides D sobre medio CT gue fue cemrifugado; las celulas

iieron en un volumen igual de medio fresco precalentado y

Loc resultados se exponen en las tablas 23 y 24 y la figuras 16

1 liedie +iene lugar narti A -One o

y 17, e indican que la lisis tlene lugar a parvir Gg una concentra
Por - 5 |

cién en el medio de 7 u/ml de antibictico. ror el contrario, el

fenomenc de aglutinacion se Observa a partir de concentraciones mas

bajas (4-5 u/ml).



-

RESULTADOS

Tabla 23, Evoiuciénh de  1a dencidad optica de ocultives  de
M. coralicides D, en medios con ortofosfetoc 10 mM, en presencia de
diversas concentraciones de antibiotico.

Tiempo®? Antibiotico afiadido (u/ml)
(h) 0 2 & 8 10
-0'5 038 0'38 0'38 0'38 0'38 0'38

0'0 0'40 Q' 0'40 0'40 040 0'40
0'5 ; 0'a1 0'40 0'39¢* 0'ag* v'38*
110 0'44 0'42 0'40 pi3B* 0'37* 057"
10 ; 0'44 0'41 545 0'35* 0'34*
A% 0'50 0'46 0'42° gan® 032 0'z26*

310 0'65  0'5) 0'44* GUE*  090% 002

4'0 0'62 0'57 0'46* 0 0'10* 0'Q7™
B0 2 0'Ge e B 576 c'o6* 0'05*

6'0 0'7. 0'eo 0'56* U B 005 0t04*

#: Celuias aglutinadas.

#%: El tiempo 0 corresponde &l momento de adicisn del antibiotico.
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Figura 16. Evolucien de la densidad optica (650 nm) ce cultivos de

M. coralloides D, en medins con ortofostato 10 mh, en presencia de

diversas concentraciones de antibiotico. @ control; B 2 u/ml; A4
u/ml; ok 6 u/mnl; W& u/mi; 3 10 w/m La flecha ind.ca el momento de

la adicion del antibiético.




RESULTADOS

Tabla 24. Evolucion de la densidad optica (650 nm) de cultivos de N,
coralloides D, en medios onn ortofosfato 10 mM, en presencia de
diversas concentraciones de antibiotico.
Tiempa® Antibiotico afadido i/ml)
(h? 0 6 7 8
. - - Gl e s
=0 0'22 022 G'22 022
0'0 0'24 0'24 0'24 0'24
05 . 0'24 G'24 0'23
. 110 : 2y 0'24 0'23 0'22
1% . gras 0'21 0'20
2'0 0'32 022 0'19 0'16
3'0 0'36 0'22 QLB 0'08
4'0 g'al 0'09 0'05
) 510 0438 0'23 0'06 0'03

6'0 0 38 0'z4 0'05

#; El tiempo 0 corresponde a. momento de adicion del antibistico
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Figura 17. Evolucion de la densidad éptica (650 nm) de cultivos da
M. coralloides D, en medios con ortofosfato 10 mM, en presencia de
diversas concentraciones de antibistico. @ control; W6 u/ml; & 7
u/ml; % & u/ml. La flecha indica el momento de la adicisén del
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RESULTADOS

H.2. Efecto del antibioticn sobre N. xanthus.

Al objeto de comprebar si el efectoc del antibiético sobre M. co-
des es especifico para &ste o su accion se extiende a ptras
mixobacterias, se comprobo su efecto sobre cuitivos de M. xanthus en

crecimiento y sobre células en reposo de la citada bacteria.

5.2.1. Efecto del antibiotico sobre N. xanthus en crecimiento.

Ua cultivo de N. xanthus (DK-101) en crecimiento exponencia.
sobre medio CT se dividié en dos lotes y, tras 30 minutos de
incubacien adicional a 302 en agitacion continua, se afadié a uno de

gllos 10 u/ml del antibiético. Los dos cultivos se incubaron en

bt

guales condiciones durante 24 horas mas, determinandose la densidad

optica de los mismos a intervaios regulares de tiempo.

Los resultadnos se exponen en la tabla 25 y la figura 18 e
indican oue el antibiotico, a la concentracion ensayada, detiene el
crecimiento de M. xanthus y origina una lisis parcial del cultivo.
lgualmente fue observado que la adicién del antibiético provoca

!
J

una aglutinaciéon de las celulas de M. xanthus, de tal forma que
estas, en ausencia de agitacion, sedimentan en forme de grandes
floculos gue no se deshacen por agitacion ulterior, quedando el
medio transparente. Este fenomeno es especlalmente patente entre las

] ie adicien del antibiotico; C sterioridad
> y 4 horas después de la aciclon ced antibioticn; con poste

a este tiempo la floculacion es solamente parcial.

de e cultivos anadidos de

l.a Observacion microsco

. fuce la formaci de mixosporas

ik i3 % st 5 acte no induce la IOr maclion ae b r s
antibiético demastro que esté 0 & -

las usuales.

bserva frmas mas cortas gue
aunque S: Se 0DSer aron formas ma rtas g
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Tabla 24. Evolucion de la densidad aptica (650 nm) de cultivos de

M. xanthus afladidos de antibiotico.

lempo® Antibiotico afladido (u/ml)
B 0 10

= 0'z2Y 0'29

I

#: El tiempo 0 corresponde al momento de adicion del antibiotico.
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RESULTADOS

H.2.2. Efecto del antibistico sobre la viabilidad de células de

M. xanthus en crecimiento.

141]

Al igual que en el caso anterior, el M. xanthus (DK-101) fue
cultivado en medio CT y cuando se alcanzo una densidad eptica a 650
nm de 0'3, equivalente aproximadamente & una concentracion de

células de 4.107/ml, se adiciono antibiétice hasta una concentracioén

final de 10 u/ml. A intervalos regulares de tiempo se tomaron
muestras en las que, despues de convenientemente diluidas, se

determine la concentracion de celulas viables por siemora en medio

Los resultados se muestran en la tabla 26 y la figura 19 e
indican que el antibiético presenta un fuerte poder bactericida

sobre el M. xanthus en crecimiento.

Tabla 25. Efectn del antibistico (10 u/ml) sobre la viabilidad de

células de M, xanthus en crecimiento.

Tiempo calulas viables/ml

(h) Control + antibiotico
0 443 10 413107
1 ! 4'9,107 107
;) 58,107 272007
9 8'6.107 1'4.10%
4 AT 1'0.10¢
6 0'9.10 6'4.10'
8 14310 0

B

24 46,108 0
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Células viables/ml

Tiempo (h)

Figura 19. Efecto del antibiético (10 u/ml) sobre la ‘abilidad de
células de M. =xanthus en crecimiento. Los simbolos llenos
corresponden al cultivo control; los vacios al adicionado de

antibiotico.
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5.2.3. Efecto del antibiotico sobre ceélulas de N. xanthus en reposo.

Un cultivo en fase exponencial de N. xanthus (DK-101) sobre
medio CT fue centrifugado y las celulas, lavadas una vez con solu-

cien salina, fueron resuspendidas en un volumea mitad del primitive
de tampon de fosfatos 10 mM, pH 7. La suspension iue dividida en
dos lotes que se incubaron a 309 y en agitacion continua duranie una
hora, a fin de que las celulas completaran los ciclos celulares en
que estuviesen engarzadas. Al cabo de dicho tiempo, un iote fue
adicionado de 10 u/ml de antibietico, utilizandose el segundo como
control; la evolucion de la densidad ¢ptica a 650 nm fue seguida
durante 8 horas mas. Simultaneamente taubién se tomaron muestras en

las que se determino el numero de celulas viables por ml.

Les resultados se exponen en las tablas 26 y 27 e indican que el
antibistico no ejerce ningun efecto litico apreciable sobre las
células en reposo de N, xanthis pi sobre la viabilidad de las

misnas. No se observe tampoco ningun efecto aglutinante a lo largo

del tiempo ensayado,
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Tabla 26. Runlucién ce la densidad e !
BEvoiucion ace la densigad optice (B850 nm) de suspensiones

de células de N .anthus en presencia del antibictico.

T4 mmwm ¥ e R : 4
Tiempo Antibiotico afiadido (u/ml)

B 0 10

Tabla 27. Evoluciéon del nomero de células viables (107) de

de antibiotico.

Tiempo* : Antibistico afladido w/ml)

=1

0 6D 6'65

3 £'50 6'50

A 110 AR

4 6'30 030

6 i 6'20

8 6'10 6'10 \
o |

4 1 =i 3 —m+iRiAtic
al momento de la adicion de antibiotico.

%: Bl ti~mpn O corresponde
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6. ACTIVIDAD [N VIVO DEL ARTIBIOTICO.

6.1. Efectn del antibiotico sobre ratones infectados con Listeria

monoCy togenes,

Para la realizacien de estas experiencias se tomaron dos lotes de
cinco ratones cada uno de la raza BLB/c, que se inocularon por via
intravenasa con 10" celulas de L. monocytogenes procedentes de un

cultivo reciente de esta bacteria sobre agar sangre.

los ratones de uno de los lotes recibieron simultaneamente una

dosis cde unidades de! antibiotico por via intraperitoneal,
equivalente a 680 pg/raton, es decir, aproximadamente unos 34 p /g
de peso. La administracion del antibistico se repiv > a intervalt de

54 horas, hasta la muerte de los animales.

Todos los animales, testigos y administrados de antiblotico,

murieron, con intervalos no significativos de horas, a .0s tres dias

La experiencia se voivie a repetir, empleando en esie caso
ratones de la raza suiza, aupentando la frecuencia de administracion
del antibietico hasta dos inyecciones diarias d- 680 ug/raton. Los

resultados, no obstante, fueron los mismos que en ei Caso anterior.

1 AR
La0
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¥ ha sido expuesto en el Objeto del Trabajo y confirmado en

LOme

el capitulo de Resultados, la presente aemoria puede ser dividida en

cuatro partes bien definidas: Produccion del antibiético; extracciéen
y purificacien; actividad biologica; ¥ efecto in vivo. A la bora, por

tanto, de llevar a cabo una discusion de los resultados obtenidos, se

hara separadamente sobre cada una de las partes indicadas.

PRODUCCION

La produccién de antibioticos por M. coralloides P ya fue

ampliamente estudiaca por Arias (1.977) en los aspectos tocantes al

pH inicial y temperatura optima, por lo que en esta memoria se ha

considerado superfluo volver a tpcar estos puntos, ¥ desde el




LL1Zaan i0s Parameiro stablecidos <omp

IR0 2 o At o 11 IR0 - - =l |
-0= de temperatura ¥ pH inicial de 6'G.

respecta al efecto favorecedor de la adicién de

la produccion de antibioticos, descrito igualmente por

ge ha conyirm en experiencias preliminares, no

incluidas en Resultados, si bien se ha podide comprobar que una
concentracion de 0'S por ciento ejerce el mismo efecto que la de 1'0.
Es por ello que en los medios de produccién de antibicticos se ha
usado de manera habitual la concentracion de 0'S por ciento, si bien

se ha conservado la de 1% en las experiencias comparativas sobre el

efecto de las diversas fuentes de nutrientes y concentraciones de

fosfatos sobre la produccion de antibioticos.

la fuente de nutrientes organicos, que sirve
tanto como fuente de nitrogeno como de carbono, Arlas (1.977) selo
experimento con caseina, casitone (Difco), hidrolizado acido de
caseina y asparagina, encontrando que los mejores rendimientos
(alrededor de 5'% u/ml en cultivos en agitacién) se obtenian con
casitone a la concentraciéen de 0'S g por cientu. En esta Nemoria se
han completadc estos estudios con la comprobacién del efecto sobre

los rendimientos de antibisticos de otros tipos de peptonas y

pTU‘Eei nas.

Como ha sido expuesto los mejores resultados, rendimientos de
hasta 7'S u/ml, se obtuvieron cuando se empleo tripticasa (BBL). Por
lo que respecta al uso de proteinas haratas (probiones F y L), los
resultados fueron decepciocnantes, ya que 10S rendimientos que se
obtuvieron fuercn, aproximadamente, la mitad que cuando se emplea

tripticasa.

En relacién con el efecto de la concentracién, y tal como Arias

] casitone, ta sn en el
(1.977) habia encontrado para el casitone, también en




enconlaco que concentraciones s pF‘}"‘.O{'E‘%E

no incrementan los rendimientos.

Por ultimo, ha sido t abién estudiado &l efecto de 1a

concentracion de lon ortofosfato sobre la produccicn de antibiédticos.

bEstos experimentos se llevaron a cabo en base a gue Fernandez-Vivas

et al. (1.983a) habian comprobado que concentraciones elevadas del
citadc ion inhiben la autolisis de M. coralloides D en medios
liquidos, por lo que & priori cabia pensar que concentraciones
elevadas de ortofosfato, al prolongar la fase estacionaria, podrian
favorecer la produccion de antibiséticos, Los resultados obtenidos,
sin embargo, han demostrado todo lo contrario, puesto que
concentraciones superiores a 20 mM inhiben total o parcialmente la

produccion.

Este hecho coincide con lo encontrado para otras bacterias
productoras de antibioticos, en las que estos metabolitos
secundarios se producen optimamente en condiciones de deficit de
fosfatos (Martin y Demain, 1.980). El empleo, sin embargo, de
concentraciones de ortosfosfato inferiores a 10 mNM se traduce en

en una disminucien drastica de la produccion de

Sets no contradice lo anteriormente expuesto, ya que

simplemente a cue a estas concentraciones de ortosfosfato

los cultivos en medios liquidos de N. coralloides D sufren una

autolisis prematura gue interrumpe toda produccion de antibisticos.

En e] transcurso de estos experimentos tambien pudo comprobarse
que el ion ortotosfato, aun a las concentraciones maximas empleadas,

no inhibe la actividad del antibietico.

A la vista de lo expuesto; y tal como se expone el Material ¥
Metodos, el medio elegido para la produccion de antibioticos ha sido

el denominado TTG, de la siguiente composicion: tripticasa 5 g,

e e
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> 1 11N e - 1y} o M 5o Ty @S }
B LUCOSAa y Suiiato de magnesio | per Litro

de solucien 10mM

de fostato potasica, a pH 6'S.

) &

de aumentar ia produccion de antibioticos se lleve
a cabo una seleccion de mutantes superproductoras de los mismos.
Como ha sido axpuesto, se seleccionaron cuatro mutantes (Mclm 81,
83, 711 y 817) gue en medios solidos mostraron una gran capacidad
de produccicn de antibioticos. Sorprendentemente, sin embargo, cuando
se ensayoc la produccien de antibioticos por estos mutantes en medios
liquidos, se obtuvieron rendimientos iguales © menores a 10
obtenidos con la raza madre. Al lado de estos resultados se pudo
observar cue los cultivos de estos mutantes sufrieron la autolisis
vipica del M. coralleides D veinticuatro e incluso cuarenta y ocho
horas antes que los de la raza madre.

La interpretacion de estos resultados es simple a la luz de lo
expuesto en el apartado 5.0 del capitulo anterior que demuestra que
el antibistico producido por M. coralloides D actua sobre la misma
bacteria productora, como una sefial desencadenante de la autolisis,
cuando alcanza en el medio una concentracién de 7 u/ml. Sobre esta
base, los mutantes superproductores, aungue produzcan antibioticos emn
mayor cantidad y mas réapidamente, lo Unico que provocan en medios
liquidos es que se alcance mas rapidamente la concentracién critica
con la consiguiente lisis del cultivo y detencion de toda produccién
ulterior de antibistico. En medios solidos el antibioctico difunde
radial y continuamente a partir de la colonia, por lo que en las
proximidades de la misma es dificil que se alcance la concentracion

critica desencadenante de la autolisis, mientras que el balo circular

en que se alcanzan concentraciones inhibidoras del crecimiento de

S. aureus es mucho mayor que en el caso de la raza madre.

Como ha sido indicado, el comportamiento en medios liquidos

los mutantes superproductores, umnido a 1cs iesuitados obtenidos
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105 - experinentos descritocs en el -

apartado 5.1, llevo a ;)';ant'(-tar ia

progquccion cde antibldoticos en un sistema ablerto en gue los

TM1sSmos

son drenados continuamente del medio mediante dialisis:

Los experimentos, descritos en el apartado 1.4:1 del capituig
anterior, fracasaron parcialmente, ya que el M. coralloides, ain
cuando se considera carente de actividad celulolitica, degrade en
alguna forma el material de los sacos de dialisis, de manera que al
cabo de unos cinco dias de incubacion la mixobacteria es capaz de

atravesarlos y crecer en los liguidos de dialisis,

No obstante, en estos experimentos se puso de manifiesto, tal
como se esperaba, que los cultivos sometidos a dialisis no se lisan,
prolongandose la fase de crecimiento hasta que se alcanzan
densidades celulares cien veces mayores que en cultivos en sistemas
cerrados. De otra parte, pudo también comprobarse gue la cantidad
total de antibisticos producidos fue mucho mayor en este casoc que en

10s cultivos normales.

Otro intento, no descrito en el capitulo de resultados, para
drenar del medio los antibioticos a medida que se producen consistie
en efectuar los cultivos en presencia de un adsorbente de aquellos,
concretamente florisil. Los experimentos constituyeron una fracaso

total ya que el florisii, independientemente ce que adsorba o no el

antibistico, adsorbe tambien, al parecer, nutrientes esenciales para
29

el M. coralloides, de manera que &ste no crece en Su presencia.

Es de esderar, no obstante, que cuando se perfeccione un sistema

T 1 - w+ihiaticens Sesd 1 o

de produccion en el que los antibioticos sean drenados continuamente
se puedan obtener altos rendimientos en la produccion de 1o mismos

mediante el uso de mutantes superproauctoras.
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Por alt e S8 NecacAT N5 o5
ror ultimo, es necesario tar la produccion de antibioticos en

Livos sumergidos, mediante la cual se ha obtenido la totalicad
ido 1 alia

1=t S e - e 1 asd o et e 3 i I 34
dei  antibloticy empleado en este +trabajo. Las condicicnes de

* * i = 3 oYm L lac ¢l )  BEET: i
-eHperatura y alreaclonh Jlueron las determinadas como ()F»‘tlmaa por

1

al, (1.979¢) y como medio de cultivo se emples el TTG.
rorendentemente, las concentraciones maximas de actividad antibio—
tica obtenidas en esta modalidad de cultive fueron sélc de unas B

u/ml, frente a las 7' u/ml obtenidas en cultivos en agitacién,

No se ha encontrado ninguna explicacion razonable a este
fenomenc, maxime teniendn en cuenta que las densidades celulares que
se obtienen son similares a las que se obtienen en los cultivos

sometidos a agitacian.
EXTRACCION Y rURIFICACION.

La extraccien y pu-ificacién del antibiotico mayoritario se
fundamente en los sigu‘ente hechos puestos de marifiesto en las
experiencias preliminares. 1) los antibioticos son solubles en eter
de vetroleo o heptaro = pH acido pero no a pH alcalino; 2) los
antibioticoe son muy solubles en soluciones acupsas a pH por encima
de 5% e irsolubles en las mismas a pH mas bajo; 3) los antibioticos
son adsorbidos casi totalmente en florisil y eluidos del mismo, en
un 50% aproximadamente, mediante extracciones con mezclas acelona-
agua a pH alcalino; &) la sepiolita y bentonita no adsorten
significativamente los  antibicticos, pero s1  pigmentos ¥

nosiblemente otras sustancias presentes en los sobrenadantes.

De acuerdo con estos hechos ¥ presuponiendo gque los componentes
minoritarios con actividad antibisética saon eliminados en su gran

mayoria en las distintas etapas, se ha desarrollado el esquema de
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icacion del antibictic itario que se detalla

apartado 2.2 del capitulo anterior,

A primera vista dicho esquema puede parecer complicado y carente
de ventajas sobre los formulados anteriormente por Arias ¥y

colaboradores (1.97%c), ya que su rendimiento es similar al de

aquellos.

Sin embargo, en la practica este esquema de extraccion ¥y
purificacion presenta dos ventajas fundamentales: una, su carencia de

manipulaciones de laboratorio engorrosas; otra, la gram homogeneidad

de la preparacion final, constituida por una sola especie de molécula
0

organica o especies estructuralmente muy parecidas.
Efectivamente, en relacisn con el primer punto las manipulaciones
a realizar e reducen a adsorciones sobre materiales solidos,
aluciones de adsorbatos, filtraciones y extracciones en embudos de
de pequefios volumenes. Sclo en algunos casos, COmMO

axtraccisen de los extractos cetonicos con eter de

ser necesario acudir a la centrifugacion para poder

En relaciéon con el segundo punio, los resultados de la
cromatografia en papel y en cnlumna parecen indicar que el producto
fipal obtenido es razonablemente homogeneo, ya Gue solamente aparece
una mancha o0 pico con actividad. Aunque no han sido incluidos en

Resultados, lo& espectros de resonancia magnética nuclear de

protones realizados confirman este extremo dada la ansencia de picos

i 4 P 1 S T e de
de fondo, lo gue indica que €. producto final es yla sola clase

molécula organica 0O una mezcla de moléculas de astructura gquimica

muy similar, en la que predomina mayoritariamente un componente.
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ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Por 1o que repecta al espectro antibacteriano del antibicético
purificado, las experiencias realizadas permiten concluir que, con
excepcion de mixobacterias, solo son sensibles a su accien bacterias
Gram-positivas. Protozoos, hongos y eubacterias Gram-negativas no
fueron afectadas en su crecimiento por el antibiético, incluso a

concentraciones tan altes como 1'36 g por disco.

Entre las bacterias Gram-positivas, las mas sensibles fueron las
pertenecientes a la familia MNicrococcaceae (Staphylococcus aureus y
Micrococcus luteus), seguidas por las especiec de Bacilius y ei
Streptococcus faecalis y, a mayor distancia, por Corynebacterium
glutamicus v Listeria monocytognes. lLas micobacterias y nocardias

ensayadas fueron inse.. ible a su accion.

En relacion con las mixobacterias, los ensayos en medios solidos
sobre medio CTA fueron negativos, incluso empleando discos con 1'36
pg de antibiotico. Sin embargo, cuando el efecto del antibietico
sobre N. xanthus y M. coralloides se ensayo en medios liquides a
concentraciones adecuadas, pudo comprobarse que las dos bacterias
son sensibles a su accion, fuertemente bactericica. Posiblemente, lo
que ocurre en medios solidos es que al difundir el antibiotico a
partir del disco no se alcanzan las concentraciones criticas

necesarias para el efecto bactericida.

Dentro de las bacterias Gram-positivas, la mas sensible fue, como
queda expuesto, el 5. aureus; es por ello que a la hora de investigar
la forma de actuar del antibiotico y su mecanismo de accien se

utilize la citada bacteria.

De las experiencia realizadas se deduce que el antibiético detiene

ce manera inmediata (una hora) el crecimiento de los cultivos de
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O anreie  Reta date : dal erec
O. aureus, rsta detencion del crecimientc no fue acompafiada de lisis
celular =ignificativa, al menos en el termino de ocho horas que fue

la duracién de los experimentos

Los ensayos sobre viabilidad del §. aureus sometido a la accion
del antibiotico ban demostrado que la detenciéen del crecimiento va
acompafiada desde el primer momento por una disminucien exponencial
del numero de celulas viables. Es decir, el antibiético no solamente
detiene el crecimiento de §. sureus sino que también presenta un

fuerte efectp bactericida.

Ahora bien, dicho efecto bactericida solamente es ejercido sobré
celulas en crecimiento. La adicion del antibiotico a suspensicnes de
S. aureus en reposc o a cultivos de la citade bacteria adicionados
de un antibictico exclusivaments bacteriostatico (cloranfenicol) no

tiene efecto apreciable sobre la viabilidad de la bacteria.

Arias (1.977) enccatre ademas que los antibioticos de M. cara-
llpides D originaban una lisis exponencial del §. aureus cuando el
ensayo se llevaba a cabo en medics mas hipotéonicos que los
normales, por lo que llegso a la cenclusion de que los antibioticos
interferian con la biosintesis del peptidoglucano de la pared celular
de las bacterias sensibles y que el efeclo bactericida era
consecuencia de la lisis de los protoplastos resuliantes, como
consecuencia del desequilibrio osmético existente entre el exterior e

interior de las celulas.

Como ha sido expuesto, no ha sido posible confirmar este extremo,
ya que la adicion del antibiético a §. aureus en crecimiento sobre
medio BHI diluido 1/5 no provoco lisis apreciable, sino la ya

conocida detencion inmediata del crecimiento. E]l fundamento de la

discrepancia entre estos resultados y los obtenidos por Arias

(1.077) no se conoce; Unicamente cabe supomer que, dado que el
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proceso e exiraccion ¥ puriticacionh empieado por este autor fue
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distinto del empleado en este trabajo, el antibiotico mayoritario
: 7 tari

estuviese acompafiado por otros responsables de la lisis, que en el
lisis, > 1

P - + - -~ % ek L 3 oY il { g
presente caso habrian sido eliminados en el proceso de purificacien

4 prieri, por tanto, y teniendo en cuenta lo inmediato de la
detencion del crecimiento, la hipotesis de que el efecto primario del
antibiotico radique en la inhibicién de la sintesis del peptidoglu-

cano no parece demasiado probable.

Efectivamente, ello fue confirmado por las experiencias en las

que se comprobo el efecto del antibistico scbre la incorporacien de

o

diferentes precursores radicactivos por &. aureus.

De los cinco tipos de experimentos realizados se derivan los

siguientes hechos:

La incorporacion de uridina tritiada, lo que eguivale a decir
sintecis de ARNs, es interrumpida instantaneamente por la accion
5 u/ml del antibiotico, de tal modo que a los seis minutos de

adicién de éste la inhibicién es practicamente total.

La incorporacién de leucina tritiada, es decir la sintesis
proteinas, es tambien interrumpida por la adicion del antibictico.
este caso, sin embargo, la inhibicica no se hace total hasta los

minutos.

La incorporacien de timidina tritiada, es decir la sinlesis de
ADN, también es afectada por la adicion del antibiotico, pero en este
caso la inhibicion de dicha =zintesis solamente se empieza a detectar

a partir de los 17 minutos.




DISCUSION

nDsamina marcada con

tricloroacetico 5% en irio

que tanto la biosintesis de lps componentes

la pared celular facidos teicoicos y peptidoglucanog)

peptidoglucano es inhibida sélo parcialmente por la

adicion del antibiotico durante el transcurso del experimento y que

G

QiCaa 1inalplcion enupiera a s =1 ificati =01 & i ]
nhibicion empieza ! significativa solo a partir de los 17

(¢

minutos.

Los resv. i 5 descritos sugieren que la accion primaria del
antibiotico consi an una inhibiciéen de de la sintesis de ARNs, lo
que se traduce en la subsiguiente detencion de la sintesis de
proteinas que a su vez provoca a mas largo plazo la detencion de la
si tesis del ADN e interfiere ccn la biosintesis de los componentes

de ,' pared celular.

Lo expuesto coincide con lo encontrado por Reichenbach y su
grupo (Irschik et al., 1.983b; 1.985 y 1.987) para las mixopironinas,
coralopironinas y sorangicinas, antibioticos que, de acuerdo con los
autores citados, se comportau como fuertes inhibidores de la ARN

polimerasa bacteriana.

Abora bien, no deja de ser sorprendente que, dado este mecanismo
de accisn, el antibistico se comporte como bactericida em lugar de
como bacteriostatico. Descartada la hipotesis apuntada por Arias
(1.977) del estallido osmético para explicar este efecto, ya que la

inhibicion de la sintesis de los componentes de la pared celular es

tardia y solamente parcial, soln caoe pensar que el blogueo de la

sintesis de ARN y proteinas .28 origina =1 antibiotico es
irreversiple y lleva, por tanto, =2 la muerte de las bacterias

sensibles a su accion.
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Finalmente, en ‘relacien  con binlogica del

i s o
anta

oioticn, merece especial atencion su bactericida sobre

mixobacterias y en especial sobre la propia bacteria productora.

Efectivamente, el efectn del antibiotico sobre el M, coralloides
D, cuando se anade a concentraciones adecuadas, es espectacular, ya
que provoca una detencion inmediata del crecimiento, una aglutinacion
tambien inmediata y uuna lisis, patente ya a los 20 minutos de la

adicion del antibiotico, que se hace exponencial a las dos horas.

La sintesis suicida de una sustancia sociuble que mata a la propia

bacteria que la produce npo tiene precedentes dentro de las

mixobacterias. Es ciertoc que el grupo de Rosenberg (Varon et al.,
1884 y 1.986) ha puesto de manifiesto en N. xanthus sustancias
capaces de matar y lisar a esta bacteria, perc estas autocidas, como
fueron denominadas por los autores citados, son acidos grasos
monoinsaturados, componentes estructurales de las celulas que no se

liberan sinn cuando la bacteria se lisa.

Como ra de esperar el antibiotico no actia a bajas
concentraciones sobre el M. coralloides, ya que de lo contrario esta
bacteria no tendria vida libre, sino que pecesita acumularse en ¢
medio hasta alcanzar concentracivnes de 7 u/ml, equivalentes a 19

pg/ml, antes de ejercer su efecto litico.

Esto, de una parte, permite, como ha sido visto, la produccion y
beneficio del antibiotico, pero, de otra, impide que en sistemas
cerrados la p ~cién pueda incrementarse por encima del limite
seflalado. nli eomo ha sido va comentado, el fracaso de los

intentos produccion mediante el empleo de mutantes

super productoras.
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omo ha 51 omentado en  da  Introduccien, 1a autolisis
exponencial que lleva a la muerte de todas las celulas es tipica del
ciclo vegetativo de M. coralloides (Fernandez-Vivas et al, 1.983a);
autolisis que se desencadena terminada la fase de crecimiento
exponencial, tras una corta fase estacionaria. De cuerdo con Arias
(1.977) y la experiencia acumulada a io largo de esta Nemoria, este
e5 el momento en que se alcanza la maxima concentracion de
antibiotico, La conclusién, pues, es obvia: el antibiotico comstituye
la sefial Jdesencadenante de la autulisis de los cultivos dispersos de

M. coralloides, cuando alcanza la concentracién critica de 19 pg/ml,
Ello coincide con it wwesto en 1.983 por Aries y colaboradores,
en el sentido de la existencia de un factor solubie, activador de la

avtolisis, que s ) ¢l or la propia bacteria.

centraciones elevadas de ortofosfatos
los cultivos de N. coralloides

13a) inhiben tambien el desencadenamiento

En cuanto al mecanismo por el que e] antibiético desencadena la

citada autolisis, ba sido encontrado previameante (Fernandez-Vivas et

: i . . 5 i T, S 1 o R 3 T
al., 1.985) que los antibicticos que IHAIDEH la sintesis de ARN o de

oy

proteinas desencadenan rapidamente el proceso de autolisis. Entonces,

dado el mecanismo de accion gque 2a =idp establecido para e.
antibistico, su efecto autolitico seria una consecuencia de la

Jjetencion de la sintesis de ARN y proteinas. Abora bien, puesto que

=] antibietico sélo ejerce este efecto sobre hacterjas =ensibles a su
crecimiento, era de esperar gQue
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celulas 2 (o1
i en reposo de N, coralloides, cosa que

tivamente ha si4d0 encontyasda.

causa de que el efecto desencadepante de la autolisis no

ponga de manifiesto hasta que no &e

alcanzan concentraciones
antibiatioe a1 g oz . ) hi
antibiotico de 19 pg/ml cabe atribuirla bien a una cuestion
nar ahilidad ~andici Y 1
permeabilidad, condicionada por .ia membrana externa de la
mixobacteris b i cesidad d ; 3 CUpe

acteria, bien a la necesidad de que se ocupen un determindo
numero de receptores para el antibietico presentes en la superficie

de la bacteria.

ignificacién biologica puece atribuirse a la produccien

|

ibiotico por el M. coralioides?

recordar que el cultivo disperso de M. coralloides y por

termina con la autolisis es artificial,

no crecen dispersas en medios

=blidos llevan a cabo el ciclo de desarrollo

produccion de CuUerpos fructificantes ¥y

Pues bien, como ba sido descrito en la Introduccien,

ciclo de desarrollo basta el 80% le ias células que se

autolisan para hacer posible 1~ diferenciacién de las

(¥ireman y Dworkin, 1970 y 1.97%/ Es muy sugestivo, por

tanto, sSuponer que el antibiotico s5ea también la sefial que
desencadena .a citada autolisis en el ciclo de desarrollo, cuando la
agregacion e las celulas permite un incremento local en Su
concentracion y que, por consiguiente, resulte imprescindible para

que el ciclo de desarrollo se complete.

Esta hipotesis se refuerza si consideramos el otro efecto que el

antibietico ejerce sobre al M. coralloides D: la aglutinacion de sus

teta efecto es indep dient del de induccion de la

da a concentraciones menores y se produce tampien en
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el caso de suspensiones de celulas en reposo. Pues bien, no hay que
olvidar que precisamente el primer paso en el ciclo de desarrollo lo
constituye la agregacien de las celulas vegetativas y que dicha

agregacion estA estimulada, al menos en parte, por seflales quimicas

oroducidas por la propia Dbacteria. Resulta, pues, tambien muy

susgestivo admitir que el antibiotico, a una concentracién mas baja
que la necesaria para desencadenar la autolisis, constituye una de
las seflales de agregacien del M. coralloides. Subsiguientemente, ¥y
como consecuencia de esta agregacien, la concentracion local de
antibistico aumentaria, con 1o que se pasaria ya a la etapa de lisis.

Finalmente, ha sido también ensayado el efecto del antibiético
sobre ctra mixobacteria, N. xanthus, al objetd de comprobar si los
efectos antes citados son especificos para ¥. coralloides o se

extienden a otras mixobacterias

resiiitados obtenidos indican que el N xanthus es sensible a
antibistico, aungue se comporta de manera distinta que

el  cprallpides, Efectivamente, el antibiotico, si bien detiene
inmediatamente el crecimiento de ¥. xanthus y origina una muerte
exponencial del mismo, no tiene el efecto desencadenante de la
autolisis que ejerce en el casSo de N. coralloides, ya que la lisis
que se aprecia en ol caso de N. xanthus es la de esperar en un
cultivo que ha sido muerto por un agente bactericida. En este

aspecto el efecto del antibiotico sobre el M. xanthus es similar al

ejercido sobre S, aureus.

En relacién con el efecto aglutinante, este se da también en el
caso de M.xanthus, i bien difiere en algunos aspectos, ya Que en
este ceso el efecto es reversible y solo se da en forma total entre
las dos y cuatro horas despues de la adicien del antibiotico; de
otra parte, en la aglutinacion se forman grandes floculos, distintos

de los pequefios grumos formados en el caso de M. corallotde
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De acverdo con lo expuesto se llega a la conclusion de que por lo
que respecta al desencadenamiento de la autoiisis el antibistico
constituye una seflal especifica para M. coralloides. Por lo que
respecta al efecto aglutinante, éste es maximo e irreversible para
M. coralloides pero se ejerce también scobre M. xanthus. Abora bien,
aon cuando la sefial sea especifica para M. coralloides, dada la
proximidad de las dos especies ensayadas, la estructura quimica de
las envolturas externas debe ser bastante similar, por lo que no es

de extrallar esta aglutinaciéen cruzada.

EFECTO IN ¥IVO.

En 1.977, Arias ensaye la actividad in vivc de los antibisticos
producidos por M. coralloides D. De una parte, pudo comprobar que la
administracién diaria a ratones por via intraperitoneal de 500
unidades de antibiotico, durante siete dias, no provoce ningun
sintoma que indicara alteracion o trastornos fisiologicos, por lo que
legé a la conclusicn de que los antibisticos eran atoxicos para el
ratén. De otra parte, comprobo el efecto producido por la
administracién de antibiéticos scpre la evolucién de abcesos
provocados en ratones mediante la administracien por via subcutanea
de una mezcla de S. aureus Yy alumina, pbservando que dicha

administracién reducia el tamafio de los abcesos, por lo que concluyeé

que los ant’ ioticos eran activos in vivo

A la hora de estudiar el efecto in vivo del antibiotico
purificado en este trabajo, se ha considerado superfluo repetir los
ensayos de toxicidad, ya que la dosis empleada por Arias que resulto

ser atéxica (un total de aproximadamente 1¢ mg/raton, equivalente 2

unos 0'5 mg/g de peso, en el transcurso de una semana) se consideré

1o suficientemente elevada como para comprobar dicho extremo.
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o1 &N cambio se ha considerado oportuno repetir la comprobacién
del

1 efecto bactericida del antibiético in vivo, ya que el método del

g 1 S P o e 2 F11od 2 e i vy s - i 3
control ce abcesos producidus por 8. aureus en raton, empleado por

Arias, al no ser de tipo "todo o nada", se presta a interpretaciones

subjetivas que pueden hacer dudosos los resultados,

Como ha sido expuesto los resultados obtenidos en este ultimo
estudic han sido decepcionantes: el antibietico, aun a dosis tan
altas como ©8 pg por gramno de peso y dia, no defiende al raton de
la infeccion producida por la inoculacion experimental de Listeria

monocytoganes.

En principio, por tanto, no ha podido ser confirmada la acti-
vidad in vivo del antibiotico. Estos resultados, €in embargo, deben
tomarse con cierta reserva dado que la sensibilidad de la citada
bacteria al antibiotico in vitro es escasa. Desgraciadamente no ha
sido posible ensayar in vivo el efecto del antibietico sobre la
bacteria patogena mas sensible a su accion, 8. aureus, dado que todos

realizados para provocar de manera reproducible
por esta bacteria em los ratones han fracasado. Queda,
de i con esta bacteria podran obtenerse

ivos gue confirmen los obtenidos por Arias.
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12~ Se ha. determinado las condiciones optimas en cuanto a
nutrientes y moialidad de cultivo para la produccién de antibiéticos

por N. coralloides D.

53~ Se ha disefiado un esquema de extraccién y purificacién del
antibiético mayoritario que permite obtemer éste con un alto grado

de pureza y un rendimientd del 30-31 % sobre la actividad

antibiética total inicial.

33 - El antibiético purificado es activo in vitro exclusivamente

sobre bacterias Gram-positivas, con exclusion de nocardias y mico-

bacterias, asi como £obre las propias mixobacterias.




CONCLUSIONES
43 - BY antibictico purificado tien factm bactericida sob 1
i ARt IDICTICH puriricad JABne LY bactericlda s0ODre las

bacterias en crecimiento sSensibdies a

53 -~ E] efecto bactericida del antibistico es consecuencia de
inhibicién de la sintesis de ARNs y secundariamente de la

proteinas y ADN.

6% ~ E] antibieticn, a concentraciones iguales o superiores a los 19
ug/ml, constituye una sefial desencadenante de la autolisis de la
propia bacteria productora. A concentraciones mencres, 10-13 pg/ml,

origina la agregacion de las celulas de la citada bacteria.

73 - Be considera gue la produccion de antibiotico por M. coralloides
prede jugar un importante papel en el ciclo de desarrnllo de esta
bacteria, al intervenir en la regulacion de los procesos de

agregacion y autolisis de la misma.

considera que esta accion es especifica para N. coralloides y

e extiende a otras mixobacterias.

g3~ Las experiencias realizadas no han permitido confirmar que el

antibiotico posea actividad in vivo.
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