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CORSIDERACIONES GENERALES

La aparicion de =hals 3

I el fenomeno de antagonismo inter o intraespecifico
(31 tndas e {n ol e 3 i A

en tndas sus facetas a lo largo de la evolucién de los organismos
vivos introduce un fuerte componente vectorial en el marcc
interactivo de la competencia por la colenizacion y el mantenimiento
de los habitats posibles,

Fn este sentidn la evolucién ha optado por aquellas alternativas

utilitaristas gque comportan al organismo un mayor peso especifico en

el delicado equilibrio establecido en la lucha por la supervivencia y

narpetuacion.

b

de extrafiar, por tanto, que la mayoria de las sustancias

0
capaces de jnterferir en los procesos vitales del organismo

competidor hayan superado las barreras celectivas de la evolucion,

perdurando de ese modo hasta nuestros dias.

Aunque el descubrimiento de formas moleculares naturales con
actividad antibiotica aporté al hombre una 1idea revolucionaria en

cuanto a la posibilidad de utilizar una amplia gama de compuestos

1 1 = | i
(organicos 0 inorganicos) capaces de impedir el crecimiento de uno

de sus mayores antagonistas naturales, los microorganismos, y &
pesar de que o] nomero de sustancias antibacterianas &l tificlales
supere con creces a aquell\as: alsladas de la naturaleza, la busqueda
de sustancias naturales con caracter antibietico sigue teniendo gran
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I 3 = e - i e o
tmportancia en nuestros dias, en lo que podria llamarse un

corcamiento soleaie ’ ‘ -
acercamiento "“ecologlco" a la antibloterapia, bajo la suposicién de

que muchas de estas sustanclas antibacterianas, sobre todo aquellas
broducidas por microorganismos que forman parte de la flora natural
( - s 4 S e : f

tel organismo humano, tendrian un cardcter menos téxico para el

mismo,

A lo largo de la historia del descubrimiento de sustanclas
antagonistas de origen micrcbiano por el hombve han fr.lo surgiendo
términos tales como antibidticous, bacteriocinas, sustancias de tipo
bacterincina y microcinas para designar, en grado creciente de
especificidad, & los distintos tipos de sustancias, excluyendo
aquellos desechcs metabélicos como el agua oxigenada, el amonio y

les acidos organices, que también muestran poder antibacteriano.

por efemplo, el término “antibiotico" surglo para decignar a
sustancias de origen biolégico v naturaleza quimica variada
con un bajo peso mplecular, que ejercian un potente

scteriano sobre una amplia gama de microcrganismos.

su definicion original, el <érmino "“hacteriocina (Jacob et al,
1953) encuadraba a aquellas proteinas del tipo de las colicinas
caracterizadas, principalmente, por su blosintesis letal, actividad
antibacteriana intraespecifica y adsorcion a receplores especificos,

Como puntos clave para esta definicién se tomaron: 1) un espectro de

{nhibicién reducido, limitado exclusivamente a especies homologas; 2)

la presencia de una parte de naturaleza proteica a2n la molécula

(=]

esencial para su actividad biolégica; 3) un mecanismo de accién de

tipo bactericida; 4) unién a receptores especificas; 5) codificacién

a nivel plasmidico tanto del carécter productor como de la inmunidad

por parte de la bacteria productora y ©) produccién mediante

biosintesis letal.
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Sin embargo, a la hora de aplicar estos criterios a aquellas
sustancias producidas por bacterias Gram positivas se encontraron
discrepancias notables, principalmente en lo referente al espectro de
accion, mas amplio en las bacterias Gram positivas, y a los
fenémencs de inmunidad, no ya tan bien definicos, de forma que hoy

dia solo los criterios 1 y 3 antes expuestos serian aplicables de

modo general. Surge, ademas, un nuevo problema en el sentido de que

m

muchas de estas sustanc 0 bien nc han sido completamente

caracterizadas hasta el punto de determinar si cumplen o no los
gres, o no encuadran perfectamente en ellos. Es por

autores prefieren hablar de “"sustancias de tipo

designar a todo este conjunto de moléculas con

ariana no del todo caracterizadas.

KXonisky (1982) propone el uso del término
signar a todas aquellas "“proteinas o complejos

Q

wetividad anilbacteriana, no activas frente a la
definicién que permite un cierto margen de

ntre las bacteriocinas propiamente dichas y clertas
naturaleza proteica caracterizadas por algunos autores

tibiéticos peptidicos.

En esta linea vuelve a surgir un nuevo términc, el de "microcina"
(Acensic y Pérez-Diaz, 1976) para designar a aquellas sustancias de
caractel antiblético  producidas por  Enterobacterias; estas
sustancias se caracterizarian por st naturaleza protelca, bajo peso

i spectro de accian
molecular (serian formas dializables? y su espec

. e :
reducido a Enterobacterias. Dichas sustancias se diferenclarian de

i -locinas que n ucibles por el
lus verdaderzs bacteriocinas en que no son ind I

stes flan e D acteriano tendrian en
tratamiento con agentes que dafian el ADN ba T

to el caracter > como la inmunidad irian
comiun el que tanio el caracter productor co é

: 7 capaces e ejercer su
codificados por plasmidos, Ademas, serian capaces de e
L o €A 1 oS 3

i que no permit i ia produccion
accion antibiética baju condiciones que Do pe rmiten ni la prc
acolo all i 2L LU AL 841 {
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la actividad de la man i€
! mayoria de las colicinas descritas (de Lorenzo

Aguilar, 1984,

La mavyoria de los 5000 ar i
yo le los 5000 antibiéticos conocidos actualmente, de los
2nte,

cuales menos %) - { i

cuales menos de 100 presentan utilidad terapéutica, son producidos
por hongos filamentosos (Penicillium, Aspergillus y Cephalosporium)
y actinomicetes, principalmente Streptomyces. Entre las eubacterias,
el unico género hasta ahora considerado importante en la produccion
de antibiéticos es el género Pacillus. Si bien hongos vy
actinomicetes son 6 principales productores de antibiéticos,
también es cierto que, dado qu2 los primeros antlbieticos
importantes descubiertos fueron la penicilina y la estrepicmicina,
la busqueda de nuevos compuestos se ha centrado principalmente en
este grupo.

afios, se ha dascubierto un numero importante de
s en bacterias Gram-negativas, y quizhd inferior en
Gram-positivas. Aparte del interés intrinseco que supomne
iescubrimiento Jde nuevos antibiéticos, ello proporcions

formacién sobre la distribucién de su produccién entre los

y sobre su funcién en ecosistemas microtianos

particulares. Esta funcién ha sido ampliamente debatida en base al
carécter de metabolitos secundarios asignado a muchos de estos
antibiéticos por una parte, y por otra, a que dicna produccién stlo

habia sido establecida en grupos muy reducidos y concretos de

microorganismos. No obstante, si la produccién de antibidticus esté,

como parece, generalmerte extendida, su funcion como factores de

competencia en la eadaptacion Y colonizacién de los ecosistemas

varios deberia ser reconsiderada.

Dicha funcién ha sldo puesta de manifiesto en Enterobac Lerias.

Sin embargo, el estudio de la produccion de antibioticos en

microorganlsmos que forman parte de otros ecosistemas no tan bien
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raracterizacion.

No obstante, la literatura recoge ejemplos suficientes sobre la
productién de sustancias de tipo antibistico y otras zustancias que
estarian a caballo entre bacteriocinas y antibisticos, que harian
a‘-xtelnf.it'-i-f‘-'f. los puntos anteriores ea cuanto a la generalidad en 1la
produccien de sustancias antibiéticas y su papel en los ecosistemas

naturales,

BRTEROBACTERIAS

las investigaciones mas extensas lievadas a cabo sobre

de sustancias se centré en el grupo de [Enterobacterias

mo aproximacion al estudio de las interacciones entre las diversas

comunidades de microorganismos en el tracto intestinal humano,
tomando como tema prioritario la produccion de microcinas y

sustancias relacionadas.

En este grupo, el mayor numero de microcinas ha sido descrito en

E.coli (82%), seguido de Klebsiella pneumoniae (12%) y Froteus

mirabilis (3%) (Baquero ¥y pisensic, 1979). Como norma, dichas
sustancias serian activas irente a Froteus, Escherichia,
Citrobacter. Acinetobacter y Feeudomonas; clertas bacterias Gram-

positivas (Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus ¥ Nicrococcus)

aunqua requeririan una concentracion

S
=

serian en general susceptibles

minima inhibitoria mayor.
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las  mlcrocinas producidas por Enterobacterias cabe
icrocina 1%m, con un peso molecular de 240, que

aparentemente seria un analogo de la metionina, ya que su accién
bactericida es contrarrestada por la presencia de estz aminoAcido o
por los precursores de su biosintesis. Este antibiético actua
inhibiendo la homoserina (.;--L]:mfa‘%uccimma, un enzima clave en la
regulacion del metabolismo en E.coli <(Aguilar et al, 1982). La
Hicrocina A%09, pequelin peptido de 500-1.000 de tamafio molecular,

seria un antimetabolito de la B-alanina (Candela, 1680).

e un peptido con un peso molecular inferior a

ctericida  se asemeja a la de la Colicina El,

el gradiente ei_f.‘ctraquimicd de protones y elimina

el ATP endogeno (Duro et al, 1979). Asi mismo, la Microcina 15n; de
tamafic molecular proximao a 500, también tiene una estructura

peptidica y actua sobre el sistema generador de energia (Aguilar et

B17 es un péptido con un peso molecvlar proximo a

la sintesis de ADN (Herrero et al, 1986). Esta

lene un tamafio molecular similar al de la Colicina V
hecho, se px'm;‘)rjné que la Colicina V, junto con la

y otras microcinas de mayor tamafio como la Microcina
pudieran formar un grupo de inhibidores bacteriancs de tamafio

' ; microcinas ¢ as Ve s icinas, ya
medio que unirian a las microcinas con las verdaderas col i ¥

propledades serian €N cierto modo intermedias entre ambos
t] )V L L AV 4 ) b L ¥ & G r J

de moléculas.

842 . pe tsicn de naturaleza
1a microcina E4%2 seria un peptide basic

' yleculd oxd A 5.000, resistente al calor
hidrefoba, con un peso molecular proximo a 5.000, is

! aJ “ AC J G ) -] (- F niae (\j = orenz gL ﬁ_l'
s - l i y Di ‘:,]fiii 1"-{ I }i;f_?b_lr’]hﬂ neumc e L re 0
=} 1 = i va clpalmente en te a baC Ler j_f‘]E
1 J ol I ]., sta bBUc ancia seria ac L p] 1ncipec ] nern il 2
) "r Vil ) . hschel lcnla € C’J; All,t - h;i.f G mmleil&,
ram 1 1 j = COmo 8 i ; ’ = a, jj
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".‘"‘*‘ 10T inte Y5 ' ! g 4
ttrobacter, Entferobacter 0 Erwinia, bacterias todas ellas que

compilen por la ocupacion del m:smo nicho ecolégico, pero no frente

g PRy 0 e g aq
a Ohigella, I'rotous, Serratia o Fsevdomonas. %sta sustancia actuaria

lisipando el gradiente de protones.

Otra de ellas, la microcina D35, es un péptido basico hidréfilo,

con u peso  molecular cercano a 500, que presenta activided
antibacteriana frente a Cltrobacter freundii, Froteus mirabilis,
P'seudomonas acruginosa, F.maltophilia y E.colil. Esta microcina actua

el metabolismo del ADM bacteriano (Martinez, 1985),

seria un heptapéptido de peso molecular préxino
por ciertas estirpes de E.coli portadcras del
cual ademas codifica la resistencia a dicho

et al, 1984). Esta sustancia actuaria

;is proteica (Garcia-Bustos et al, 1985).

a su papel ecolégico, existen clertas pruebas
tracto intestinal de reci2n nacidos por

microcinogénicas que desplazarian a las no

srodictoras inicialmente implantadas. Asi mismo se ha demostrado la

sroduccion de estas sustanciss en medios minimos; y se ha llegado a
detectar su presenciz en heces de las que posteriormente fueron

: : 5
alsladas bacterias productoras (Baquero y Asensio, 1979).

3 ero~ing a5 sustancias de
Aparte ya de las micrc-inas, se cOnocen ptras sustan

i

. : i & i
caracteristicas similares =PI oducidas por bacterias enter icas, tales

como la tifimuricina, producida poI Gaimonella typhimurium LT2, con

' / ividad iotica es
yn peso molecular inferior a 500, y cuya actividad antibi

ionin i ue la Microcina M
también antagonizada por metionina, al igual que la |

Wy 1R
(Ben-Gurion y Flashner, 1982).
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As ism fc] an
51 mismo  se han descrito sustancias con propiedades

intermedias, como el inhibidor gonococico producido por varias

rpes de K.coll, con un peen molecular comprendido entre 1.200 y

) ) 4 g . Shui P T o
2.000 (wimpson y Davis, 1979). Esta sustancia ejerce una accién
bacteriolitica frente a diversas estirpes de Neisseria gonorrhoeae, y
’
w2

€5 estable al calor asi como & cambios de pH, a los enzimas

proteoliticos, y a la lisozima, lipasa, DNAasa y RNAasa.

Utras son potentes mutégenos, como las producidas por especies
de Bacteroides, cuya posible implicacién en la aparicién de céncer
de colon ha =ido discutida (van Tassel et al, 1982), asi como la
bacteriocina producida par Bacteroides uniformis (Austin-Prather y
Rooth, 1984); esta seria una sustancia de naturaleza peptidica con un
tamafio comprendido entre 5.000 y 6.200, a la que también se ha

significado ecolégico en la flora intestinal del colon,

ta bacteria es especialmente abundante (Bcoth et al,

ia citar a las sustancias de naturaleza similar a la
en B. fragilis (Mossie et al, 1979; Hayee et al,
seria un complejo de proteina, lipidos y

carbohidratos, con un pesc molecular proximo a 5.000. Su espectro de

accién seria bastante reducido.

Antibioticos.-

i 3 - e 4 -
Otro tipo de sustanclas antibacterianas descritas tanto en

. sk : e
Enterobacterias como en otras bacterias Gram-negativas son 10

1icos, con estr uras moleculares mu distintas
antibioticos f-lactémicos, <On estructuras molec S y

e estos ¢ stac
de las clasicas producidas por hongos. Entre estos cabe destacar a

‘ ' _arbapenemos ysporinas y f-lactoras.
los Monobactamicos, Carbapenemos, Cefalosp as y
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nobactamicos son  antibioticos B-lactamicos monociclicos
wor razas Gram-negativas aisladas de diversos ambientes
i s =

rincipalmente de suelos., Estos antibioticos presentan la notabie

s racte a1 e o 3 1 i mele] F ~4 2 “y 1
racteristica de ser resistentes a las fp-lactamasas, El antibistico

Sp 1 8¢ srod e = ” _ ; ;
SP26.189, producido por Chromobacterium violaceus fue uno de los

rimeros aislados, y presenta un espectro de accléon no muy amplio.

'in embargo, otros monobactamicos como el 5Q46.4454, fueron aislados
posteriormente a partir de Gluconobacter, Acetobacter y
Peeudomonas, resultando ser muy activos frente a bacterias Gram-

ngativas,

son antibléticos P-lactamicos biciclicos,

a part'r de OStreptomyces, pero Qque

...J‘_ﬂ descritos en especies de Serratia y Erwinia,
amplio espectro de accien, tanto frente a bacterias

omo Gram-negativas,

pan encontrado algunas B-lLactonas en las bacterias;
‘histicos tienen un anillo monociclico en el cual el oxigeno

a]l nitréegenn de los p-lactamicos. Bstos antibloticos han

1ados a partir de clertas especies de Bacillus, Fseudomonas

corineiormes.

nte, las cefalosporinas fueron aisladas en Flavobacterium

Finaln

v Xanthomonas procedentes de muestras de suelo.

Colicinas.~

' sa bibli sre la producciéen de
Existe zci mismo una extensa bibliogralia saobre p

o Ei ; o al grupo principal, las
bacteriocinas er Enter obacterias, incluyendo al grupt P

o B ah 1z&
. -7y En es o se han llevado .2 cabo qul
colicinas (Nomura, 1967). En este grupo

- PR -~ cmo
: £ - en cuanto a caracterizacion § mecarnls
los estudios mas €X tensos €D cuanto a card
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accion  (Hollanc 97"
lolland, 1975). Se trata en general de sustancias
. '8 % = o ] e

1oteicas de gran tamafio des 27.00
gra tamafio (desde 27.000 hasta 90,0000 con un

mpectro de accler ¥ stringi
i 1 muy restringido, afectando spolo a estirpes

relacionadas tros aracte

nadas. Otros caracteres incluyen 1la codificacién paor
plasmidos; le : cio 1 =intesi 6

f i la regulacicen de su sintesis estd ligada al sistema S08S,

lz que hace que sean induciblec ' i
1 hace que sean inducibles por tratamientos que dafian el ADN

bacteriann.

En su mecanismo de acclon se distinguen claramente dos etapas:
la primera de ellas consiste en la adsorcién a receptores de la
uperficie celular especificos; en este estado, las moléculas de

istectables mediante anticuerpos especificcs y son

la tripsina.

se caracteriza porque ya no se pueden poner de

mediante anticuerpos ni son sensibles a la tripsina. El
segunda eotapa requiere energia metabélica, proporcionada

de la membrana citoplasmica (Pugsley, 1984a). Su

igue una cinética de impacto gnico, en el sentido de

cpla molécula es en teoria suficlente para matar a una
sible, 51 blen no todas las interacciones c:olicina—receptoi*

la muerte celular (Kadner et al, 1079),

propuesto varias hipotesis para explicar el mecanismo de

Se han

ontrada. Como deciamo antes. no todas las interacciones colicina-

receptor son fructiferas; algunas de ellas pueden quedar unidas al

receptor sin ser capaces de atravesar l1as envueltas celulares,

mientras que otras pueden Ser degradadas Ppor proteasas de la

4 > mnic 1 - sntar t f
superficie celular durante su unlon 3l receptar p antes. la

peurrir i - {fusion a través
internalizacisn podria OCUITI por: elongacion y/O difu

in los poros de la membrana externa; formacion de up asa O gancho
e ety i
on los dominios hidrofobicos que serviria de anclajz en una de las

menbranas externa e interna mediada

ins membranas, fusion de las
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el receptor vin nstolind 5 |-Gl ¥ i e = - i
pror y/o tosiolipidos y lipopolisacarido; expansion de las

membranas v espacio perinlasmic
pacio periplasmico con formacién de canales; un

ultimo meacanicm - £ = z e,
ltimo mecanismo seria la entrada de fragmentos producidos mediante

roton]l ded f~ j ]
oteollsis especifica., Ninguno de estos posibles mecanismos seria

weluvente,

La siguiente etapa consistiria en el efecto biolégico conducente a
muerte celular. Ss han descrito hasta seis mecanismos de accién
stintos para las diversas colicinas (Fugsley, 1984bJ. Li;\ mayoria
las colicinas (la, Ib, A, El, K, V) actuarian formando poros en la
membrana citoplasmica, permitiendo de este modo la libre difusisn de
iones y compuestos de bajo peso molecular a través de la misma.
istas colicinas son de un interas especial para el estudio de las
riembrana ya nué son unas de las pocas proteinas transmembrana
olubles en apua, y son capaces de insertarse en vesiculas
membranosas construidas artificialmente con fosfolipidos de diversa
procedencia, permitiendo estudios in vitrc sobre medidas de
conductiy yd, potenciales de membrana, gradientes de pH y sistemas
hecho notable en este sentido es que los péptidos
sbtenidos mediante proteolisis especifica de estas

—entan una actividad similar.

~caniemos de accien serian los mostrados por aquellas

i

colicinas con una actividad nucleésica, capaces de degradar al ADN o

a1l ARN bacteriano, tales coOmo las colicinas E2, E3 o E7 esta ultima

con actividad RNAasa (Boom, 1971). Dentro de este grupo se incluiria

colicina X (mas tarde denominada microcina 17), capaz de
actividad

a la

inhibir 1la replicaciéen cromosoémica, perc. carente de
nucleasica (Pugsley, 1984a).

i e 1 1 i = (=]
Otra forma de a cioén seria mediante inhiblcicen de la sintesis d
RE C e ALl 1l - Ll |

g

4 4 er 1 e A co
. 1a cloacina Df13, que actuaria a nivel ribosémico
;ruto‘:nas‘ como la cloaclii i

(heGraaf et al, 1673,




ia destacar

1

cuyo blanco es un

implicado en la sintesis de peptidoglicano,

COmporI ente esencial 4e 1 e

1IcLerias

la ‘estructura de Jlas envueltas de la

=

Gram-negativas (Schaller y VanBrunt, 1982),

de las colicinas en el tracto

se han obtenido resultados concluyentes, ya que comc
au‘ores, el tracto intestinal, por sus condiciones
naerobias, no permitiria una expresion eficiente de
por el siste 508, incluida la produccion de

en caso de gque se llegasen a producir,

jegradadas por las proteaszs intestinales.

ventajas selectivas de la produccién de colicinas

1o cuando dichas bacterias se encontrasen fuera
inal, como en las heces, donde su produccion
\io numérico de las estirpes colicinogénicas eu
iransmisién fecal-oral (Pugsley, 1984b). Ui
contempla el mantenimiento de los plasmidos
mo posibilidad de 'supervivencia, en el sentido de
serian inmunes a ese tipo de culicina,

-as quedarian expuestas.

GIEN. Bacillus.

praducido

rogucida

ibrirmientos sobre produccién de antibioticos en
SUD [ mleli Ll L >}

i - o oy /
ealizaron en especles Pper tenecientes al genero
reallic 21 espec I

o]l denominado circulina,

Eptre ellos cabe destacar
ay = Al 849 la biocerina,
por Bacillus circulans (Murray et al, 1t 497, I
J A1 1049), asi como la polimixina,
por B.cereus ! ohnson et al, 19497, asi
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en H.polimyxa, y otros descritos en

B.laterosporus (Stamatin, 1969),

L T B e 565 A ~ i
purilus  (Fuller, 1955), asi como los péptidos tirocidipa vy

gramicidina D (B, brevis) y la subtilina, péptido pentaciclico

producido poy B.esubliliz (Gross, 1977). De entre todas ellas, la

mejor caracterizada ha sido la polimixina R, antibiético peptidico de

bajo so molecular, producido por estirpes de B.polymyxa (Storm et

ticos forman un conjunto de péptidos cicliccs
conteniendo un alto porcentaje de  Aacldo

on un acido graso unido mediante un enlace amida,
anfipatico de estos peptidos suglere una accioén
nivel de membrana andlnga a la de los detergentes

en presentan actividad biologica a concentraciones

antibiéticos de amplio espectro, afectandn a
zitivas v Gram—negativa. levaduras y pmtozoos,'
to biostatico a baja concentracion y biocida a

superiores, Las variaciones en los é&cldos grasos

en las polimixinas analogas ha sido relacionada con el

4

de acclon de las mismas.

oy actividad biologica se ejerce a nivel de membrana, alterando

ilid selectiva de le ; asionando la pérdida de
la permeabilidad celectiva de la misma, ccaslonan p

material con absorcion a 260 nm. 0RO consecuencia, se producen
ma el { k> 1 duol , J

i rar g -egpiracic niveles de
alteraciones en los cistemas de transporte, respirac ion,

culas. E sraciones en muchos Casos
ATP y sintesis de nacromoléculas. Estas alter aciones e

11 induc q £ isis celular.
llegan a inducir la autolisie lule

~élulas sensibles ocurriria segun el

gu  interacc!/on  con las

ciguiente esquema (Salton, 1968):
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Adsorcion y penetraciéon en la pared celular

Interaccion con complejos lipido-proteina implicando interacciones
con porclones hidréfobas de proteinas y lipidos orilentados, dando
lugar a la desorganizacion de la membrana

Salida de la célula de compuestos de bajo peso molecular

Degradacion de proteinas y acidos nucleicos

Lisis por accion de los enzimas que degradan la pared celular

Aparte de su utilidad terapéutica, estos antibioticos peptidicos
que actuan a nivel de membrana han sido utilizados como
herramientas utiles para el estudio de la estructura y funciéen de
las membranas biologicas. Ademas, muchos de ellos presentan una

fuerte afinidad por los lipidos de membrana,

Las primeras indicaciones de este tipo de asociacién se basaron
{phibleion de la actividad antibiotica de la polimixina

{on de fosfolipidos de soja. Mas tarde, Few (1955)

actividad de la polimixina E frente a Fseudomonas

ficans era inhibida por los fosfolipidos bacterianos, siendo

la cardiolipina el mas eflectivo. Asi mismo, el acido fosfatidico y el
fosfatidil glicerol forman complejos con la polimixina (Teuber,

1973), Esta fuerte afinidad por los lipidos de membrana hace que

de ellas puedan ser utilizadas como sistemas modelo para el

muchas

estudio de las interacciones péptido-lipido.

En otras especies de Bacillus se han descrito también diversas

sustancias de tipc bacteriocina, como las termocinas, producidad por

B.stearothermophilus (Shafia, 1966) y otras. Asi mismo se ha

Jescrito la produccion de verdaderas bacteriocinas, qué cumplen con

clasicos de su definicion; son las denominadas

de ellas, como la

los criterios

megacinas, habiendose detectado varics tlpos

megacina A, B, C y Cx-337 (Donoughe, 1972).
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Staphylocoxcus,

eatalilococos produsen varios tipos de sustancias
antitacterianas que disleren en suv naturaleza quimica y modo de
accién. Aparte de los enz.was liticos como la lisostafina y la
lisozima, existen otros dos grandes grupos de sustanclas, las
bacteriocinas (estafilococinas) » 1ns inhibidores de hojo peso
molecular de tipo antibiotico, algenoes de elloe similores a las
microcinas [(Pulverer y Jeljaszewlcz, 194 9).

En coatraposicion a las colicinas y plocines, solo uneas cuancas
estafiiococinas han sido puriiicadas y estudiadac en detalle, como
la estaf!lococina 412 (Gagliapo y Kinsdill, 1970), la estafilococina
462 (Hale y Hinsdill, 1973, 197%), con un peso moleculer de 3,000, 1a
estafilococinas A tLachowicz y Walczek, 1968) y la bacteriocina BacR,
(Rogolsky y VWiley, 19077).  No obstante, el maiyor trabajo se ha
desarrollado en el campo de la estafilococina 1587, producida por
diversas estirpes de Staphylococcus epidermidis (Jetten y Vogels,
1972a). Esta sustancia actbta sobre el metabolismo energético
despolarizando la membrana citbplasmica (Jetten y Vogzls, 1972b;
Weerkanp et al, 1977, 1978).

Otra de las sustanclas deccritas seria 1a estafilococina €59,
producida por una estirpe de Staphylococcus aureus (Dajani et al,
Vannamaker, 1973a y b). las estafilococinas son

de gran tamafio (100.000-500.000)

1970, Dajani vy
normalmente comple,jus moleculares

sent
que pueden Ser disociados en subunidades menores, y precentan un

ampiip espectro de accién, aunque solo frente a bacterias Gram-

positivas. Esta propiedad la comparten otras bacteriocinas

pacterias Gram-positivas (Tagg et al, 1976)

producidad por

(A, Az, By y Bz) son peptidos ciclicos de 11

Las epidermidinas
entre 1.200 y 1.400,

' 5 Lan -end1dos
aminoacidos con peses moleculares compre S
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activos £y a achlerias iti
lvo trente  a baclerias Gram-positivas incluidas algunas

mycobacterias (lisu y Wiseman, 1971, 1972). Asi mismo cabria destacar

el inhibidor gonocécico producido por una estirpe de Staphylococcus

coagulasa (-) alslada a partir de la flora urogenital; esta sustancia

seria un peptido de 1.400 (Beaudet et al, 1982),

Una de las sustancias antibioticas mejor. caracterizadas dentro de
este género ha sido el peptido de tipo estafilococina denominado
Pep-5 (Sahl y Brandis, 1982); tras su repurificacion mediante RP-
HPLC se ha visto que en realidad se trata de una mezcla de péptidos
muy relaclonados (Sahl et al, 1985). El principal componente activo
tiene un pesc molecular proximo a 3500, y un pl de 105. Esta
sustancia antibictica actua rompiendo el potencial de membrana de
las ceélulas bacterianas (Sahl, 1985a), produciendo ademéas una répida
salida de compuestos de bajo peso molecular como iones K,
aminoacidos y ATP, lo que trae como consecuencia el cese inmediato
de la sintesis de proteinas, ADN, ARN y polisacaridos (Sahl vy
Brandis, 1983); su mecanismo de accién seria por tanto similar al de
las j1 5 I., In, A (Konisky, 1982) vy V (Yang y Konisky,

1984,

GEY., Lactobacillus.

Desde que Metchnikoff (1908) propuso el papel que podrian

desempefiar las especies de Lactobecillus en el control de la

microflora intestinal, numerosos investigadores han estudiado la

i imic ; ste genero.
produccion de sustanclas antimicroblanas en especies de este g

' ) 1 i una
En la mayoria de los casas Se ha demostrado la existencia de un

inhibicion de amplio espectro debida a la produccién de acidos

organicos ¥ peroxido de hidrogeno en L.acidophilus (Gilliland ¥y

11per.:l'.. 1977).
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ror otra parte, Vincent et al (1959) fue el primero en describir
la produccisn de }

A produccion de un inhibidor de tipo bacteriocina en L.acidophilus,
sustancia a la que 1llamé “lactocidina®. Se trataba de una sustancia

no volatil, no dializable, insensible a la catalasa y activa a pH

neutro frente a numerosos géneros bacterianos, incluyendc especies
de Froteus, Salmonella, Escherichia, Staphylococcus, Bacillus,
“treptococcus  y Lactobacillus, Debido al amplio espectro mostrado
por esta sustancia, dicho autor concluys que L.acidophilus desempefia
un papel importante en el control de la microflora del tracto

Intestinal humano v de animales.

Entre las sustancias antibacterianas producidas por especies de
este género se incluyen bacteriocinas proplamente dichas, como las
descritas por Upreti y Hinsdill (1973, 1975), la lactocina 27, que
actuaria a nivel de membrana, y la Lactacina B (Barefoot y
Klaemhammer, 1984); esta ultima tendria un tamafio comprendido enire
6.000 y 6500, por lo que también encuadraria dentro dei grupo de
sustancias antibacterianas de naturaleza peptidica y bajo peso
molecular. Esta sustancia presenta sin embargo un espectro de accién
muy restringido, ejerciends< un efecto de tipo bactericida frente a

diversas especies de Lactobacillus,

Fo ocurre 1igual con otras sustancias de tipo bactericcina
producidas por especiec de este género, como las descritas por

McCormick y Savage (1983), con un espectro de accion mas amplio,

b I

inhibiendo a diversas estirpes de Clostridium, o aquellas descritas

por Morin et al (1980), activas frente a Neisseria, o las descritas

per  Mehta et al (1983), con actividad antimicrobiana irente a

' 3 .jente interés en el
bacterias Gram-negativas. Actualmente hay un creciente interé

jsmos de antagonismo dentro de este grupo de

ostudio de los mecan

prganismos hemofermentadores.
)




INTRODUCCION

Otros géneros menos representados.-

K Ay W ot d i
En el genero Rhizobium, en aquellas especles de crecimiento

rapido, @ ha descrito con frecuencia la produccién de

L { i
bacteriocinas" « aia p
acteriocinas" de baju peso molecular, como la denominada “small",

con un tamafio entre 700 y 1500 (Van Brussell et al, 1985), Esta.
custancia inhibe la division celular, aunque no parece tener ningun

papel en la formacién de nédulos.

roduccion de bacteriocinas y sustancias de tipo bacteriocina
species pertenecientes al género Clostridium también ha sido

es ya un hecho que las diversas especies de Clostridium

producen un gran numero de bacteriocinas, distinguibles por sus
caracteristicas fisicoquimicas as{ como por su espectro de accién
(Sasarman y Antohi, 1963), De entre ellas citaremos a la boticina
-S5, una sustancia antibacteriana dializable producida por estirpes

no i'(;;q‘L-"_(‘:Rnp_jc"g-]}. de C.botulinum (Kautter E.‘tr_ al; 1966).

de lops primeros autores en describir la produccion de

ncias antagonistas por estirpes de Corynebacterium fue Thibaut
(1949). Este autor confirmé la produccién de diversos tipos de
antibioticos por varias estirpes de C. diphteriae tipo gravis, em
base a su espectro de accion (Thibaut y Fredericq, 19567, llegando a

pstablecer un esquema de tipado en base a la sensibilidad a tres

§ -4
razas productoras de antibioticos. Aunque con poster joridad ce ha
descrito la produccion de algunas bacteriocinas en este genero, nO

o ha llegado en ningun caso a un aislamiento y caracterizacion a

fondo.
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iontr ip ¥ ¢ 3 - e = CaAS
Dentro del genero lcrococcus 50n aun mas escasas las
M 5 SCasac

!“i' o f-:"r“; cnb ~ 1 . ‘
erencias =Talel il produccion de bacteriocinas y sustancias
. L -

R G o i i PRy ‘ P
retacionadas, a excepclion del antibiotico denominado micrococcina
'

producido por Micrococcus spp. NICC7218 (Florey et al, 1649; Su,

| Q ' st 2 GUs oh|

1949)); esta sustancia es un péptido de peso molecular 2.000
(Heatley y Doery, 1651) activo principalmente frente a bacterias
Gram-positivas, que actua bloqueando la unién de los aminoac’l-t-RNA

al sitio A riboséemico (Cundliffe y Dixon, 1975),

Otros inhibidores difusibles poco caracterizados han sido
igualmente descritos en especies de Mycobacterium tuberculosis
(Adamek et al, 1968). Se trata de sustancias sensibles a agentes que

desnaturalizan proteinas.

GER. Streplococcus.

una extensa bibliografia sobre la producciéen de
por especies del genero Streptococcus, pertenecientes a
grupos serolégicos de Lancefield (Tagg et al, 1976);
todos estos datos indican que la produccion de bacteriocinas es una
propiedad bastante extendida dentro de dicho genero, atn cuando
hasta el momento han sido pocas las caracterizadas, debido
principalmente a las dificultades encontradas para su aislamiento ¥
purificacien a partis de medios liquidos. De entre todas ellas,
haremos referencia solo a las que muestranuna mayor relevancia en

el marco de nuestro estudio, basandonos en criterios de tamafio

molecular y espectro de accion principa‘;mente.
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Grupo A,

Los primeros estudios dentro de este grupo fueron llevados a
cabo por Sherwood et al (1949), quienes descubrieron la produccion
de un tipo de sustanc' s antibacterianas a las que denominaronm
estreptostasinas, sin llegar al aislamiento y caracterizacién del

agente causante de la inhibicieén,

En 1971, Tagg et al descubriercn una sustancia a la que
denominaron estreptocina A, producida por S.pyogenes F-22, con un
peso molecular de 8.000, que ejercia una acclén bactericida frente a
bacterias Gram-positivas, mediante irhibicién de la sintesis de ADN

asi como de la entrada de glucosa en la celula.

ncias  antibacterianas de menor tamafio molecular

este grupo son aquellas aisladas por Wolt y Duncan

partir de estreptococos p-hemoliticos aislados de pacientes
¢lomerulonefritis, Estos autores describen tres tipos de

todas ellas muy similares, denominadas DS-1912-65, S23g

Qld a2

n un peso molecular cercano a 200, resistentes a los

ateoliticos, nucleasas, lipasas, ¥ agentes oxidantes Yy

asi comp a valures de pH entre 2 ¥ 12, aunque sensibles

(60°C).

Estas sustancias mostraban una accion de tipo bactericida, con un

numero aproximado de dos blancos por célula, frente a un amplio

espectro  bacteriano, incluyendo especies Gram-positivas y Gram-

negativas: Streptococcus pYogenes, S.faecalis, Staphylococcus aureus,

Sarcina lutea, Feeudomonas aeruginosa, Fscherichia coli ¥ FProteus

vulgaris.
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sustancias antibacterianas de amplio espectro dentro

la descrita por Hynes y Tagg (1985'; estos autores,

en un estudie de bacteriocinotipado, encontraron que el 10% de las
estirpes ensayadas producian una sustancia inhibidora del tipo P-
777, con un amplio range de inhibicién fronte a bacterias Gram-
positivas, incluyendo la propla raza productora: Actinomyces sp.,
Arthrobacter sp., Baclllus sp., Clostridium sp., Corynebacterium
sp., Dermatophilus sp., FErysipelothrix sp., Lactobacillus sp.,
Leuconostoc sp., Listeria sp., Micrococcus sp., Streptococcus del
griupa A, B g B omecR oGy E By B Ry S, T, S.lactis, S.mutans,
S.pneumoniae, S.salivarius, S.sanguis y Streptomyces sp. la unlca
bacteria Gram-negativa sensible fue Bacteroides intermedius ATCC

611

Grupo

este grupo, han side poco frecuentes los estudios
sobre producciéon de este tipo de sustancias. Caben

efectuados por Kramer y Brandis (1972), quienes al

i

estirpes de este grupo de origen humano, encontraron

3 de ellas presentaban efectos antagonicos sobre el

que

demas, y de ellas solo tres eran capaces de

crecimiento de las

ir dichos inhibidores en medic liquido.

La unica sustancia caracterizada por egtos autores fue la

I j IC1 l 1 85 rpe tl '”fl CCus figd a tI(i‘ »’3 Susta Cia
= lac e St ]
oduClai 2 I ](} . t.] } = (= ep JCO [l P:‘ta ':t I

rese té l a A 1 e A P[ oA 10 & O D era S ns b]. a ]a
e i A De un mano i 'JJ._CUL rp . L 1 .00 ] j =1 e i e
¥ =

entamiento a 80°C durante 20 min.

Lripsina, papsina. asi como al cal

th = g 1 2 \,P..[ZaS
LII est ld.}\). ; I.“‘ ’ ‘IlL}I‘F:F:, i 1 D__t HL (1.:; 5) an iliz’at on ;
enecien 3¢ A (=] P[ U[ G 9 encecn LI aron sQlo l S d e 1;. = qU@
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teriocina, ambas sustancias pregmntaoan el mismo

nroducian alguna bac
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pectro de acclon, por lo que dichos autores llegaron a la

onclusion de que se trataba de un mismo tipo de sustancia, a la que

denominaron estreptocina B..

Esta sustancia se presentaba bajo dos formas moleculares, una de

ellas con un tamafio cercano a 10,000, y la otra en forma de agregado
proximo a los 200.000; ambas formas eran interconvertibles segin la
fuerza ionica del medio, y eran sensibles al tratamiento con
tripsina, pronasa, asi como al calentamientn a 100°C durante 15 min.
Fsta sustancia presentaba una acciéon de tipo bactericida irente a
bacterias Gram-positivas, como estreptococos pertenecientes a los
grippe K, B L, BB ¥ 6 Stfeptocc‘cms salivarius, S.pneumoniae,
Staphylococcus epidermidis, S.aureus y  Micrococcus luteus, pero no

frente a bacterias Gram-negativas.

Grupis F y G.

estudip llevadn a cabo por Vong et al (1979, las
[-20 'y W2580 pertenecientes a los grupos F y G
55 peC tivamente, soOn ps'nd‘hu;tmas de sustancias antibacterianas (SF29

3 7 de 350
y 8G2580) activas frente al 97 y el 96% de um conjunto

estirpes de estreptococos pertenecientes al grupoA. Estas sustanclas
- : i 4 re
fueron purificadas a partir de cultivos obtenidos en agar—Sangre,
= ard QRE=-20 7 un
mediante congelacion y posterior descongelacién. SF-29 tendria

; ‘ o a
ylecular cercano a 25,000, siendo sensible al tratamiento co
peso molecula rCant 25

' 60°C durante 30 wmin.)
tripsina y al calor 60°C dur

La su La 1 ¢ P -0
Il I mi d( Qna‘-)i_f. Liene n = m e Ul ie 18 N
¢ >UD L ] i1 L. ) 1aada G 1‘3 e u eso Ul 2C ar ae 00

f = =154 0 b} I \.1”51 a la a-a i ca como al
£ £ 1 rle a 1a t j].- =>4 Y m acsa, asi
Lo =k = t ;
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sive o Al
hactericida frentec a estreptococos del grupo
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Grupo viridans,

occus mutaas. En el estudio inicial realizado por

v Glbhiine * { i
y Glbbons (1969) sobre la produccién de bacteriocinas por

arivgénicas y no cariogénicas procedentes de humanos y

roedores, se encontraron seis estirpes bacteriocinogénicas. Las

bacteriocinas producidas por estas estirpes eran todas eilas

sonsibles al calor (BO'C durante 45 min.), y cuatro de ellas se

inactivaban por tripsina. Debido a su sensibilidad a los enzimas

protenliticos, podrian ser destruidas por el material de las placas

dentales, asi como por la saliva y los jugos intestinales, por lo que

icado ecologico seria discutible.

(lamada y Ooshima, 1975) analizaron 130 estirpes
mutans de origen clinico, de las cuales el 74%
tipo de sustancia inhibidora activa frente a alguna
indicadoras utilizadas (S.mutans, S.salivarius,

), aungue ninguna era activa frente a bacterias

autcres propusieron el nombre de “mutacinas"

posteriores (Rogers, 1976) parecen indicar que muchas
de S.mutans producen mas de un tipo de bacteriocinas, unas de

bajo peso molecular, y otras de maycr tamafo.

Como caso extremo de "hacteriocinas" de peyueho tamafip, cabe

; £ Al 82 yminade teriocina
itar a ls descrita por Ikeda et al (198z2), denominada bac

(3603 producida por S mutans C3603, serotipo U, la cual es una
' i

proteina basica con un peso molecular de 4.800 y un pl de 10. Hi

L ¢ = iJ a {ai tit j = ylacas j - }E‘.;. la
C ; ] ie 16 lal s ae ] l L enta ¥
h]i.;!{‘ 1 , 1“1-. mo ! ; b l ) |3

j o S 1evo C cabo >N me ii_) lquldf_l psta Sus El!]Cia
}I IAUCCLl0otLl =1 s C

o1t t ~t s [y ootable en n rar T ie (:“{'1'1 T(Jc_‘.'%tp cl
. . e } o I g 3. € \ ?
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ratamiento con calor (100°C durante 10 min.), y es resistente al
11n.7, b= 2518Le
?,:..,I.\ \ -~ - 4 '
tratamientc con pronasa, papaina, fosforilasa C, tripsina y a-
amilase I arclz 0 it {
amilasa, y parcialmente sensible al tratamiento con pancreatinina y

a-quimotripsina. En su composicion en aminoacidos destaca la

presencia de Asp, Thr, Ser, Glu, Gly, Ala, Val, Met, Ile, Tyr, Phe, Trp

Lys y Arg.

sustancia antibacteriana presenta una acciéon de tipo
bactericida frente a microorganismos Gram-positivos tales como
Streptococcus sanguis, S.salivarivs, S.bovis, &.faecium, &S.lactis,

Lactobacillus casei, L.plantarum, L.fermentum, Bifidobacterium
r .

Propionibacterium acnes y Bacteroides melaninogenicus, pero

frente a bacterias Gram-negativas tales como Escherichia

ella pneumoniae.

erimentos llevados a cabo en ratas gnotobioticas lipres de
especificos e infectadas con la estirpe sensible S.mutans
jemostraron una reduccién notable en la formacien de caries
suministro de bacterlocina C3603 en el agua 0 en la dieta

Ikeda et al, 1985).

Dentro de este grupo de sustancias de pequefio tapafio se incluiria

ina b, producida por una estirpe de S.mutans

1
i o

también la mutac
serotipo b. Esta es una sustancia antibacterianra de bajo peso

molecular, comprendido entre 3500 ¥ 5000, sen N notable

resistencia a la temperatura, al alcali y a diversos disclventes. Su

naturaieza peptidica ha sido demostrada mediante tratamientc con

. Jelisl 86 18 5 b ida
tripsina y otras proteasas (Delisle, 1986 Su ac.widn es bacteric
frente a cierto numerc de estreptococos de la cavidad oral (Delisle,

) i : acteri . cimilares bhan sido
1976)., Otras sustancias de caracteristicas cimilares

descritas en S.mutans serotipe C (Hillman et al, 1084).
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Una de las bacteriocinas de mayor tamafio y espectro de accién

relativamente amplio descritas en este grupo ba sido la mutacina
Rm-10, producida por S.mutans Rm-10. Esta sustancia fue obtenida a.
partir de los sobrenadantes de cultivos en medio liquido y
purificada a homogeneidad (Fukushima et al, 1978). La fraccién pura
cons.od de una estructura proteica con un tamafo de 973.000, rica en
Asp, Gly, Ala, Val, Leu y Lys, es resistente al calor (100°C duramte
30 min.> y al pH en un rango de 6 a 11, pero inestable entre 2 y b,
Esta sustancia ejerce una accien de tipo bactericida frente a todas
las estirpes de S.mutans ensayadas, Staphylococcus aureus 209P,
Actinomyces viscosus, A.naeslundii y Bacillus subtilis, pero no es
activa frente a bacterias Gram-negativas (Fukushima et al, 1982),
inhibiendo la sintesis de macromoléculas, ADN, ARN y prcteinas en

Streptococcus faecalis ODU (Fukushima et al, 1985).

Otra e las mutacinas producidas en medip liquido es la
caracterizada por Hamada et al (1986), denominada mutacina MT3791,
estirpe de S.mutans del mismo nombre, estirpe que fue

partir de caries dentales. Esta ¢.stancia fue purificada

racion en Sepharosa 6B, y es relativamente resistente al
censible a la accién de papaina y pronasa, y resi-tente a 1la

i

ina, lipasa y nucleasa.

La mutacina MI3791 inhibe el crecimiento de todas las estirpes

incluidos los serctipos c, e, f ¥ & tanto In

no inhibe ni a la estirpe

de S.mutans ensayadas,

vitro como en placas dentar ias, pero

v Q v y
oric yram-neg 1 efecto antibacteriano
[*;rorinctr_na ni a bacterias Gram negativas. ou T

ce traduce en una jnhibicién de la incorporacién de precursores de

! R | r tivi te a
la sintesis de proteinas, ADN y ARN. Su marcada actividad fren

) i (= i e un
25 T i‘E“' d!" Lv /] ‘If.’h’i."_-'x ui\_—;ladaj a P;i C1 de pldC.’iS d _Dta S Ugle
ti Jeo = AL l I . e e = I
Ape = '? . | G b’idad
I I‘ l iﬂ?“l'af?l! j'-"” I‘H Vil"[] en ].U = Ili\,hOg eCCﬂO )i\ 05 d.E ia a
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Streptococcus  sanguis, 8 '
f LG sanguils ) g L y (11 ] :
nguis, S.ml*is, S.milleri y S.salivarius.- Los

5"’?‘_[“1*“" (_[_‘,-‘1 3 Blad & : = I - i
11 SO0Ie I)l “Ei”‘. clon dP b'}(‘*f" fale) 1€ I ¢ € (1Y
<L L0 2 pacrelx le,inc £y estas : i 3 1
{ 1 : 2 LA Lol pEC‘,r:".q i Ieron

LN1CIad ] 20 Ler 51 v 2 b pstil p b
JETaAsS1Imo lk. bd)| cO 1.
2
1 1‘ 1Y & (1Y 1 2 L2 \ldiD d“ 1~.J es

bacterianas AS © 5 37
erianas, de las cuales el 53% producian algin tipo de sustancia
& 2 .

inhibidora.

Posteriormente, Dajani et al (1976) detectaron la produccion de
custancias antibacterianas en el 78% de los estreptococos o-
hemoliticos examinados procedentes de muestras clinicas. Estos
autores propusieron el nombre de "viridinas" para designar a dichas
sustancias antibacterianas. Se seleccionaron tres estirpes (S.sanguis
224658, S.mitis 42885 y S.mitis 42991), para comprubar su espectro

de accién.

A las sustancias antibacterianas producidas por cada una de ellas
se las denominé viridina A, B y G, respectivamente. Dichas
custancias mostraron un amplio rango de actividad inhibidora, no
eolp frente a bacterias Gram-positivas, sino también frente a
algunas estirpes (}ram'nr}gétivas como Neisseria  gonorrhoeae,
Neisseria sp., Fseudomonas Sp. Froteus sp., Escherichia coli,

Shigella, Salmonella y Klebsiella, siendo estas unas de las pocas

custancias antibacterianas descritas dentro del género Streptococcus

con actividad inhibidora frente a bacterias Gram-negativas.

Pichas sustancias 1O pudieron ser obtenidas en medio liquido,

aungque si por rctura mecanic: de las células productoras. La

viridina B fue purificada parcialmente, obteniéndose una forma

censible al tratamiento con tripsina y proteasa, asi como al calor

(60°C durante 3V min.).

El fenémeno  de antagonismo bacteriano en Streptococcus

salivarius no es frecuente de encontrar en la literatura cientifica,

slendo en mu casos atribuido a la produccion de &cido acético ¥
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lactict S 1a

lactico. &in  embargo, algunas de las sustancias antibacterianas

producidas por esta bacteria han sido parcialmente caracterizadae
2 caracte 2,

como es el caso del antibiotico de bajo pesc molecular denominado

" pr S g ] [ - N oY 2 1
enocina" (Sanders y Sanders, 1978) descrito en S.salivarius. Dicha

sustancia interfiere con la utilizacion del acido pantoténico.

Estudlos mas detallados pusieron de manifiesto la produccien de

2
verdaderas bacteriocinas por estas especies, como los llevados a
cabo por Tagg y Russell (1981), quienes purificaron una sustancia
antibacleiriana producida por S.salivarivs P, a la que denominaron
estreptococina Sal-P, Dada su escasa producciéen en medio liguido,
esta sustancia fua obtenida a partir de medio sslido mediante
congelacion descongelacion. Se trata de una sustancia proveica con
un tamafio molecular proximo a 8.000, uvy estable a valores axtremos

temperatura (98°C durante 30 mino, y sensible al

on tripcina y proteasa.

custancia se adsorbe inespecificamente sobre receptores

slylas sensibles como resistentes, asi como a membranas de

accion es de tipo bactericida, solo frente a vacteriae
Gram-positivas, tales como estreptococos pertenecientes a los [rupos
i, B: C G, S.salivarius, S.sanguis, S.milleri, S.mitior, S.pneumoniae,
Lactobrcillus lefehmanii, Actinomyces viscosus, L?Grynebacterium
diphteriae Yy Staphbylococcus epidermidis. La infca bacteria Gram-

negativa cencible es Neisseria catarrhalis.

s notable la gran sensibilidad de los estreptococos del grupo A,

i i enac seenas del tracto
y en menor grado, la de otras especies patogenas

. g : y ; =
) g ] \hteriae, S.pneumoniae y otro
respiratorio super for como C.dipkteriae, D

~ ¢ 5 g75) ha discutido la
estreptococos de los grupos C y G. Sanders (197

e indige bucal
posibie contribucisn de les estreptococos de la flora indigena

! X ; cid el tracto nasofaringec ¥
a la resistencila "atural® a la infeccion d

garganta.
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i) v v e . T
El papel ecologlico en la cavidad bucal de otra de las bacterias

rreanpete oy - e y P o g = '} t

pertenecientes a este grupo, Streptococcus mitis, ha sido estudiado

por Vernazza y Melville (1979). Las tres estirpes ensayadas, S.mitls
’ ] - . o " - $

10712, D9 y Dil, producian sustanclas inhibidoras del crecimientn

bacteriano tales como agua oxigenada, acidos grasos, bacteriocinas y
otros inhibldores de alto pesn molecular tdentificados, ejerciendo
una accion antagonista frente a una clerta varledad de bacterias de
la flora bucal, tanto Gram-positivas comc Gram-negzativas,
facultativas y anaerobias. Sin embargo, ninguna de dichas sustancias

ha sido aislada y caracterizada.

kecultados simi.ares en cuanto a preduccién de antibacterianus de
diverso tipn han sido descritos en estirpes de Streptococ millerl
y S.mitior (Drucker y Ncitillop, 19827, especies ambas de importancia
clinica, tanto como acompafiantes como cavsantes de la placa

dentaria

Grupo lactico.-

La produccisn de sustancias con caracter antibiotico en
sz treptococos fue descrita  por primera vez en estirpes

grTupo por Vhitehead y Kiddet (19337, quienes

pertenecientes a esie

aislaron, a partir de leche agria, estiipes de estreptacocos capaces

imi ] ccla i I ultivos
de inhibir el crecimiento y la produccion de acidos en 10s €

: j osteriores
iniciadores durante la tabricacion de queso. ER estudios post

a uno de dichos productores CORO StreptocotCls

5 la naturalez ; ‘ dicho inhibidor.
cremoris, y e Jemostre la naturaleza proteica de

; G -
Mattick Vv Hirsch (1947) aislaron 5.cremori

idor che cultivos
productoras qe sustancias inhibidoras a partir de le y
s ~ ue
 miciadores. Bl inhibidor pieducido por enstas especies, que i
iniciaaores. L B : | s
s mejor estudiados deniro us

denpminado nisina; ha sido uno de lo
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este grupo. Hoy se sabe que su estructura bésica es un polipéptido

e 0 a4 1 e P ;
i 34  aminoacidos, entre ellos restos no proteicos como la

1 = » i 3 £
lantionina, Dbado que en el codigo genético no existen las claves

para la codificacien de aminoacidos no proteicos, Bodansky y Perlman

(1964) sugiriercn que este antibiotico se produciria por mecanismcs

nn ribosomicos, mediante modificacién enzimatica de una forma

precursora © pronisina. Los trabajos de Hurst y Paterson (1971)

confirmaron esta idea.

lLa solubilidad de la nisina depende marcadamente del pH, siendo
insoluble a medida que nns acercamos a la neutralidad. Se trata de
un polipéptido basico con un pl cercano a 10. A pesar de su
naturaleza proteica, es resistente al tratamienio con tripsina,
pepsina, carboxipeptidasa A y clastasa, aunque es sensible a la a-

quimotripsina.

La nisina tiene un espéctro antibacteriano reducido, y no inhibe
bacterias Gram-negativas, excepto a Neisseria, nl tampoco a

a hongos. Los estreptococes mas intimamente

‘:elacimz:f‘.(twa son  los mas sensibles, como Ppor ejemplo S.cremoris.
(abe destacar la sensibilidad de los microorganismos formadores de

espora- tales como Clostridium y Bacillus, tanto en su forma

vegetztiva como esporu lada.

La adsorcicn epbre las células sensibles es un fenomeno altamente

¢ alizan el
dependiente del pH. Dado que los jabones anionicos neutralizan

efectn de es:e antibisotico, se llegé a proponer una acciéon de tipo

detergente cationico (Ramseier, 19507. Estudios mas recientes han
stergente catl

E oc la salida de
demostrado su accion a nivel de membrana, provocando 1 _

aminoacidos ¥ compuestos de bajo peso molecular, ¥ col.apsando \:—31
potencial de membrana (Rubr y Sahl, 1285); su mecanismo de acciorf
ceria, por tanto, similar al del antibictico Pep-5 antes descri‘?o asi
con ios gue comparte ademas cilertas

como otros péptidos bacicos
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Car ii' 1“-““"‘ 1 ll"" 5 7 { .[\ cano ﬁ
Cas ( o OmMO un ]l"vf}d” p], (C E J )J
e J *Ircano a 1(..) un tama 0

molecular comprendido entre 3.500 y 5,000,

Entre ellas cabria citar a la 6-lisina estafilocécica (F
1982), la melitina de veneno de abeja (Terwilliger y Eise;;:i;’
1682), los péptidos basicos de la sallva {HacKay et al; 1984) y de:
los granulocitos de nentrofilos (Selstedet al, 1984), asi como la f-
lisina de las plaquetas (Donaldson y Tew, 1977), La similitud
estructural de todas estas sustancias apuntaria hacia un principio
general subyacente a su mecanismo de accion. Adicionalmente, muchas

de ellas inducen la autolisis en las c2lulas atacadas.

En cuanto a su papel fisiclogico, Hurst y Paterson (1971)
sugieren que, dado que el enzima convertidor de la pronisina en
nisina solo aparece al final do la fase de crecimiento exponencial,
este antibistico podria ser un metabolito secundario sin funcién
especifica alguna. Un segundo punto de vista es el que sustanta que
esta sustancia asegura la dominancla de la bacteria productora
cuando ésta compite con otros estreptococos lacticos. Hirsch (1952)
afirma ..1'4(3 la leche cruda es un sustrato relativamente fresco donde
estos organismos compiten por Ssu colonizacién, utilizando par tal

fin la producciéon de sustancias antibacterianas.

Dado que la toxicidad de esta sustancia administrada por via cral

en organisuos superiores es muy baja, su usc en la conservacion y el

procesado de productos lacteos se e=ta extendiendo progresivamente.

En contraposicion a ‘1o ocurrido con la nisina, el inhibidor

.inic;ialmente descrito por Whitehead 'y Riddet (1033) a partir de S.

ctivo frente a B.subtilis y otros formadores de

ncion. Mas tarde, ODxford (1944) llevd a

cremoric era ina

esporas, ¥ recibi¢ menos ate

cabo la purificacion parcial de una custancia de naturaleza
. cremoris.

3 4 . &
antibiotica denominada diplococcina, producida por »-
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En estudios posteriores, como las llevados a caho

por Davey y
Kichardson (19812 se encontraron, de entre 150 estirpes de
S.oremoris examinadas, 11 productoras de aipiocaccina. El espectro
de accion de esta sustancia estaba restringido a estirpes de

S.cremoris y  S.

lactis exclusivamente, La diplococcina producida por

S.wremoris 346 fue purificada a homogeneidad; en su estado puro era

sensible al calentamiento a 100°C durante 1 min, asi como a diver< s
enzimas proteoliticos (tripsina, pronasa y a-quimotripsina), Su
composicion en aminoacidos demostro un alto contenido en restos
adcidos y neutros, asi como un bajo contenido en aminoacidos basicos,
incluyendo un resto de ornitina por molécula; el peso molecular

estimado a partir de su composicien era de 5.300.

Otros estudios. quiza los mas extensos en cusnto a numero de
muestras unalizadas en estreptococos del grupo lactico fueron los
llevados & cabo por Dobzansky et al (1982), quienes detectaron la
produccién de una gran diversidad de sustanclas antibacterianas
distintas la nisina, para las que propusieron el nonbre de
"lactostrepsi . De 47 estirpes de &.lactis no productoras de
nisina examinadas, todas ellas producian lactostrepsinas, al igual
que el 92% de las estirpes de S.lactis subsp. diacetylactis y el 6%

de S. cremoris. Algunas estirpes producian al menos dos tipos de

lactostrepsinas.

S 5105 res eran
Todas las lactostrepsinas examinadas por estos auto

as P pliticos algunas también a la
susceptibles a 1os enzimas protecliticos, y aigunas

fo=forilasa A y a la lipasa. E1 efecto bactericida de estas

' i > bact s Gram-
sustancias solo afectaba a un ETUupo reducido de bacterias

coce ~onostoc
i species 1a  Streptococcus,  Leuconosioc,
positivas, incluyendo especies Ge D

Bacillus Y f':"'t"f"«.'HJr:fT La mayoria de ellss presentaban una
ac 5 ACt0oDac 5.

con mayor
tividad maxima a pH 5, siendo las unicas bacteriocinas cO y
activid axin H 5, ¢

actividad a pH acido.
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Estos autores diferenciaron a g B
ires diferenciaron al menos 5 tipos de lactostrepsinas,

segun su actividad a pHl 7, inactivacién por

fosforilasa A y lipasa,
espectro de accion y dialisis, Todas ellas requerian para su
produccion medios complejos, como la leche. Dos de ellas han sido
parcialmente purificadas: una tiene un peso molecular de 20.000 y un
pl de 4.8; la otra presenta un peso molecular le 6.000 y carece de

aminoacidos no protelcos.

Grupa D,

L.as bacteriocinas producldas por enter'o::c:cos representan unc de
los grupos de estreptocinas mejor estudiado, Estas sustancias
aparecen a menudo en la literatura cientifica con denominaciones
tales como “m.tr,-r.oc:‘.ima_;“, wenterococcinas", “estreptocinas D" o
"estreptococcinas D", Sin duda alguna, todas ellas forman un conjunto

ias muy heterogéneas, incluyendo ademas fagos defectivos,

bactericidas de peso molecular relativamente bajo ¥

nrimera deteccion de bacte ipcinas en enterococos Sseé debe a

Kijems (1955); este autor, al estudiar la incidencia de bacteriofagos

en estreptococos del grupo D, descubrié la _existencia de otras

i : e los f
sustancias de naturaleza dictinta a la de los 1agos.

Posteriormente Pohonek (1961) estudie el antagonismo exlistente

! 11 1 o ~( P =
vaginalls Y algunos enterococos invasores

entre Lactoba 111

1A iag
96: s analil 1 ywroduccisen de csustancias
Brock et @i (1963), tras analizar la F

4 O e5
antibacterianas por 99 estirpes de coleccion frente 2 19 estirpes
ant acuwel lanhids o =

n 50% -as productoras, con las cuales
indicadoras, encontraron un 950% de razas productoras,

i i Has e caracteristicas fisico~
astablecleron una clasificacion en base a las caracteristicas
v BV L " e L
i : N S : idad al calor
quimicas de dichas custancias, tales comop SU censibilidad i
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al clorotormo y a los enzimas protecliticos, llegando a encuadrarlas

en cinco H[)w';:

Iipo I: las bacteriocinas de este tipn estarian producidas por
todas las estirpes de Streptococcus faecalis subsp. zymogenes, y
serian activas fente a gran numero de bacterian Gram-positivas,
ademas de presentar actividad hemolitica. Todas ellas son sensibles

al cloroformo, pero resistentes al calor y a la pronasa.

Tipo 1I: Froducidss por ciertas estirpes de &.faecalis subsp.
liquefaciens, las sustancias encuadradas en - este grupo actuarian
principalmente sobre enterococos y sobre otras bacterias del grupo
lactico. Se distinguen ademés por su resistencia al clorofaormo y a

las proteasas, asi como por su sensibilidad al calor.

Tipo iIl: Son producidas por ciertas estirpes de OS.faecalis y

S.faecium, y son activas frente a gran namero de estreptococos del

), pero inactivas frente a bacterias del grupo lactico,

exceptuando a Leuconostoc citrovorum. Este tipo de bacteriocinas son
rosictentes al cloroformo y al calor, pero sensibles a las proteasas.

Tipo iV: las custancias antibacterianas prrducidas por clertas
estirpes de S.faecium, Se asemejan a las bacteriocinas de tipo 111,
pero difieren en SU espectro de antagonismo. Son resistentes al

cloroformo, ai calor y a la pronasa.

Tipo V: Este tipo solo se ha descrito en la estirpe proteolitica
S, zymogenes X714, Y tiene un espectro de accien muy reducido. Esta
(= “ (] oo . =

estirpe tambien produce una bacteriocina de tipo L.

En su revision sobre  produccion de bacteriocinas €3
| — ‘ 5 i stingue
Lreptococos 41 reterirse al grupo D, Brandis (1978) disting
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estructura.

En el apartado 1 incluye a todas aquellas bacteriocinas con
estructura similar a colas de fagos. En S.faecalis NTCCB175 se han
encontrado diversos tipos de particulas similares a colas de fagos,
encontradas todas ellas en lisados de células inducidas con
mitomicina C (Bradley, 1967). Las particulas mas {recuentes eran
cimilares al colifago 13, con colas cortas no contractiles y cabezas

llenas o vacias.

En un segunde apartado, Bradley encuadra a aquellas sustanclas
antibacteridnas que presentan un peso molecular relativamente bajo,
citando como ejemplo a la bacteriocina producida por S.faecium El
(Brandis et al, 1965), la cual se presenta bajo dos formas
moleculares denominadas enterocina ELA y E1B respectivamente, ElA
= una molécula basica con un tamafio molecular cercano a 10.000,

nte al calor y sensible a la tripsina, y representa el 90% de

ia actividad total detectada en los cobrenadantes del cultivo. E1B

seria una particula con un tamafio superior a 4x10% (Kramer ¥y

Brandis, 1975).

Ambas formas tienen un espectro de accion similar, afectando a

estirpes de Streptococcus faecium, S.faecalis, §&.salivarius ¥

Listeria monocitogenes, y actian inhibiendo la sintesis de proteinas;

ninguna de ellas tiene efecto litico.

Finalmente, las bacteriolisinas o lisinas encuadrarian dentro del
tercer grupo. La estlrpe S.faecalis subsp. Zymogenes ¥14 (Brock et
oI Cer f |

al, 1963) produce una bacteriolisina que posteriormente se ha

{dentificado con la hemolisina producida por la misma estirpe (Brock

v Davie, 1963). Esta custancia seria un agente que produce la lisis

incspecifica de membranas.
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Resultados similares fueron descritos por Jacob y Hobbs (1974),

quienes encontraron dos estirpes de S.faecalis subsp. zymogenes, JH1
S

y JH2, respectivamente, productoras de una bacteriocina con
actividad hemolitica, al parecer idéntica a la producida por la
estirpe XI4; asi mismo, estos autores demostraon qﬁe dicha actividad
pstA codificada por los plasmidos pJHl y pJH2, respectivamente, los
cuales son capaces de autotransferirse a ntras estirpes de
G.faecalis no  hemoliticas, posiblemente mediante conjugacion.
Curilosamente, la anica diferencia existente entre S.faecaiiz y la

cubsp. zymogenes es que ésta es hemolitica.

Un nuevo tipo de hacteriocina seria la descrita por Bottone et al

(1971), producida por G faccalis subsp. zymogenes. Dicha sustancia se
diferenciaria de las descritas previamente, spbre todo -por Su
espectro de accion, presaentando una marcada actividad {frente a

Diplococcus ppeumonice |y frente a todos los enterococos no

hemoliticos ensayados, asi como algunos estreptococos del grupo

viridans.

Esta bacteriocina tendria un Ppeso molecular inferior a 30.000,

siendo sensible al calar (80°C durante 30 mind Yy resistente al

cloroformo y a la tripsina. Aunque esta bacteriocina también va

asociada a la actividad hemolitica, difiere de la hemolisina-
bacteriocina perteneciente al tipo I de Brock por su resistencla al

cloroformo as: como por su espectro de accion mas reducido, lo que
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descritos por Brock el al (1963),

Asi, por ejempio, Nakagawa (1979), al estudiar 121 estirpes de

ru"’t'_'\_ DCOCDE sl T 1 p

streptococos del grupo D procedentes en su mayoria de muestras

humanas, seleccionoe cuatro estirpes preductoras, S.faecalis 810 y
' . o =

R o ™~ o Fi = . £ < ) 5
£E23, S.faecalis subsp., zymogenes E6 y S.faeciuw 834, Todas las

bacteriocinas pudieron ser detectadas en medio liquido en cultives

en fase exponencial y ninguna de ellas era inducible. Todas ellas
eran estables en un amplio rango de pH, y resistentes a la
irradiacion con UV y al tratamiento con nucleasas, acetnﬁa. etil éter
y SDS. Todas eran sensibles a la tripsina. Las bacteriocines S31% y

E23 tenian un tamafio de 290.000 y 310.000 respectivamente.

Los estudios llevados a cabn ccn posterioridad por Nakagawa y

Matsuo (1981) pusieron de manifiesto que la estirpe S.faecium S34
produce una sustancia con actividac a-hemolitica y una bacteriocina,
ambas separables fisicamente, con pesos moleculares de 220.000 y

30.000, rw—;-m:tivzmente.

Otra de las sustanci’s antibacterianas producidas por S.faecium

os 1a bacteriocina descrita por Harasawa et al (1980), producida por
una estirpe obtenida 2 partir de heces humanas. Se trata de una
molécula de un tamano cercano a 90.000, sensible a los enzimas
proteoliticos y 2 la g-amilasa, pero resistente a la lisozima, urea

6M vy cloroformo, asi como al calor (100°C durante 60 min.). Esta

sustancia er marcadamente  activa frente a  estirpes de

Bifidobacterium asi mismo €s activa frente a algunas ecpecies de

Lactobacillus, Streptococcus morbillorum, Peptostreptococcus

. 5 , ks ; g Bino e 2
caccharolyticus, I apaerobius, F. DB1ger, Ruminococcus — torques,

Coprococcus eutactus y Clostridium septicum.
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con A tamano cercano ¢
In tamafio cercano a 9.000, carente de actividad hemolitica y co
2 B n

un ecpectro s accl estl i i
pectro de accion restrirgido, principalmente a enterococos
5 0S8,

aunque tambie i e e T .
que tambien inhibe a Corynebacterium butyricum Staphylococcus
5 ¥ 2L . ¥ &

aureus | y Micrococcus luteus NCIB3166, pero no a bacterias Gram-

negativas,

Esta sustancia antibacteriana es sensible a pHs extremos, tanto
-

Acidos comc basicos, y a enzimas proteoliticos, aunque resiste el

calor (80°'C durante 15 min.; (Kramer et al, 1983), por lo que se

podria encuadra dentro del giupo 3 propresto por Brock et al (1963).

En un eotudio iniciado en nuestro laboratorio sobre produccion de
custancias antibacterianas en enterococos se analizarbn 90 estirpes
bacterianas procedentes de muestras clinicas, la mayoria de ellos
aislados de infecciones urinarias, exudados de heridas, esputo,
exudados vaginales Yy sangre, asi como en muestras de heces ¥y

meconio (Galvez, 1984,

ia identificaclon se realizé en base al crecimiento en Bilis-

Geculina y en Nall 65% Para la identificacion de especies y
subespecies se utilize el sistema API 10-Strep (API System, S.A.,

Francia) junto con pruebas de hemolisis y licuacion de la gelatina.

Se ensayo la pI sduccién de antagonistas del crecimiento frente a

faccalis S-6 y FEscherichia coli U-9. De todas ellas se

Streptococcus

opncontro, una VeI descartada la inhibicién por acidos orgéanicos,

neroxido de hidrégeno O fagos liticos, un 36% de estirpes

i
productoras de algun tipo de sustancia antibacteriana de tipo

bacteriocina, activas frente a la estirpe indicadora S-6, pero no

frente a FBooll U-9, a excepclon de la ectirpe S-48. Entre las
estirpes productoras  S€ encontraron especies de G.faecium (37,
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Saurans ;¢ (s subs ecall
_ subsp. faecalls, zymogenes y liguefaciens

Wadlvez et al, 198%),
& ol

Asi mismo se establecieron cuatro grupos en base a su
antagonismeo «cruzado, encontrandose diferencias notables con los
tipos establecidos por Brock et al (1963). Asi, el grupo A incluiria
a aquellas estirpes productoras con un espectro de accién mas
amplio, afectando a la mayoria de los enterococos ensayados. En este
grupo se incluiria la estirpe S-48, activa f{rente al 100% de los

enterococos,

El grupo B incluiria a un conjunto de estirpes productoras con un
espectro de acclon bastante homogéneo, afectando al % de las

estirpes de enterococos utilizadas comc indicadoras.

( ectaria formado por estirpes activas también frente
ol v de las indicadoras, pero con um patron de inhibicién

completamente distinto al grupo B.

Por ultimo, el grupo D in~luiria a todas aquellas estirpes
productoras con un espectro de accion mucho mas reducido, que eran

activas solo frente al 1-1.5% de las indicadoras.

S5-86, en todos los casos S€ detecto

A excepcien de la estirpe

sutoinmunidad. Estos gI'PpeS mostraron por otra parte una gran

heterogeneidad en Su respuesta a las diversas pruebas bioquimicas

pfectuadas, sencibiiidad al calor, cloroformo y a la pronasa, asi

como en cuanto a su difusién a traves de membranas de dialisis con
un limite de exclusion de 10.000; 12 de estas sustancias difundian a

través de dichas membranas.

El 64% de estas sustanclas antibacterianas Se producian en medio
entre todas ellas destaca la producida por

lw_luido pHI-T1. bDe
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Streptococcus faecalis subsp. liquefaciens 5-48, Esta estirpe se
caracterizo desde el principlo por ser la Gnica en mostrar una
actividad antlibacteriana {frente a microorganismos Gram-negatives
(E.coli U 2), asi como por su actividad freate a todos los

enterococos ensayados,

Los estudios de caracterizacion preliminares, llevados a cabo con
extracrtos crudos obtenidos en medio BHI-T por precipitacién con
sulfato amenico al 60%, indlcaron que se trataba de una sustancia de
bajo peso molecular, comprendido entre 2.000 y 10.000, sensible al

: s
calor (70°'C durante 30 min.), al pH basico (por encima de 9) y a los

elﬁm.l‘f? protenliticos (tripsina, pronasa y proteasa), pero resietente

a la lipasa, lisozima, DNAasa I, kNAasa A, as1 como a los disolventes
organicos y al 2-Mercaptoetanol., En su forma parcialmente
purificada, esta sustancia mostraba un amplio espectro de actividad
antibacteriana, tanto frente a bacterias Gram-positivas como Gram-
negativas; su accion frente a S.faecalis subsp. zymogenes S-6 era de

tipo ba
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trabajo desariroils € & il o : M
i desarroilado a lo Jargo de la presente Kemoria
a dos objetivos principales: el primero de
a purificacion y caracterizacion de la susiancia
-able del efecto inhibidor producido por aia

faecalis subsp. liquefaciens S-48 frente a un

bietivo se plantes el estudio de los efectos

custancia sobre las células sensibles, de cara a

hle mecanismo de accior.

nrimero de los objetivos era primordial

de purificacion adecuado, al objeto de

o aquellos componentes de los nedios de
a mayor interferencia en la purificacieén,

permitiendo ¢ 1a vez la obtencién de un rendimiento adecuado en

cuanto a cantidad del producto final obtenldo.

ora obligatorio disponer de fracciones con el mayor
de  pureza para  pro eder, en primer lugar, a Su

carac |zacien. A tal flr sf aplicarian las técnicas analiticas asi
como ptras pruebas fisicas y quimicas OpoOl tunas para cbtener una

idea zlobal sobre st naturaleza, composicion ¥ ectabilidad frente a

diversos agentes.




primer objetivo nos permitiria abordar el
tabilecerian  inicialmente las condiciones
ogienio a microorganismos Giam-positivos y

neyativos representativos, al objeto de aplicar sobre ellos los

diversos tratamlentos y pruebas bioléegicas que nos permitirian

conpcer, por una parte, los diversus aspectos concernientes a la
accien hactericida y/o bacterinlitica de esta sustancia, factores

que infivyen en la mizma y cinética de accién.

Finalmente, ol estudio de la accisn de este -inhibidor sobre las
srincipetes rutas blosintélicas celulares nos permitiria, junto ccn
acum:iados, pronunciarnos en favor de un

onocreto.
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M ICROURGAN ISKOS

Como microorganismo producter se utilize 12 cepa 5-48 de
Streptococcus faccalis subcp. liguefaciens, procedente de una muestra

ciinica (Galves, 1984),

Los wicroorganismos seasibles mas comunmente utilizados fueron
Straptococcus faescalis subsp. liquefaciens §-47, Escherichia coli U-9
511 K-12. Otins microorganismos utilizados para establecer el
espectro de inhibicion son los recogidos en las ;I'ablas 7, & 9 y 10,
Todos los  enterccocos ensayados fueron aislados a partir de
muestras clinicas en el Servicio de Racteriologia de la Ciudad
Sanitaria " Vir gen de las Nieves" de Grarada. El resto de las
bacterias ensayadas pertenecen a colecciones de cultivo tipn o bien

ccion de este Departamente.

2.~ HEDRIOS DE CULTIVO
2.1~ Medlos de crecimiento.-

BHI

Fue el medio liquido mas comonmente utilizado { Infusién de

‘ e el s;ramos  por
4s toraera; Bol), cuya composlciomh e P

e fosf sdirn (TanReac) 0.15
destilada (BEHD © tampen fosfato sodino (Fankeac/

cerebro-corazon
litro de agua

¥ pH 7.2 (BHI-T) es ia siguiente:
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Infusion de cerebro de ternera
Infusion de corazon de buey
Peptona de gelatina

Cloruro sodico

Fosfato disedico

Glucosa

Para su uso er forma solida, fue suplementado con agar
(Hispanagar) al 2% (BHA). Para las experiencias de incorporacion de
precursores marcados, este medlo se diluyé 1:15 en el tampén

anterior, v se suminisiro con glucosa (PanReac) al 1% (BHI-DIG).

caldo infusién de Tripticasa-soja (Hispanagar) fue empleado
nara el crecimiento de diverscs microcrganismos. Su
comprsi gramos por litro de agua destilada es:
Peptona de caseina

Peptora de soja

Cloruro sodico

LB

El caldo de Luria Hertani fue utilizado para el crecimiento de

Mycobacterium ¥ Nocardia. Su

Micrococcus,

Bacillus, L}m_yuebm:ter.ium,
litro de agua destilada, €S la siguiente:

composicion, er gramos pnr

Bacto-criptona (Difce?
Extracto ae levadura (BRL)

Cloruro sclico (FanReac?
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Fue utilizado  especiiicamente

para el crecimiento de
mixobacterias, Su composicién en gromos por litro

de tampon fosfato
potasico 10 nM pH 6.5 es:

Bacto-casitone (Difco)

Sulfato magnésico (PanReac)

Medic enpleado para €l crecimiento de Rhizobium melilcti,

Composicien en gramos por iitro de agua destilada:

Glucosa (PanReac)
Iriptona (BBL)
Extracto de levadura

Cloruro calcico dihidratado (PanReac)

Mueller-Hinton Agar ME-T)

Este medio, suministrado por BBL, fue el empleado como capa base
para el ensayo de la actividad antibiética. Su composicion, en

gramos por litro de tampén fosfato sodico 0.15M pH 7.2 es:

Extracto de carne
Hidrolizado acido de caseina
Aimidon

hAgar
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 AMGVB

Se utilizo para el crecimiento de E.coli K-12 en las experiencias
de actividad blologica, Es una modificacion de los medics minimos
M6E3 y M9 (Miller, 1972), con la sigulente composicion, en gramos por

iitro de agua destilada:

Fosfato hipniﬁ%ico {Pankeac)

Fosfato monopotasico (PanReac)
Sulfato aménico (PanReac)

Sulfato ferroso heptahidratado (Merck)
Sulfata magnésico

Glucosa

Tiamina (Sigma)

BHI

la tiamina, el sulfato magneésico ¥ la glucosa fueron

esterilizados por filtracion.

KTY2XH

Es .el medio descrito por Harold ¥ Van Brunt (1977) para el

] y [ usencla de te , membrana. Su
crecimiento de 5.faecalls en ausencla de po,encial de 5

‘ it o sti 5 ente:
composicién, en gramos por litrc de agua destilada, e la sigule
20
10
10

Triptona
Extracto ce levadura
Glucusa

 Fosfato bipotésico

HEPES (Merck)

pH final = 7.8
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NG

El medio .e Lindengren et al (1958) fue utilizado nara el
crecimiento de Saccharomyces cerevisiae. Composicion en gramos por

litro de agua destilada:

Extracto de levadura (BBL) : 4
Peptona‘de carne (Analema) A 3.6
Glucosa 10
Fosfato monopotasico . 0.2
Sulfato magnesico 1
Sulfato amonico : 2

pH final = 4~-4 .5

2.2~ Medios para regeneracion de protoplastos.-

DAR3

Fete medio (Chang y Cohben, 1979) fue utilizado para la

regeneracion de protoplastos de S.faecalis. Composicién en gramos

por litro de tampon fusfato potasico 0.02 X pH 7.3:

Casaminoaclidos {(Difcol ' 5

: Extracto de levadura 5

\ Glucosa 5
P Succinato soédico (Merck) 95
g Cloruro magnesico heptahidratado (Merck) 4
” Albomina bovina sérica (Sigma) B3
&

Agar

éri rsterilize [ acie e adiciond al
La albumina sérica se esterilizé por filtraclom y ©

medio en sobrefusion B0°C:.




METODOS

OYPD

er 2 Al ardo
Permite la regeneracion de protoplastos de &.cerevisiae

Composicion en gramos por litro de agua destilada:

Glucosa 20
Extracto de levadura 10
Peptona de carne 20
Sorbitol (Merck) 146
hgar . 20

Este medio se empled como capa base. la sobrecapa contenia

Scrbitol 14.6% + agar 2%.

2.3~ Medios de producclén.
BRI-T

Uno e los medios utilizados para la produccion del antibiotico
AS-48 fue el BHI-T, antes descrito, o con las modificaciones
especiticadas en la Tabla 1, encaminadas a la reduccién de ios
compont =8 peptidicos 2 cambio de sumlnistrér otros nutrientes,

principalmente glucosa, de forma que interfiriesen menos en 108

posteriores procesos de purificacion a la vez que incrementasen los

titulos de actividad antibliotica obtenidos.

Como norma, en todos los medlos de produccién la concentracién

final de tampcn fosfato sodico (pH 7.2) empleada fue de 0.075M.

o) :,7
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Hcdjn complejo NG

Ha sido el medio normalmente utilizado para la produccion de AS-

48. Su composicion, en gramos por litro de tampon fosfato, es la

sigulente:

Casaminoacidos

BHT

Yeast Nitrogen Base (YNB, Difco)
Glucosa

Sulfato magnés.co

Preparacion del medio: Todos sus componentes se disclvieron en
pgua destilada (1/10 del volumen final) calentando suavemente, y se
esterilizaron por filtracien a vacio a traves de filtros de Millipore
de. 0.45 pm de diametro de poro. Esta solucien fue utilizada
inmediatamente o almacenada en oscuridad a -20°C. Para su uso fue
diluida diez veces en tampén fosfato soédico 082 M pH 7.2

previamente esterilizado en autoclave.

Otras modificaciones de este medio se describen en la Tabla 1.
Las variantes ensayadas fueron principalmente la corcentracien de

glucosa y la custitucién del BHI por otros digeridos proteicos.
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Medio minimo MM

Su composicie 5 i
composicion, en gramos por litro de tampon fosfato, ha sido
sfato,

ligeramente modificada con respecto a la descrita

Snell (1981).

por Guirard y

IL-Alanina
L-Arginina
L-Aspartico
L-Asparagina
L=Cisteina
L-Glutamico
L-vlutamina
L-Glicina
L-Histidina-HC)
L-lsoleucina
L-Leucina
l=Lisina-HC1
L-Ornitina
‘L~Metionina
I.-Fenilalanina
L-Frolina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptofano
L-Tirosina
L-Valina
Glucoca

YNB (Difcol
Cloruro amonico Hmﬁma}
Cloruro potasico

Sulfato mngn@mi~ﬂ
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Preparacion: lodos los aminoacidos (Sigma) se disolvieron por

adlcion  sucesiv ; flos } S i
+ de  pequefios  volimenes de apua  destilada y
calentamiento osuave. Las fracciones insolubles se separaron por

centrifugacion y se voivieron a lavar con agua destilada, El

precipitado final se disclvio a 60°C mediante acidificacion y

posterior neutralizacion de la solucién. El resto de los comp nentes

se disnlvi’ separadamente en agua destilada. Una vez disueltos,

todos ellos se esterilizaron por filtracion, Fara ®uw uso, este

preparado fue diluido hasta un volumen firal de 1 1 con tampén

fosfat.(j sodico 0.82 M estéril.

3.~ CONDICIORES CULTURALES

loe cultivos fueron incubados en reposo a 37°C, a excepcion
Feeudomonas reptilivora  N-5, Fseudomonas aeruginosa,

clpacae CEC1194, Nocardia corallina, Corynebacterium

glutamicum CECTBO ¢ Saccharomyces cerevisiae (28°C en reposo), ¥y

Khizobium meliloti, Myxococcus coralloides D y M.viresceus. (28°C en

nuestras en anaerocbiosis ce lleve a cabc en

: , i
jarras de anaerobliosis provistas de un sistema generador de una

atmosfera de He y Gl (L& Pack, BBL).

imic produccic L fotico.
3.1.~ Curvas de crecimiento y produccion de an’i

A teniens jedio de
-n]'“i[:mi- o bien nefelomelros conteniendo 1

i v L L U = i } a
J 1 riil TOr 1noc jjd 15 al con la. raza 11“11(, da
Cu L 2 L

fi TR steriormente
; . 18h an el mismoy medio; ¥ POSv
previamente cre ida durante loa en . :

andiciones ’]’1\*-'!1;—1(1_!'?. A l”f{"]‘-.’ﬁl{)‘__: ]9:&{\1](}!95 de
incubados en condiciones af R
1NnCube . 5 ~

hidoz de los culti. s @ la
tiempo o€
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longitud de onda adeciada en un fotocolorir-tra Spectronic 2()"{)‘

(Pausich & Lomby, vy ee retiraron alicuotas de los mismos, las cuales
tueron centrifugadas inmediatamente para eliminar células. Los
sobrenadantes as: obtenidos se ajustaron a pH neutro mediante
adicien de NaOH diluido, y se ensayaron, blen directamente o bien
concentrados, para determinar su actividad antibacteriana por la

técnica de los pocilles.

lLa concen‘racion de las muestras se lleve - cabo bien mediante
evaporacién a vacio a 40°C en un Rotavapor R (Buchi), o Bien
mediante una célula de ultrafiltracién (Stirred Ui.cafiltration Cell
N-52, Amicon) provista de wuna sembrana filtrante (Diaflo
Ultrafilt ation Membrane type UMO5) con limite de exclusion  de
500d, La fi.traclén se forzo suministrando una sobrepresion de Nz de

50 psi.

ENSAYO Y VALORACION DE LA ACTVIDAD ANTIBACTERIARA
4.1~ Epnsayo ¥y ‘valoracién.

El ensayo de la actividad antibacteriana se realizo sigulendo la
técnica de r.lllf_ue;iun en pocillos (Tagg ¥ McGiven, 1971). Para ello se
utilizaron placas de Petri conteniendo una capa base de 10 ml de

medio MHA-T (en el casO de S.cerevisiae, tanto la capa base como la

sobrecapa contenian medio NG) con la superficie bien seca, ¥ saobre

ellas se depositaron pocillos estériles de acero inoxidable de 8 mm

ferol 1 ca 6 c ar
de alametro. Seguidamente & vertieron sobre '1 placa © ml de ag

purificado (BBi.) tamponado adicicnado de 0.1 ml de um cultivo en

( a5 E.coli se
i ' ter ans , (en el caso de =.CO
fase estacionaria de la bacteria sensible

tomd 0.1 ml de la dilucion 1/10 de dicno cultivol).
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1 VEEER o : R

Una vez solidificada la sobrecara se retiraron los pocillos
8 '

quedando los huecos correspondientes, en los cuales se depo-ité 0.1

ml de la muestra a epsayar. A continuacien las placas se dejaron en

proedifusion durante 1h a temperatura ambiente, v se incubaron

nuevamente a la temperatura deseada. Tras 18-24 ' de incubacién se

midl6 el diametro del halo de inhibicién producido alrededor de cada

- muestra.

La titu' -~ien de las muestras se llevo a cabo por ensayo en
pocillos de diluciones serialas de las mismas, Se consideré como
Unidad Arbitraria (JA) la ccncent.r‘acién de & !ibiétic. capaz de
producir un halo de inhibicién de @ mm de diametra (minimo halo
apreciable) sobrea una capa de agar inoculada con 3.8x10® UFC de
S.faecalis £-47 & 3x107 URC de E.coli U-9. El titulo de actividad,
expresado en UA/ml, se definie como el inver=o de la dilucion que
contenia una UA. Como actividad ecpecifica (AE) se utilize la

relacien UA/pg de proteina.

2. Determinacion de proteinas
Se uytilizé el método descrito por Lowry et al (1951).

Reactivos (Merck):

A) CO-Na. al 2% en NaOH O.1N

B) S04CubH:0 al 5% en agua destilada

G Tartrato de Na-K al 2% en agua destilada

D) Reactivo de Fenol al 50% en agua destilada.

~i6n € € solucién B 4 1 de
Se mezclaron 5 de solucisn C con 1 ml de sO ¥

: : S 0
agua dp‘-tilfidﬂ; 1 ml de la dilucién I‘C’.‘?JUltﬂntG se adiciono sobre 7}
ak e L

ml de esta mezcla se adicions a 200 pl de la

nl de solucion K]
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a2 amblente durante

olucion D, agitando

temperatura ambienta

La concentracion de

de una curva patron construida
ciones ser i.ada-‘i- de una solucion

de proteina por ml,

intercambio dionico en ¢ ndiente de

Sephadex EN-25 (Pharmacia Fine
intercambio catidnico. El gel fue

o

tampen fosfato sodico (.02 M pH 6.2

100°C (o bien durante 48h a 4°C);

con tres volumenes

Lo sob:enadantes de los cultivos de

a temperatura ambiente (20-25"°C) ¥ =8

S.faecalls

cobrenadantes se mezclaron en bafio en
i."-".‘ Wi

' ce agitaron suavemente durante 30 min.
roporcion e agliar

decantar durante 60 min. y se retiro

Postericrmente el gel St d¢

s . PmDpE tado una columna
3] spbrenadante. Seguidamente el gel fue empaquetadno en UR

R ol
jo vidrio de 6x110 cm y lavado conm tampon fosfato sodica 0.02 M pt
de vidrio de 6x}1U C1 b

rbido al gel. La elucion se

de

. 3 ¥ ¥ Y
6.2 hasta retirar tndo el material no ad

1 F ‘(' is0¢ . i‘(‘,ﬂ
$ ti\'l" de 300 ”'1/11 (7} l!t f)ndu un }‘j,Tail:nt‘:' 150CI ¢
reaillZo C AT Lt (a AVELY. HES

as sigui soluciones:
G1, a partir de las siguientes soluci
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(2.000)ml)

a cabo con aglitacion utilizando una

P-3 (Pharmacia Fine Chemicals), A

stalaron un detector de luz ultravioleta
onectado a un registro (Chopper-Bar Recorder
or de fracciones (Uitrorack Fraction Collector
cropatografico fue el utilizado en las

exceptuandn la de fase reversa.

Cromatografia de intercambio iénico en gradiente de pH.-

1%x30 cm rellena con C waaetil-

tampon fosfato sodico 0.2K pH 5.2.

a, la columna se lavdé con un volumen

adiente de pH se genero por mezcla isocratica

inicial v 45 m) de tampon fosfato sodico 0.2K
bomba de tres canales. La elucion se lleve a

fluio 5 ml/h. Se recogieron fracciones de 2 ml para

actividad y medide

Cromatografia de exclusiéon molecular.~

) U i A 1 £ [ b & i B 10 } hd 1acl 1‘ ine it} ca )
= L Ll 1 B = - ) A ic1la - {, mi ]S
1 i > cO 5, ) bl G | i 2 ! | ]L 1]e (19 1as glumnas Be
e L% 2 b2 on i }J‘ 1 L 0 oI J E 1 mna

recomendaciones de ia casa suministradora. La

realizo siguix-l;"!c clas :
acatato sodico 0.09 M pH 56 ¢

elucion se llevo a -abo con tampon
t[atffllii[}[';@s de 5 ml

ujo de 30 ml/ -acox iéndose
NaCl 0.4 4 un flujo de SV ml/h, recog

para su ensayo.
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ae  excluslion molecular también  fue utilizada

aproximacion al tamafic molecular de AS 43. Con
wtilizaron columnas de 1x47 ¢m rellenas con Biogel P-6,

19, respectivamente (Pharmacia Fine

llevo a cabo con agua destilada + NaCl 0.4

un flujo de 3 ‘h. En todos los casos se aplicé 1 ml de
conteniendo de peso molecular comocido (0.4 mg/ml)
antibiotico purificado.. Los, patrones utilizados fueron;

wina (67  Kd), quimotripsinégena (@25 Kd),

citocromp € (12.8 Kd) <{(todos de Serva);

insulina 9.0  Kdl insulina (3.4 Kd), bacitracina (14 Kd) 'y

polimixina B (1.25 Kd) (bigma).’

5.4.~ Cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC).-

vmna Aquapore (-4 (Srawnlee, Ca.) de 0.2x4 cm
ular de tamafio medio ae particula de 300 A. En
*’.n','a:-:.r,;,rmu. 100 pl de muestra, Como tampen de
ion se utilize TFA (Merck) 10 mM; tras la
tra- se establecio LIn gradiente isocratico de 0

opanoliacetonitriio (Merck) (2:1, viv) a un flujo de

Se utilize un equipo cromatografico provisto de los siguientes
o i P y

médulos: dos bombas peristalticas de alta presion (Waters 501 HPLC

91 gradi s (Waters Automated Gradient
Pump?, un programador de gradientes (Waters 3

: ! . 2
Controller? un detector de luz ultravioleta (Waters 490
v AU L ¥ 3 - - L :

' 0 ide e registro de
wavelength Detector) y una unidad de regis

Programmable Multi

datos (Waters 740 Data Modulel.
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YO Blect: ofuresis.

b g ¥
2.5.1.- Determinacion de la carga neta a plt neutro.-

wobre una capa base de 3 mm de espesaor conteniendo aEnr
]

puriiicado al 2% @ depositaron pocillos de acero inoxidable

esteriles, v a continuacion se vertié una nueva capa de 4 mm de

espesor contenlendo agar purificadeo al 0.75% + BHI al 15% Una vez

spbrecapa 'y retirados los pocillos, en los huecos

itaron 200 pl de una solucién de antibietice cuye

stado a 7.2, Posteriormente la placa fue sometida a
stante de 250 mA durante 2h a 4°C., Como tampon
capa base y sobrecapa se utilizé tampén fosfato
Finalizada la electroforesis, se retlro la

pocillos, y el gel se deposito en una placa

El despilzzamiento de AS-48 se puso de manifiesto
bioléegico. Para ello, la placa fue inoculada en
estirpe indicadora adecuada, e incubada a 37°C para

recimiento de la misma,

55.2- Determinacién del punto isoeléctrico.-

Se utilizaron minigeles de acrilamida (Pharmacia Fine Chemicals)

fol neradoras i : die ntre 3.5
conteniendo anfolinas generadoras de un gradiente de pH entre 35 ¥y

R i
9. Tanto el desarrollo como el revelado de la placa se realizaron d

R o
i quipo de B esis Pharmacia FPhast
forma automatizada en un equipo de elactroforesis Il

System {(Pharmacia Fine Chemicals).

_ v
= 7 -3 Cloma o
Alternativamente se construyeron geles de agarosa (Sigma) al 2
i {al) ig 24 pH 10.6. Este
conteniendo tampon glicina NaOH (Sigma) 0.2K pi 10.6. Es

; s elec 5 a electroforesis de la
tampon se utilizé para los electrodos. La  elect

4 = - U ce
previamente ajustada a PpPh 10.5, e

muestra, que habia 6140
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prativane e o ;
orriente constante de 250 mA durante 2h. Tincion y

simultAncamente durante 18h en

metanol:acético:agu o ‘ ;
metanol:acéticoagua conteniendo azul de Coomassie G-250

(Kerck) SyAD je : | ié
Kerck mezcla de decnloracién contenia

metanoiacéticoiague

HbH.3.- Electroforesis en geles de Poliacrilamida.-

Pricedimiento a.

ie comprobar la homogeneidad de las fracciones obtenidas
llevé a cabo una electroforesis en gel de

ndo la metodologia descrita por Laemmli (1970).
conteniendo un gradiente de poliacrilamida del 3

(0.1%) (Sepragel, Ma.), de lmm de espesor. La
‘bisacrilamida fue de 20:1 (p/p). Como tampon

utilizé una mezcla de Tris 0.025 M, glicina c.192 M

de Sigma), a un pH final de 8.3.

matografia se realizé suministrando una corriente constante

de 150 mA hasta que el indicador de frente (azul de bromofenol

A

(Merck? 0.02%) alcanzo el extremo terminal del gel.

i ~ctroforesis -poedi pvelado de
tna vez finalizada la eleciroforesis se procedio al rev li

la misma mediante fincién con plata, segun la técnica descrita por

'orro et @ 1082). Los geles se fijaron en una
Merrill et ai, 1981 ¥ Forro et al (19827, Lo gel ‘

: L i ante 40
i { ~tanc 5% 4 acético 10% (Probus) durante
mezcla cor teniendo me tanol 45% act A

? 562 avy =] : = : e5 t. Hid ard el ‘lmi 18 E].
min. o= L ] aron jalnk AN 1,” m .Htp co1 1Fua kl = 112 P 3 nar

e it € v fe roterio 31 te s & arg 0 @1 () | de &

exceso li 2 di £ enLe. lU‘J‘ s jormente bE & perglero o § J ] c (e}
& - 2ht s 1 1 1€ ¥ ur

; %) durante toda la noche 8
e glutaraldehidc (Merck) durante

\,;CLU{ Jf)h A2
t{‘n} Qr s = nt 1 e 3 f]’i‘\' 171 ka C \ a0 fueron
I‘it jra al 1 Nt 1 ¢ ‘j LACLION mi F, 1€ ,i\‘a. Y 1 E}
C .} 2L A\ 4 1 = o ® i
C =P =] I J = J c) ]. [!Ff
1 ¥ { ]. = v i = 3 j 1 ‘ & enaf . 4 m ?
: )) I i( Nné SOLu I i) lt ni
I = I [ b
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8%, 2 ml

Probus) y agua destiladas

laron  incubar durante 30 mir. a temperatura
magnetica. Finalmente se efectus un lavado

gal,

50 molecular utilizados fueron: fosfolipasa b
(94 }*;‘1‘. albumirs o e birivins 4 i 3
lbumina erica bovina (67 Kd), ovalbomina 3 Kdy,
anh i & by v 1 ( 4 ihid !
inhidrasa <arboni (40 Kd), inhibidor de soja para la tripsisa (20

Kd)» (LMV Calibration Ki%, Pharmacia Fine

Procedimiento b.

metodologia descrita por Swank y

para proteinas pequefias, modificada de
icion: acrilamida 14%, bisacrilamida
(Sigma) 0.1%, persulfatc amsnico

-HC1 0.75 M pH 8.8. Antes de adicionar el
la mezcla fue desgasificada a vacio
vertido en tubos Pyrex de 05 x 75 cm ¥
del mismo tampén en que fue preparado para

contacto ¢on el alre.

E] tampon para los electrodos contenia Tris 0.05K, glicina 0.35M,

DS 0.1% a un pH finul de ©.0. Las muestras se calentaron a 60°C
durante 15 min. en la siguiente solucion. urea (Sigma) 48%, SDS 1%,

2-mercaptoetancl (Slgma) 1%, Tris-HC1 03 M pH &.8. Se utilizoe un

peso molecular (MV-SDS-17, blzma)

(16.95  KdJ,

juego de patrones de ba jo

conteniendo los siguientes péept idos: mioglobina
mioglobina (I+1D (14.4 KdJ, mioglobina (I (8,16 Kd), nioglobina
. i v Lot

(1) 6.21 Kd) y mioglobina (1ED). 2 Bl Kal




i

sometidos a usn preclectroforesis

corriente cnstante de ]

tectroloresis se npji;*.'.

A ' { it 4 i
durante 90 min., hasta que el indicador de

extremo termipal del gel. Fijacion y tincién se

a simultanea inmersisn en

de Coomassie G-250 (0.25%) durante 18 h.

-aboc mediante lavad sucesivos con metanoliacetico:agua

CARRCTHRIZACIUR FISICO-QUIMICA

Sensibilidad a diferentes valores ae pil.-

purificado - conteniendo

adicion de scluciones

11 e incubadas a

se igualaron

6.2~ Sensibllidad a la temperatura.—

ilicuotas  de purificado conteniendo

incubaron en un

7 y s8

proteina/ml se ajustaron a pH

las muestras se

y 80°C durante Seguidamente
minar la actividad residual,

ensayaron para determil

1 mhA/gel.
frente

realizaron

metanoliacéticoiagua (5:1:5)

37°C

los

enfriaron

NETODOS
durante 20

Fara ei

Na corriente constante de

alcanzo
de

t azul

La decoloracison se lleve a

(2517 Bi75);

200

pg de

concentradas
durante 2h,

volumenes

200 pg de

bafio a 60, 70

y se
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Andlisls térmlon di forencinl.

abo mediante caleorimetria diferencial de barrido

calorimetro DASM-1K  (Privalov et al, 1975). La

mi} contenia H2% proteina/ml de tampén

" B pi 4 + NaCl 04 M, Este mismo tampén fue
utilizade para el barrido. de linea base. Para el calibrado del
aparato se suministro una sefial de 50 pW de potencia durante 5

idad de barrido fue de 2K/min.

6.4, Iratamientns.  enzimaticos y  sensibilidada o ctros
(.(Im})U(".Y‘.'i%.

iestra purificada de AS 48, conteriendo 260 pg

on incubadas en presencia de los siguientes

stancias gquimicas ‘todos ellos de Sigmal en 1as

indlcadas:
min, a &'

¥
i |

I..':'_ ﬁ‘,'-‘
Lisozima (]

; ¥ _ 7 e 1 e
Neuraminidasa (I U/ml, U min., & i i T {*H h.6)

Fectinasa (¢ mg/ml, 60 min. a 37°C, pH 7)

o 7 90 7
f-Glucosidasa (3 mg/mi, min. & 37°C, pH it}

j 3 U/ Gl H 7)
f-Glucuronicasa (100G U/ml, 60 min, a 3 i1

{ ) ] -S04 20 mM, pH 8)
Fosfatasa alcalina (05 mg/ml, 30 min. a 37°C, Mgbla < P

i 37 gS0a 20 mM, pH D
DNAasa 1 (0.3 mg/ml, 30 min. a 37°C, MgobUa ke P

il A 00 fml
Cardiolipina (300 pg/mi/

Sps (1.015%)
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ormente por

ae incubhacis f ki~ o
indicados, las muestras se
minar su actividad rezsidual. Para detectar el

.!,’}D!]?H’.; cobre las f_f_)ju‘i.:lf" o llevaron a

Espectro de absor cion.,

pectrofotometro Hitachi 100-80A de doble haz,
realizo un barrido entre 400 y 205 nm de
muestra problema se utilizé AS-48 purificado

on  bicarbonato aménica 0.025 N pH 7,

ccmo referencia, asi como para el

(.:mn;-n';ir:i(;n en aminoacidos.—

as fracciones purificadas mediante HPLC fueron sometidas a una

100°C durante 18h. La hidrélisis se

hidrolisis acida en HCL 56 N a
llevée a cuabo en una atmosiera de N- sigulendo la metodologia

(en prensa). Una vez liofilizado, el

o

propuesta por Iiménez y Tomas

hidrolizado fue disuelto en »?%,am-o]:ngua:s?i‘.anolamina:}“ll(, {(Merck)

20 -4n; 20 pl de esta

(7:1:1:1) a temperatura ambienie durante

enlucien fueron inyectados en un autoanalizador de aminoacidos
Chromaspek K-J-180 pr oviste de una columna (yano (IBM) de 25x0.45
cm. Como patrén, e inye taron 20 pl de una solucién estandar de

aminoacidos conteniendo 100 pmoles/pl de cada aminoacido.
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PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

7.1, Curvas de supervivencia.

bacterla correspondiente en fase logaritmica de

crecimiento m adlcionados de la concentracion adecuada de

intibietico, e utilizaron soluciones purificadas de AS-48 obtenidas
mediante cromatografia de Intercambio iénico y posterior elucisn en
Biogel P lisueitas en tampon acetato sodico 0.05 M pH 5.6 + NaCl
ictividad especifica de 25 a 2.8 UAs 47/pg proteina,

filtracion: dicho tampon fue utilizado como control

Bl volumen de antibiotico o tampon adicionado fue

del volumen del cullivo,

AT v E.coll K-12, la adicién de antibloticc se

cultivos alcanzaron una densidad celular entre 0.6

{ormadoras de coleonias (UFC)/ml. La evoluciéon de

de este modo con AS 48 se sigulo mediante

y recuento de células viables. Fara ello, a

ce retiraron alicuotas de 0.5 ml de cultivo ¥y

luyeron en solucion salina (NaCl 0.85%) estéril a 4°C. De las
diluciones adecuadas se retiraron, por triplicads, alicuotas de 0.1
ml para siembra en placa. £l valor medio del numero de coloniac

1 in 2 56 111 par aloular el
crecidas tras 18-24h de incubacion se utilize para calcular

jabl ante ; & 5 ar tida.,
numero de células viables presentes en ja suspension de partid




Acclon de diferentes apentes

actividad bacteriolitica y bactericlda de

influencia de la

cultivos fueron

antibioti

L

de AS-48

termicos;

en

a

cabn a 337G,

compuestos quimicos fue

fie

Alternativamente se
f. f |!_

e

estos casos, la

icos  y quimicos sobre la

5-48.

temperatura de incubacién en

incubados a la temperatura

ensayd la

sometidas a

incubacion en

ron adicionados, junto con

i, en diferentes condiciones de tlempo, a cultivos

crecimiento de

valinomicina (G.8

como el

disueltos en

utilizo

inhibidor

EDTA

S.faecalls 5-47.

(10

DCCD {2

mM), gramicidina D
de AlFasa
metanol.

0.33 Los

mi) (Sigma).

ensayaron en forma de las siguientes sales:

15 mA),

nM), sulfato o

mM), sulfato de

farroso

Como  agentes inactivantes de AS-48

2.5 mg/ml),

}:rm._-'er..llgE;Lr;u"-;. pronasa B

(0.4 mg;’.’?}]); otros agentes zados

cardiolipina de corazon de buey

Sigmal,

clorurec

cloruro

5

el

iz

calclco (25 mM),

da cinc ( 25 nmhl,

(125 miY, cloturg

de

cobre

mM) (todos ellos

utilizaron los . enzimas

i

proteasa (2.9 mg ‘i) y tripsina

Shs  (0.015%)

4

(tpdos ellos de

fueron

5 pg/ml)




NETODOS

Adsorcion  del  antibiotico sobre ctlulas y fracciones

subcelulares,

7.3.1.~ Sobre celulas enteras.

partir de cultivos de §S.faecalls S-48, 5.faecalis S-47 3 B.coli
eciendo en fase logaritmica con una DOezw=0.1 se tomaron

y se centrifugaron a 4.000xg a 4'C. Las celulas

ntrifugacion se resuspandieron en 0.2 ml de tampén

e incubaron con AS-486 (37 UA=—_a7/ml) a 4°C

omo control se utilizé antlbiotico disuelto en

sma  concentracion., Post '.rm'c«‘n!,e, las células se
centritugacion y se ensayo la actividad antibacteriana

=nbrenadantes.

S.faecalis S-47 fueron

48 durante 1, 5, 10, 15 y 30 min. a

la capacidad de las células muertas por
Las condicinnes experimentales

teriormente; el tiempo de contacto fue

7.3.2 - Adsorcion scbre paredes y membranas.-

: - v membranas celulares se llevé a cabo
la obtencion de paredes y membranas celulales

los descritos por Kawamura y Shockman

tomando como base los protoco

(1083) y Kobayashi et al (1978).

s gaannlis S-47  con  uha
e tomaron. 100 ml de cultive de &.faecalis © 47 {
el LOdaaal U 4
2 celulas

a 4.000xg durante 2¢ min. Las

Ds=a=0.2 ¥ 86 sentrifugaron
l ‘ ol sfato sodico 0.15 M pB
fueron resuspendidas en 10 ml de tampén fosfato sodi P




onldos (50 watios/ml) en ; 30

ultrasonidos Branzon Sonifier B l2. Las

e Eee por centrifugacien a 4.000xg

brenadante se dividie en cuatro alicuotas: estas

';"”'\Hg‘“"”r"t'? 30 min., obteniéndoze en el

paredes celulares. Los sobrenadantes resultantes se

volvieron a centrifugar a 47.000xg durante 60 min, obteniéndose en

los sedimentns las membranas celulares.

celulares recogldas por centrifugacion fueron

durante 20 min. para inactivar a los enzimas

por centrifugacion fueron

ia destilada (control)
agua destilada (pesos secos)
(o0 pg pr ot/nml)

(50 pg prot/ml) + 0.1 mg PMSF (Sigma)

fras 20 min. de incubacion a 37°C, se volvieron a centrifugar a

Como control de sedimentacién se dispuso

47 .000xg durante
i i b1 ne spdime = 3
un tubo conteniendo 200 upl de antibiético. Los sedimentos obtenidos

de tampon fosfato sodico 0.075 M pH 7.2.

se pendieron en 200 pl

sobrenadantes se ensayaron posteriormente para

vidad antibiética residual.

~ ce llevée a cabo en crisoles de

e SEC0%

La determinacien de pesos

{fi revi , tarados. La deshidratacion de las
porcelana vitrificada previamente lara los. La

' 80 d ~ 24h
iguld en 1 -no a 120°C durante Z4h.
muestras se consigulo en un hoOrno ¢




Ensiayo sobre protoplastos.
Protoplastos de S.faecalis §-47.

obtencion de protoplastos se realize siguiendo la metodologia
: o

por ©Smith (1985), Cultivos en fase estacionaria fueron

por centrifugacion y lavados dos veces con agua destilada.

las células e recuspendieron en STE {(Sacarosa (Merck)

pi 8, EDTA 5 mM, NaCl 50 nM, Liscozima 1 mg/ml
incubaron durante 1 h a 37°C, tras lo

)25 durante 20 min. El sedimento fue

0.76M, Sulfato magnésico 20 mM,

Esta suspension, contenlendo un 70-80% de

dos alicuotas. A una de ellas se le

tampon control. Ambas suspensiones se

a evolucion de su densidad optica. A

-o retiraron alicuotas de 0.5 ml, a partir

diluciones seriadas en ©SNTB;

fueron sembradas en medio DM3 para la

Protoplastos de K.coli K- s 3

I e sigule el Ppr ocedimiento
ara E : I

i it I (assoul "34‘ Far [~ al L1 0a ), La ‘[‘ﬂ'"'t(l‘l ]Ir"l l.'l(‘”l([ldf.”a fup_
descrito po I L : 18Fdn L i

” i

ida en MMGVB hasta aicanzal 1a fase estacionaria., Las células de
crecid: 1 MMGVE ; lcanz

16 lavadas dos

o 1A 1T -{fugaclion ¥
10 ml de cultivo fueron I'e ogidas por centrilugAac y

[ Aamente ce transfirieron a 4°C y se
Vece m agua destilada. Seguidamente se transfirieron 4 y
veces U oagua ( 345 i 1 .
I'F (Tris-HCI H 8. sacarosa 20%
ndiero . sen v as TESL (Tris=HC1 50 nf pH O, Sacalt b
resuspendieron ¢ L0 pl . ‘
i insubaron a 0°C durante 10 min. A
lisopzima . -
a suspension
continuacion
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Iris-RC1. .50

eran recogidos por
upendidos =2n 8 ml de
alicuotas, a las que se
tivamente. Tras sucesiva

de la densicad optica de

Frotoplastos de Saccharumyces ceorevisiae.

tomaron cultivos de S.cerevisiae 3.2 con

la obtencion de protoplastos

centrifugacion y lavadas dos

el primer lavado se retiraron 0.5 ml
ontroi células intactas). El resto de
centrifugar (segundo lavado: y e
igual al inicial de EDTA 100 mM, MES
;o incubaron en agitacion

retiro una alicucta para

tratadas EDTA-DIT). Seguidamente las

'aron con sorbitol 0.6 M, MES 20 mM

i A
Lave

t citrato-fosfato sedico 0.01 M ph

AT n

mM + novozima 234 (b .u BioLabs) 1.6

agitacion a 28°C durante 3o min,

~-ubando seguidamente en og z

obtenidos se recogieron por centrifugacioen y se

yrotoplastos

pendieron en sorb tpl 0.8 M, De aqui se tomaron dos alicuntas

it y tampén control, respect ivamente, a 28°C.

incubacion

Jas células intactas

conteniendo
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ae protoplastos se depositaron 0.1 ml de
oricrbBitol O f e IR R T i
roitol 0.8 M) sobre placas conteniendo

la cual se vertic a continvacion una

agar al 2% mantenida en sobrefusisn a

Incorporacisén de precursores marcados a macromoléculas.—

Experiencing en S.faecalis 5-47.

wron ine A‘w‘t‘-n-m:% en medio BHI-DIG hasta alcanzar
momento se les adiciono el precursor marcado
final de: 25 uCi/ml. A los 5 y 30 min. de
lel precursor se retiraron alicuotas de 300

ml de TCA (Probus) al 6% frio. A los 30 min,

ido en dos alicuotas; a una de ellas se le
~oncentracior final de 8 UA=-a-/ml y a la otra

de tampon control. A los 15, 30, 60, 90 y 12C

e retiraron alicuotas de 300 pl y se

Tras dos horas de precipitacién en hielo,

sobre filtros Whatman GF/C (Whatman

varon cinco veces con 5 ml de TCA al 6% en frio. A

{{ltros fuerton secados y colocados en viales de

eristal, a los que se adicionaron 10 ml de liquido de centelleo. Los

i i A itk Viauide loc
viales se midieron en up contador de centellec liquido Beckman
fue del 23% para el *H y del 85%

C

L370500 . La eficiencia de contaje

~ontenia, por litro de tolueno: PrO, 4 g;

E1 liquido de
isar » spluci
on() mz {(todos ellos de Merck). Antes de usar, esta solucion
18h a 4°C en opscuridad.

a agitacion magnética durante
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midieo Ja tasa de incorporacion de
cuando los cultivos alcanzaron unpa
lotes: a uno de elins se le adicione
tinal antes mencionada, y al otro un

umen equivalente e ?'(!nu"‘;; control. A 1loe tif-mpgg el .

artir de la adicion de AS-48 se retiraron alicuotas de 300 pl de

ambos cultivos y se incubaron durante 4 min. en tubos precalentados
conteniendo (6- 'Hitimidina 4.8 uCi/ml; actividad especifica: 21
Ci/mmol), 5 HWiuridina (266 pCi/ml; actividad especifica; 48
Cifmmo Y. 6 L , D 'Hileucina (4.8 uCi/ml; actividad especifica: 120
ellos de Amersham [Intl., plc.,, Inglaterra).

tiempo  de incubacion, la Incorporaoir’:n se

ml de TCA al 6% frio. Las muestras se

nielo durante 2h, y posteriormente fueron

rocesadas comn en el caso anterior,

izo siguiendo la metodologia

€

Se midio la incorporacion
a los grupos N-acetilo de Ilos

a cadena de peptidogiicano (Dezelee y

en fase logaritmica con una DOez0=0.2

1-'4C)Acetato sodico (8 uCi/ml; actividad

los 30 min. de incubacion se adicioné AS-

tiempos deseados se retiraron alicuotas de

tubos conteniendo 4 ml de TCA al 6% frio.

Seguidamente los tubos se calentaron a 90°C durante 6 min. ¥
contenido se recogié en filtros Whatman y

dejaron enfriar. Su
lavée cinco veces con 5 ml de TCA frio. A continuacién los filtros s

i 3 mi tanol al 75% durante 10 min. luego
lavaron primero con < de etanol al 75% dura v ¥ g

con 10 ml de tampon

fosfato sedico 0.1 M pH 8; los filtros se

jepositarcn en tupos conteniendos 2 ml de una solucién de tripoits
depositarcn ¢ U b
: ssfato sédico), y se incubaron
fresca (1 mg/ml del mismo tampon fosfato soédico), ¥y S
Cold A i
aro = ~AaT ') e
1 t ki B tras lo cual se volvieron a colocar en el
durante 3h a 3¢ %, tras i 545
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mservando
and inicial ¥y ©a  lavaron
ml de etanol puro y 2
Ltivamente. Sepuidamente es eecaron y
la determinacion de 'a radiactividad por el

anteriormente.

H.ooll B-12 -

E.coll X-12 fue crecida en MMGVB hasta

0.08. En ese momento se adicionaron los

15, a las sigulentes concentraciones finales: L- (4,
(5, 6-"Hluridina: 2 uCi/mi; (6--H)timidina:

i mesg)-2, 6-Diamino (6-°H) pimélico (meso-BAP):

30 min. de incubacion, cuando el cultivo alcanzé

di6 en dos alicuntas, a las que se adicione AS-

v *tampon control, respectivamente. A los tlempos
I )

alicuntas de 25 upl y se diluyeron en tubos

% frio; a continuacion se siguleron los pasos

1fo anterior.

ieucina se realizo una experiencia paralela en

fueron hervidas durante 15 min. en TCA 6%.

el marce de la pared celular, las muestras de cultivo

o5 pul; en este caso, la

retiradas {fueron

: 3 14 11t d AN y ¢ (,“\‘:_: - ) o
incnrporacisn se detuvo dilucién en 4 ml de SDS al 4% en

s § -, i ol o t ‘r .
caliente. A continvaclon 1as mucstras se hirvieron durante 1% min

= ilize todas  las roteinas celulares, permaneciendo
para solubllizal odas 5 prot elulare per mane
' : celul » esta forma se elimina la
insoluble tan solo la pared ce Jular. De esta forma i

i 3 ( F g roteinas debida a su
posible incorpora ion  del meso-DAF a prowel i

las setras a deiaro -iar
transformacion en lisina. Finalmente las muestras € jeiaron enfriar,
, apg al
i : Ihatman v se lavaron con 20 ml de SDS a
se recogleron ev filtros Whatman y ose ld I
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cual ey oexd e = ks <
Agule el proceso habitual de secado

i f

la radlactividad retenida en los e

1

Para medir la tasa de ineorporact
meair Ia tasa de incorporacion, a cultivos creciendo en

MMGVB con una DO..o=0.1 se les adicions AS-48

@ una concentracien
final de 200 UA, «/mi. A los tiempos deseados se retiraron alicuotas
de 100 ul (500 pl para el meso-DAP) y ce incubaron durante 3 min.
en tuboe precalentados que contenian precursores marcados a las
zigulentes ‘.'(;).nu:\n!1:1'.’1('mrfr: finales: (5, 6-"Hjuridira: 4 uCi/ml; (6-
Weimidina: 8 pCi/ml; L-W, 5-"H)leucina: 8 uCi/m}; y (OL + mesp)-2,
66-"H,DiAP: 4 pCi/ml, La iacorporacion se detuvo por adicién de TCA
al 6% en hielo, o bien SDS al 4% en caliente para el meso-DAF, Los
pasas siguientes dal procesado fueron los descritos para el marcaje

continu

7 6.~ Efecto del antibiotico AS-48 sobre otros parametros celulares.-

Kedida del consumo celular de Uz.-

S.{aecalis 5-47 creciendo en BHI-T con

Un mililitro de cultivo de

gt DO-we=0.1 fue llevado a “un electrodo de 0= (Clark Oxygen

Electrode, Yellow Springs Isto conectado a un registro. (Omni Scribe

Recorder, Houston Inst.). La incubacién se realizé con agitaclon en

un reciplente termostatizado a 37°C (Techne-Circulator €-100). A los

ié ce le adicionaron, -mediante una

30 seegundos de incubacion

20 pl de tampon acetato conteniendo 8 Uhs-az

microjeringa adosada,

de AS-48.

E.coli K-12 fue crocida en MMGVB ha=ta alcanzar una Dezea=0.1. Bl

» scr . antiblotic 5
proceso de medida tfue idéntico al descrito. El antiblotico s&e

i4n final de 200 UAu «/ml.

adicione a una concentrac
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1y oy i P i
t0.2.- MKedlda del contenido celular en Ra® y K*

Sa im Y4 W i : : -
Nalt reallzo e acuerdo  con el método descrito por lep\{i -

i o
Hinsdill (1895). Los cultivos de la estirpe indicadora se incubaron
hasta alcanzar una DUs:o=0.1. En ese momento fueron divididos en
dos alicuotas: a una de ellas se le adiciond AS-48 (8 Ube_.»/mi) y
a la otra tampon control. A los tiempos correspondientes se
retirarcn alicuotas de 2 ml y se recougieron las células sobre
filtros de Millipore (045 pm de didmetro de poro), que fueron

lavado: inmediatamente con 10 ml de sacarposa 025 MW 1iria.

:‘.q's\f!“j_f_l.:lm": nte las ll:i"l'.”,'] = fueron I'{Jf'l.l’f‘x]‘l"nd idEiS en 2 o de agua

bidestilada. Un mililitro de esta suspension se retiro para
3508 Secos, y al otro se le adicione &cido

concentracion final 1 M y se calento & 100°C

vez fria, esta fraccion fue centrifugada a

para retirar la materia solida residual. El

nida fue diluido bhasta 10 ml en agua bldestilada;

en ienes Na' y Kb lue determinadc mediante un

tro de emicién PYE-Unicam SP-1900.

7.7~ Ubservacion de las c6lulas tratadas con AS-48 mediante

microscopia clectronica.—

cn utilizo el método descrito por Clawson 'y Dajani (1970) con

»

liperas modificaciones. Tanto las células tratadas con AS-48 como

recogidas por centrifugacion y lavadas dos

los controles fueroh [

veces con tampon fosfato soédico o2 ¥ pB 7.2..4 continvacion se

id - al 2.5%
resuspendieron en Glutaraldehido (Merck) al 25% en &l

Y 6 : 1 i e % 1 en € piente.
C 1 1NncC al 1 d'LH’( i v il L P' ytura a 1 t
17 ily

i 7 3 as  GE 1COg 1€ wor centrifugacion y &€
Posteriormente, las células se recogieron |} g

Lampo 05 ' -ante h, tras lo cual ee
lavaron tres veces COR tampon fosfato duran 1 b,
glvieron a centrifugar. Loz sedimentcs S€ resuspendieron €n 0s0a
Y vierohl - : % L
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(Sigma}) al 1% en agua destilada, ce incubaron dur ante I “h @»
temperatura ambiente, y se recogieron por centrifugaciéen. La
deshidratacléon se lleve a cabo mediante incubaciones sucesivas en

soluciones de acetona (Merck) del 30 al 100%, con dos pases en

oxido de propileno (Merck), prevics a ia inclusién en Epon 812, Para

la obtencién de cortes ultrafinos se utilizé un Ultramicrotomo
Relchter-Jung FCAD. Los cortes fueron contrastados con acetato de

uranilo (Merck)

saturado durante 10 min. y con citrato de plomo

(Merck) (1 min.). La observacion de las muestras se llevée a cabe en

un microrconio electronico Zeilss 10-C,
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L.~ ESTUDIOS PRELIMINARES SOBRE EL ANTIBIOTICO AS-48

1.1~ 'i’tLutnc_ién de la actividad antibiotica.-

Cuando e ensayaron por el método de los pocillos diluciones
seriadas de una solucien de AS-48 parcialmente purificada, se
observs una relacion logaritmica entre el didmetro del halo de

inhibicion producido y la cantidad de antibiético presente en la

-+

muestra ensayada, frente a las estirpes indicadcras OS.faecalis S5-47

y Eco:id U-9, las curvas obtenidas se muestran eu la Fig., 1, y son
cimilares en ambasc bacterias., Estas curvas fueron coniirmadas con

purificadas de antibiético, y permiten una valoracién
directa dei titulo de actividad de cualquier muestira a partir del
diametro del halo de innibicien producido sobre una capa continua

ectandar de la estirpe indicadora.

1.2.- Medivs de produccion.

De entre todos los medios liquidos de crecimiento ensayados, el

caldo Infusion de Cerebro-Corazon (BHI-T) fue en principio el mas

de AS-48. Sin embargo, el alto

adecuado para la produccion

5 teic e forma
porcentaje en digeridos proteicos de este medio interferia d

co consldero

;'!rf,:r:ozo de purificacien, por lo que

considerable en el

necesario modificar la concentracicn de estos nutrientes en. el

. ptros c a glucosa.
medic. sustituyéndolos en parte por otros como la glucosa




RESULTADOS

l se muestra la influencia de 1la glucosa en los
y A UC0E = =)

medios P produccis I ¥ ! { I
df de produccien. Tanto en BHI como en el medio complejo MC, la
A

concentracion Gptim: B i
icentracion optima fue del 1%, mientras que concentraciones

superiores llegaron a inhibir la produccion. Asi mismo, la adicien
Si mismo,

1 Y - o o TR
ae MgS0s a medios conteniendo gluco=a favorecic 1la produccion de

torma significativa.

{ ) it s el v e :
El medio complejo MG fue disefiada para obtener la maxima

actividad antibacteriana suministrando cantidades minimas de
nutrientes. Un punto importante en este sentido fue el satisfacer la
variedad de requerimientos nutricionales de los estreptococos,
principalmente en lo referente a cofactores, mediante adicisn de

preparados ricos en vitaminas, como el YNB,

Asi mismo se intento sustituir el BHI por otras peptonas, sin
conseguir en ningun caso niveles de produccion equivalentes a los
obtenidos cuando dicho medic complejo era suplementado con BHI, ain

oncentraciones del 0.1%. El medio que mejores perspectivas ofrecia

obstante, de cara a la purificacion de AS-48, fue el medio minimo
MM, sbido fundamentalmente a 1la naturaleza dializable de
abenlutamente tndos sus componentes. Sin embargo, este medio fue
desestimado debido al mayor coste y laboriosidad de su preparacién,
asi como a su menor rendimiento en cuanto a actividad

antibacteriana, seleccionAndose, por tanto, el medio MC para la

produccion y purificacion de S5-48.
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Actividad (UA/ml1)

| R T T e T
15 20
Diametro del halo {(mm)

T

i lact 5-48 snte a las estlrpes
Fig. 1.~ Curvas de +itulacien de AS-48 frente a la stirp

o

y [ T simk g B 2 ool B9
indicadoras S.faecalis &-47 (simbolos en  negro) ¥ B.cr

(simbolos en blance).
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fabla 1.~ Produccion da AS-48 en diversos medios de cultivao. Tras

*Wi-}ﬂ incubaclion, los sobrenadantes fueron concentrados a 1/5 de su

volumen inicial y ensayados por la técnica de los pocillos,

Actividad

Medio de crecimiento azimb UMy w/ml

(Glucosa

(Glucosa

(Giucosa 4%)

(Sin Sulfato magnesico)

(Sin BHI; + Casitone 0

( : Phytone

( . + Peptona soja 0.1%)
{ . + Peptona carne 0.1%)
( . + Triptona 0.1%)

5% + YNB 0.14% + Glucosa 1%

Casitone D%

M -~ 2
Extracto levadura 1% * Glucosa 1%

MK
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1.4~ Cipetica de producclion.
se muectra la curva de crecimiento de la estirpe

productora §.faecalis subsp. liquefaciens 5-148 en medio MNC.

Itaneamente se representa la cinética de produccién de actividad

antibacteriana trente a las estirpes indicadoras &S.fsecalis subsp.

7

liquefaciens S-47 y FE.coll U-9,

La actividad inhibidora frente a S-47 comenze a detectarse a
partir de las 3h de incubaclion, alcanzando un maximo a las 8h,
seguido de un ligero descenso en horas posteriores. Esta pérdida de
actividad no fue contrarrestada cuando se adicionaron inbibidores de

M.

=6 detecto pérdida de actividad alguna cuando
suwentos de ceélulas fueron reincubados a 37°C, ni
mezelados con  sobrenadantes de cultives incubados

por lo que fue considerada improbable la liberaclen

ad ‘inhibidora frente a E.-oli fue detectada mas

o e
tardiamente, v sigulo una cinética soimilar a la de S 47. Dicho

cor consideradc real, eino debido a la mayor

retraso no puede
requerida por esta bacteria para su

concentracinon de antibiotico

inhibicion.
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UA/ml

Densidad Optica a 620rm

[ ¥ |

4 5
Tiempo de incubacion (h)

Fig. 2.~ Gurvas de crec ) y produccion de AS-48

v Fegld U779 & ®——e ) en medio

'

frente a S.faecalls 5=47

complejo BC. Los sobrenadantes 1ueron concentrados a 1/10 de su

por la técnica de los pocillos.

inicial ¥ ensayados

volivmnen
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PURIEICAC IOR

o :
2.1, Condiciones de crecimiento de la bacteria prouuctora.-

De acuerdo con los datos expuestos en apartados anteriores, la
roduccion de antibiotico se lleve a cabo en medlo KC, incculado al
4% con un cultivo en fase estacionaria crecido en este mismo medio
a 37°C en reposc, [ras 8L de incubacién, las celulas fueron
retiradas por centrifugacion a 7.000xg durante 15 min, y los

sobrenadantes se conservaron a -20°C o -70'C hasta su procesado.

Determinacion de la carga neta a pl neutro.-

pocillos excavados en una placa de electroforesis preparada
velado biologico (Métodos, 55.1) se colocaron 200 ul de
~ultivo concentradcs 200 veces cuyo pH habia sido
neutralidad. La placa fue sometida 2 un campo eléctrico
posteriormente con la estirpe sensible adecuada,

tras =u crecimiento un desplazamiento del halu de

hacia el polo negativo, tanto en el casa de la estirpe

indicadora S-47 como en U-9 (Fig. 3);

la carga neta positiva de AS-48 a pH

Ecte resultado indicaba

neutro. ldénticos resultados se obtuvieron cuando la experiencia se

realizo a 85, si bien el halo de {nhibicién obtenido fue mucho

' i ivacion parci a AS-48 a dicho pH.
menor, debido a la inactivacion parcial de AS 4 p
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de la carga neta de AS-48 a pH neutro.

Fig. 3.~ Determinacion
vy posterior revelado

[ras ser sometido a una ‘electroforcsis

de innibicién, tanto en E.coli U-9 (A) comcC en

blolégico, el halo
poio negativo,

aparecio desplazado hacia el

iva de AS-48 a dicho pH.

S.faecalis S-47 (B,

indicando por tanto la carga posit
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»3J.o- Gromatografia de intercamblo iénico.-
Se realizo a partlr de los sobrenadantes de los cultivos de la
estirpe 5-48, segun se describe en Métodos (5.1). Para ello ce
mezclaron en bafio 54 1 de sobrenadante con 2750 ml de
Carboximetil-Sephadex CM-25 previamente equilibrado a baja fuerza
ienica. Una vez realizada la adsorcion, el gel fue montado en una
columna de vidrio y lavadc con 4 i de tampon fosfato sbdico 0.02 M
pli 6.2 para eliminar los restos de medioc de cultivo no adsorbidos,
Fara la elucion del antibiotico se aplicé un gradiente continuo de
NaCl entre 0 y 2 M (Fig. 4), a un flujo de 300 mli/h. A la salida de
la columna se recogieron fracciones de volumen variable para ensayo

de su actividad antibacteriana.

El antibistico queds fuertemente retenido en el gel, eluyendo a
una concentracion de NaCl cercana a 1 M. Tras este paso de

purificacien se obtuvo una recuperacién préxima al 80% (Tabla 2J,

aumento significativo de actividad especifica (de 0.066 UAs-

srateina v 0.015 UAu-«/pg proteina en el extracto inicial a 2.5

As/pe proteina y 0.63 UAu-s/pg proteina en las fracciones mas

puras, respectivamente), que Supone un factor de purificacion de 38

v 29 con respecto al extracto inicial.

i iotic o o quedo
Asi mismo, la mayor parte del antibiético recuperado ¢

recogido en un volumen 1/50 respecto del inicial, a la vez que s

obtuvieron fracciones con altos titulos de actividad antibacteriana.

es coloreados del medio

Cabe también comentar que los component

i = > s0.
de cultivo quedaron practicamente eliminados en este pas
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4000 F1 f5 FI0 Fl& 7000

Volumen (m1)

Fig. 4.~ Cromatogratia de intercambio ionico en Sephadex CH-25

de los sobrenadantes de un cultivo de S-48 en NG 54 1 de

sobrenadante fueron mezclados con 5750 ml de gel. pa eluclon se

lleve a cabo en una calumna de 6 x 120 cm en T. fosfato sodico 0.02

M pH 6.2 con un gradiento lineal de NaCl de O0oa 2 B -~/ 2 R

flujo de 300 ml/h. Absorbancia a 280 G b e actividad
antibacteriana frente a £ faecalis 5-47 (o—0 ) ¥ Hooli U-9 (e—e ),




Tabla 2.

Fraccion

Volumen

{mi)

54,000

E. crudo

: s ;
Lavado CM-29 g

UA

E. crudo

1134, 000

270,000

Purificacion

totales

[

Carboximetll Sephadex CH-25

de AS5-48

Proteina

{pg/ml)

113

128

196
405
660
740
OK0
G6H 0
500
160

132

.
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mediante cromatografia en

UA/m]

Act. especifica

5-47

U-9

105
200
250
140
1000
1320
2400
2300
750
160
14

0.015

Recup. Factor purificacion
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3y g ' 5 :
2A4.- Cromatografia de exclusion molecular

A ~Aees Ve - e G % o & :
Las fraccion activas obtenidas mediante Intercambio ionico,

bien directamente o bi concentra s tre ic
I amente o bien concentradas mediante ultrafiltracion o por

evaporacion a vacio, fueron cromatografiadas en columnas de Biogel
F-6, obteniéndose perfiles de elucién como el que se nuestra en la
Fig 5. 8i bien todas las fracciones obtenidas mediante intercambio
ionico presentaron un unico pico activo en idéntica .posi.cidn tras la
cromatografia en Bingel P-6, las primeras fracciones eluidas de CH-
<% presentaron una mayor contaminacion que se trédujm en un aumento

(e

de los picos no acciivos én Biogel P-6,

lanto la actividad antibacteriana frente a S.faecallis S-47 como
frente a B.coli U-9 eluyeron en un solo pico bien .definido; este pico
era mayoritario en el cromatograma, indicando el alto grado de
purificacier obtenido mediante el intercambio ionico. De ahi que el
aumento de actividad especifica y por tanto el factor de

purificacion (1.2

ybtenidos no fueran muy elevados (Tabla 3).

Las fracciones activas obtenidas en Biogel P-6 fuerom
stografiadas en idénticas condiciones (Fig. 6), volviéndose a
obtener un pico idéntico, con un factor de purificacién de 1.05 con
respecto al pase anterior (Tabla 4). En ambos pases se recupero

alredecor del 70% de la actividad presente en la muestra aplicada.

la simetria de este pico en cuanto a su D0.no y actividad blolégica

apunt.::m' hacia un alto grado de pureza para la fraccién activa asi

obtenida. Por todo ello se comsldero que las fracciones obtenidas

mediante CHM-25 y posterior elucién en Blogel P-6 poseian un grado
| los estudios

de pureza suficiente como para Ser utilizadas en

posteriores de actividad biolégica.

Jo U
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( UA/m1)

|
|

Actividad

Y

n° de fraccion

J\K\Mﬂ

VO/
T

Fig. b. Ferfil de elucien de las fracclones mas activas

procedentes de CH-25 en una columna de Biogel P-6 (25 x 40 cm);

como eluyente se utilize T. acetato sedico 0.05 M pH 5.6 + NaCl 04 N
a un flujo de 30 mi/b. Absorbancia a 280 nm { ~— 3 actividad

antibacteriana frente a S.faecalls §-47 (0—0) ¥ E.coli U-9 (@),
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Tabla 3.- Puriiicacion de AS-48 mediante cromatogratia en Bidgel

Fracecion Proteina Activ, especifica

(pg/ml)

105
750

1200

2400

UA totalies

Biogel P-€ % Recup. F. purificacion

21600 17045 78.91

5400 4355 80,00
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Actividad {UA/m1)

12 24
n® de la fraccion

Fig. 6.~ Segunda Crcmatug'r'aﬁa en Biogel P-6 de las fracciones

activas obtenidas tras cromatografia en este misme tipo de gel . Las

condiciones experimentales fueron las mismas que €n la Fig. 5

Absorbancia a 280 nm ( — ) actividad antipacteriana frente a

S.faecalis §-47 (0—0) ¥ E.coli U-9 (e—e).
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Tabla 4. - Sepundo paso de AS-48 a vravés de Biogel P-6,

Fraccion Froteina Activ. especifica

Cpst/ml )

Srdf - U-9

UA iotales

P~6 (1) P-6 (1) % Recup. F.purif,. F.purif
P-6(1)/F-6(11) final (%)

1.08 48.48

H=47 8775 6385

56.66
-9 22h0 1605

i ; wspeci fica
i , extracto crudo inicial/ Act. especi f
(#): Act. especifica extrac s
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Intercambio i6nico con gradiente de pi.-

Lon - objeto de comprobar la ﬁr.mmgf*m:eiriad de 1as fracclones
puriticadas mediante filtracion en Biogel P-6 ce realizé un nuevo
paso por CH-25 utilizando esta vez un gr'adiénte de pH para la
elucién, tal como se describe en Métodos 5.2. Para ello se
adsorbieron 200 pg de proteina purificada sobre una columna rellena
con Carboximetil Sephadex C(M-25; la columna fue eluida con un
gradiente continug de pH entre 65 y 85 ((Fig 7). La eluciéen del
antibistice tuvo lugar a un pd de 7.75; se obtuvo un solo pico muy
bien definido, con una actividad especifica de 3.29 para S5-47 y 0,80
para i_lmli-} Cabe sehalar que cuando se utilizaron tampones con una

molaridad inferior a 0.2 M el antiblotico guedo retenido en el gel.

85 0.2

.

N 8 & . 9

T i
n® de Fraccion

29 2 a5 acclones
Vig. Y FPerl {1 de elucibn en CH-20 de las fracclon
' ‘ c 1 onte de pH
rcialmente put ificados de AS-48, trag aplicar un gradie p
rf':l Cli (A 8 11s = sy 1:tiv1dad
t 65 vy 85 (0 O 4 abeorbancia a 260 nm ¢ ER
entre 0.t :

antibacteriana ( W\ J.




RESULTADOS

2.“." l:l”m“tl]}'l‘“f“ 1 L# F £ n eve
- X610 ern fﬂf' e re &
}lllll(: . 2 .E{_ln (Rl

Cuando se abordo el u]fimn paso en  la purificacién de AS-48
mediante cromatografia en fase reversa utilizando columnas C-18 se
observe una tfortisima retencion del antibiotico en las mismas, sin

3 ;
que se consiguiesen obtener resultados reproducibles. Ello plantes la
nececidad de utili.ar columnas con un menor poder de retencion, como

las de tipn C-8 y -4,

Las fracciones purificadas mediante cromatografia de intercambio
ionico y posterior filtracien en Biogel P-6 fueron eluidas en una
columna de fase reversa C-4 apl.icando un gradiente de iso;:ropanﬁl:
acetonitrilo (2:1), obteniéndcse en el cromatograma un pico
predominante y bien definido, lo que por una parte indicaba el alto
grado de pureza del material de partida, y por otra, ponia de

manifiesto la homogeneidad de la fraccion obtenida tras este paso.

En la Fig, 8 se muestra el perfil de elucion obtenido. Las

distintas fracclones recogidas fueron liofilizadas y resuspendidas
en bicarbonato . amonico 0.025 M. Solo se detecté actividad
aniibacteriana en la fraccion n® 10, con una actividad especifica de

3.46 (8-47) y 0.85 (U-9); estos valores representarian un factor de

s '

purificacién de 1.14 ~on respecto a las fracciones de entrada; con

referencia a los extractos de partida utilizados en este proceso de

purificacién, el aumento en la actividad especifica total seria de

52.4 (S-47) y 566 (U-9). las diferencias en‘re ambos factores de

purificacién no son significativas, ¥ estarian dentro del margen de

error cometido en la valoracion de la actividad.
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acetonitrilo(Z:]ﬂ
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Fig. 8. Purificacion de AS-48 mediante cromatografia de fase

columna C-4 de 0.4 x 25 cm; la eluciéon se

reversa. Se utilizo una
1 0 al 100% de

TFA 10 mM con un gradiente de

lleve a cabo en
{s—- -5 n un flulp de 0.2 ml/min..

isopropanol :acetonotrilo (2:1)
Absorbancia a 280 nm (— y; actividad antibacteriana (#2777 ).
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2.7~ Bloctroforesis,

La pureza de las fracclones obienidas por filtracien en HFLGC fue

comprobada  mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en

gradiente del 3 al 27%. Tras la electroforesis aparecié una snla

banda de proteina, localizada hacia el extremo terminal del gel (Fig.

El revelado se efectuo mediante tincion con plata en condiciones
que permitian la deteccién de 1 ng de proteina/mm. Cuando el gel fue
cargado con 400 ng de AS-4B no se detecté ninguna contaminacion
apwciéble tFig. 9, lo que indicaria por tanto una pureza cercana al

90 .75% para dicha muestra.

; i i 5 al 27%) de
‘ ; cis en gel de poliacrilamida (del 3 al £¥5
Fi“’;c 9.~ Electrotforesis € b

: ehac i : i . e
ficade >d ¢ _H§PLC. Los patromes d
la fraccién activa repurificada mediante RP
( - . t (d), albumina
f folipas ¢ (04 Kd), aibul
lecular utilizados {fueron: fosfolipasa b (24 &
cso mleculé : e
. i I (43 Kd), anhidrasa carbonica (30
g cerica (67 Kd), pvalbomina bd ), ”
i j 50 Kd) y a-lactalbumina (14.4 KdJ.
jor tripeina (soja? (e A _ C
) 2 -fl[:,,L
Kd), inhibidor de
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cbhbtenids

ia mediante los patrones

un peso molecular de
i B A A {dlg 1 Y f 4 oy s :
i para Ab-4 (g, 16 pate tanaho molecular seria, como
1 ontinuacion istante  superior al resl; O  seria
imente explicadle, ya que la banda correspondiente a AS-48
12 en el gel aparecio fuera del rango de recolucion del juego
T ammDienacd
i |
Y" >N64
e
= -32
Q
i 16
0
\\\\\\ 8
A
2
AL e ¥ J :

10

o -

4 6
Migracion (cm)

i = .« empleados en la
regresién de los patrones emplea

fuercn

Dickos patrones

gradiente del 3
icién S-48.
flecha indica la posiciol de AS-4L
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d.- CAPACTERIZACION DEL ARTIBIOTICO AS 48

Composicion en aminnacidos,-

Una vez contirmada mediante electroforesis la homogereidad de la
fraceion repurificada por HPLC se procedié a aeterminar su contenido

en aninoacidos mediante hidrolisis acida.

1itados pbtenidos se muestran en la Tabla 5. Como patrén

una mezcla conteniendo 2.000 pmoles de cada aminrécido.
hidrolizado de la muestra problema se obtuvo a partir

los picos obtenidos en comparacién con las del

base para el calculo estequiométrico se tome la

hidrolizado. El numero minimo de aminoacidos 'p.c}r

molécula de AS-48 seria de 053, lo que supone un peso molecular

minimo de 7.63 Kd; este valor deberia ser corregido para el

triptefano, gue se destruye en la hidrelisis.

cabria destacar:

s Ny Ao aminoacidos oon restos apolares ‘ila, Pro, Val, Met,
Ile, Leu, Fhe)
aproximadamente un 30% de aminoacidos con restos polares sin
carga a pH neutro (Ser, Gly, Thr vy Tyr)
s § <
-la presencia de aminoacidos basicos como la lisina (8 restes
por molécula) y la arginina (£)

la ausencia de cisteina

i i ~idos que inestabilizan la configuracien
-1a presencia de aminpacidos Jue inestabili : g

, S Thr, Pro, Ile, Lys), lo que
s n-hélice hep; Glu, Ser, ‘Gly, Arg, Thry Fro, 116, LY

e ' 8.4% del total; entre ellos se incluye la prolina,
supoane ~8.4% del total; :
ectructura en oa-hélice. Estos datos hacen

molécula que rompe  la

251 C g I o) 2 - .'Hl[l., ji 21 ld.
Cé nci 1e una f,.::‘. uctura er}ﬂ cu J
(,-U[, el 1L1 carencla d : un ] €14 e

molecula de AS-48.
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a ¥ e e ; :
Tabla 5.- Composicién en aminoacidos del antibiotico AS-48.

Aminoacide Patréon

Area pmoles hidrol. R*® restos

Aspartico 456066 66298 290, 7386 1. 00
Glutamico 441697 247128  1118,9933 3,86
Serina 365998 210595 1150, 7986 3.97
Glicina 151540 615165 2724.7240
Histidina 350583 e ————————
Arginina 406361 127966 H29, 7679

331504 167222 1008, 8687

402012 692071 3447.5140

483807 53748 222.1878

475589 73877 310,6758

510754 472756 1851.2082

435713 22913 105, 1747

175727 S e Seden
Jsoleucina 483862 356022 1471.5849
Leucina 500664 400823 1601. 1657
Fenilalanina 480069C 67894 282. 4856

Lisina 895130 042625 2106.1187

18322. 0245

Total
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3.2.~ Espectro de absorcion. -

Cuando se examiné el espectro de absorcion de las fracciones

de AS-48 repurificadas a homogeneidad mediante HPLC se obtuvo un

maximo de absorbancia entre 205-210 nm (Fig. 11), tipico de los
enlaces peptidicos, y una absorbancia bastante mas baja
—~omparativamente, a 280 nm, relacionada con el bajo contenido en
aminoacidos aromaticos, lo que concuerda con el aminograma, en el
que solo se detecto un resto de fenilalanina y uno de tirosina.
Cabria suponer también la prescncia de algun resto de triptofano,
segun sugiere el pequefio bache de absorcion detectado a 268 nm y

la fuerte absorcién a 220 nm,

Absorbancia

WL L

260 30 340
Longitud de onda (nm)

Fig. 11.- Espectro de absorcien de AS-48. o€

ia entre 400 y 205 nm.

realizo un

barrido de longitud de onc
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Aproximacion al tamafio molecular.

Medlante cromatografia de exclusion molecular, -

Los primeros datos disponibles sobre el tamafio de AS-48
apuntaban hacla un peso molecular préoximo a 2.000 d. FEstos datos
fueron obtenidos a partir del perfil de elucién de AS-48 en
columnas de Biogel P-6 utilizando un tampon de baja concentracién
lonica. En estas condiciones se obtenia una recuperacion muy baja
en relacion a la muestra aplicada, lo que hizo pensar en una

posible interaccion de AS-48 con la matriz del gel.

Para confirmar este punto se aumento la concentracién iénica
del tampon hasta 0.4 M de NaCl; en estas condiciones se observe
un desplazamiento del pico activo hacla la region correspondiente
a 3.500 d, a la vez que se obtuvo una recuperacion bastante
superior de la actividad antibacteriana. Este éomportamiento fue
fomyrdbﬂda uytilizando columnas de Sephadex G-25, obteniéndose en

ambos tipos de geles un tamafio similar (Fig. 12).

Sorprendentemente, cuandc se utilizaron coclumnas con un rango
de resolucién superior (Sephadex G-50 y G-79) utilizando NaCl 0.4
M cOmo eluyente, el tamalio minimo determinado fue
Lonsiaerablementn mayor, proximo a los 8.000 d tFig., 12, Pore
peso molecular seria, por tanto, el mas acorde con el determinadu

a partir de la composicion en aminoacidos.
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Peso molecular (d)

Fig.12.- Determinacion del tamafic molecular de AS-48 mediante
filtracion en Biogel P-6, Sephadex G-25, G-50 y G-75; como
eluyente se utilizée NaCl 0.4 M. Los patrones utilizados fueron:
1.- albumina sérica bovina (67 Kd); 2.- quimotripsinogeno (25
Kd); 3.- mioglobina (17.8 Kd)»; 4.- citocromo c (12,3 k&) B~

insulina (5.4 Kd); 6.- fi-insulina 3.4 Kd); 7.- bacitracina (1.4

Kd> y 8.- polimixina B (1.25 Kd). Las flechas indican la posicion

de AS-48.
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3.3.2.- Mediante electroforesis, -

El tamafio molecular de AS-48 determinado inicialmente

~ :
mediante electroforesis no encuadraba con ninguno da los datos
ing 3

dicponibles hasta el nomento, presumiblemente debido a 1la
utilizacion de patrones inadecuados. Para evitar este problema se
utilizé otro tipo de geles y patrones mis adecuados para la
aproximacion al tamafio molecular de proteinas pequefias, siguiendo
las recomendaciones de Swank y Munkres (1971). Se utilizaron
patrones de peso molecular comprendido entre 2.5 y 17 Kd (Fig.
13) . En estas condiciones, trazando la correspondiente recta de
regresion iFig‘ 14), se obtuvo un pesc molecular cercano a los 8
Kd para AS-48, dato que concuerda perfecfamente con el tamafio
estimado mediante cromatografia de exclusion molecular én
Sephadex G-50 y G-Y5, asi como con el obtenido a partir de su

composicion en aminoacldos.
3.4.- Aproximacion al punto isceléctrico.-
Para la determinacién del mismo, una muestra purificada de AS-

48 fue sometida a isoelectroenfoque en un gradiente de pH de 3.5

a 9. La banda de proteina apareci¢ completamente dnsplazada hacia

el polo negativo, indicando un puntc isoeléctrico ilgual o

superiocr a 9.

En otras experiencias, una solucién de antibiético cuyo pH

habia sido ajustado a 10.6 fue sometida a un campo eléctrico en

un gel igualmente tamponado a dicho pH (Fig. 15). También en este
caso se observe una migracion de la banda de proteina hacia el
polo negativo, lo que indicaria la existencia de una carga neta

positiva de esta molécula a pH 10.6, y un punto isceléctrico por

encima de este valor.
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Fig. 13.- Electroforesis en gel de poliacrilamida (14%) de AS-

48 purificado (gel B). Los patrones de peso molecular utilizados

(gel A) fuerom: mioglobina (16,95 Kd), mioglobina (I+ID) (14.4
Kd) y

Kd), mioglobina {1y (B 16 Hd), mioglobina (11 46:21

mioglobina (I11) 2.51 Kd).
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Peso molecular (d)

1

3
Migracion (cm)

Fig. 14.- Recta de regresién de los patrones de bajc peso

molecular sometidos a electroforesis en gel de poliacrilamida al

14%. La flecha indica la posicién de AS-48.
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e agarosa tamponado a

Fig. 195.- Migracion de AS-48 en un gel d
pi 10.6 tras ser sometido a una corriente constante de 250 mA
durante 2h. 5e utilizaron varias cantidades de antibietico: 50,

20 y 10 pg.
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R e -
3.9.~ Sensibilidad a enzimas y otros agentes quimicos.-

) s i e 1 7 .
Se  determing ol efecto de diversos enzimas sobre el

antiblotico AS-48 repurificado. La marcada sensibilidad detectada
a8 los enzimas proteoliticos, j muy especialmente a la tripsina,
concuerda perfectamente con la naturaleza peptidica establecida
para la molécula (Tabla 6},

La resistencia de la actividad antibistica al tratamiento con

enzimas que atacan a componentes glucidicos o lipidicos indicaria
la ausencia de una fraccion de esta naturaleza en dicha molécula,

0 al menos su irrelevancia en la actividad biolégica de la misma,

For oftra parte, se detecté una fuerte sensibilidad a los
detergentes anionicos como el SDS, lo que estaria relacionado
tanto con la naturaleza proteica co.o con la carga positiva neta

de AS-48,

Tapbién se puso de manifiesto una fuerte inactivacién por
cardiolipina, con aparicién de un precipitado abundante tras su

adicion.

Por otra parte, la conservaciéon de la actividad antibacteriana
tras incubacién con urea 8 M podria apuntar hacia la ausencia de

upa estructura terciaria, tal como Sugeriamos en otros apartados.
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Tabla 6. vensibilidad del antibistico AS-48

a diversos
enzimas y otros agentes quimicos., -

Agente Actividad residual (%)

ensayado : : (5-47 y U-9)

Tripsina
Pronasa
Proteasa
Lisozima

Lipasa
Neuraminidasa
Pectinasa
P-Glucosidasa
B-Glucurounidasa
Fosfatasa alcalina
DNAasa |

8D5
Cardiolipina

Urea
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Sensibildad al calor y al pli.-
Las fracciones purificadas de AS-48 fueron sometidas a diversos
tratamientos termicos durante 30 min., cbsser‘vandnse tras los mismos
una perdida progresiva de acti idéd a partir de los 60°C, con una
Inactivacion total a 80°C (Fig. 16A). Por el contrario, tras el
almacenamiento durante periodos de tiempo superiores a ires meses a
bajas temperaturas (4°C, -20°C y -70°C) no se observé pérdida alguna
de actividad.

La 1incubacion a distintos valores de pH demostro la alta
resistencia de AS-48 al pH &cido y su inactivacién parcial a pH.
basico (por encima de 8) (Fig. 16 B). La resistencia en medio acido
se corrobors en condiciones mucho mas drasticas como 1n adicién de
TICA ai 5% los precipitados asi obtenidos, cuando fueron
resuspendidos ep  tampon a pl' neutro, conservaron una actividad

antibaﬁteriam} cercana al 100%.

3.7.~ Calorimetria térmica diferencial de barrido.-

En una experiencia previa se aplico unm barrido de temperatura

entre 40 y 100°C a uma solwsion de antibiotico disuelto en tampsn
acetato sodico pH 5.6 + NaCl 04N, observandose una drastica
transicién hacia un estado desnc turalizado 2 87°C, con un fuerte

efecto de agregacion. Ya que estos resultados no permitian reallzar

calculo calorimétrico alguno, y conociendo la mayor estabil_idad de

la molécula a pH acido y en presencia de altas concentraciones de

¥ pe ) ot | iben
cal.(:lr. =se re )1 tiO l EXPE r'ilm‘lltﬂ en laa CC}HdiCiUnES que S je 5CT
& 2o,y D F. L el exXp

a continuacion.
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fctividad residual
Actividad residual (%)

_....C;L-_

60 80 100
Temperatura {oc)

Fig. 16.- (A) Sensipilidad de AS-48 al tratamiento con calor. Las

muestras fueron incubadas a la temperatura indicada durante 30 min,

‘y) Sensibilidad al pH. La incubacién se realizo a 37°C durante 2h.
a neutralidad.

Antes de su ensayo, las muestras fueron reajustadas
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En la Fig. 17 wse muestran las curvas calerimétricas de una

Solucion de AS-48 (0525 mg proteina/ml disueltos en tampon acetato
sodico 0.05 M pH 4 + NaCl 0.8 M) al ser sometida a un barrido de
!:.e-.\:ﬁpnrglt.nin eatre 40 y 100°C. La velocidad de barrido fue de 2
K/min. El barrido de linea base se efectué con el tamnon en que iba
disuelta la nmuestra, Haju estas  condiciones se  observd  una
temperatura de transicion (Im) de $3.4°C. Después de enfriada la
muestra, se efectus un segundo barrido para comprobar la
reversibllidad del »nroceso, detectandose una total irreversibilidad

del mismo (Fig 17),

Lon objeto de calcular la entalpia calorimétrica del procesn se
suminictre upa seefial de calibrado de 50 pV de potencia durante
L | i

5115,  Los valores estimados de las areas del cailbrado y de la

muestra problema fueron de 0.3100 g y 0.1373 g, respectivaments.

AHtesitoraces = B of/s x 315 5 = 15750 pJ = 15756 nl
m] torchlema) = 1575 ol £ 031 ¢/0:15708 § = 6,08 mJ
6.08 mJ x 1000 mg/0525 mg = 13.3 I/g = 3.2 cal/g
lor de entalpia especifica calorimétrica de AS-48, teniendo
L :
en  cuenta ademis sSu temperatura de transiclon, es prop-g de
proteinas carentes de estructura compacta (Privalov, 1979
a ‘l',ﬂ!‘l\ﬂllu."vl.lil.‘-‘,
Para un pr molecular aproximado le 8.000d, la AH
< 4
seria:

A 1.
My x Al = B.000 x 133 = 166400 J/nol = 10640 ki/ans
[,l§il(J-\‘ - W3 = o X b It

l ; ' Cp) se obtuvo
El valor de la capacidad calorifica para la Tm € Cp™) .

a partir de los siguientes datos:
& L -

= / = 2/60 K/s
{(calibrado) 8.5 cm; d" = 4.45 cm; V 2 K/min, 2/6 s
alica T A
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Cp‘ T

90 pl/s x 62/2 «/K = 1500 pli/K = 1.5 mJ

Gp7 = Cprsl yodnid = 16 Bl s .45 cm/B5 cm = 0.78 mJ/K

A partir de todos estos datos se caleuls la entalpia de van't

Hoff Privaloy, 1979: Mateo, 1984);

Al = 4RTm=Cp™/Q

AHYY = AxB.314]/Kmol x 586.4K% % 0.78-mJ/K/6.CBm] = 502kJ/maol

El cociente entre la entalpia de van't Horf y la entalpia

calorimétrica, seria por tanto:
aR-Yahe = B

Este valor es indicativo de una fuerte cooperatividad
intermolecular en la transicién de AS-48 bacia un estado
desnaturalizado, que incluiria un méaximc de cinco moléculas de
antibiotico como unidad cocperativa (Privalov, 1979; Maleo, 1083);
este caso c,:e;f';:l analogo al del irhibidor de la tripsina pancreatica
asi comp la P-lactoglobulina 4 a pH 2 (Lopez, 1987) cuya unidad

cooperativa es un dimero en ambos casos.
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Fig. 17.- Calorimetria diferencial de barrido de una solucién
conteniendo 525 pg/ml de AS-48 purificado, disvelto en tampon
acetato sédico 0.00 M pH 4 + NaCl 0.8 M (0—0); para comprobar la
irreversibilidad del proceso Sse realizé un segundo barrido de

e iy
temperatura (0-—0), Linea base (-— ). Calor absor bido (@

Sefial de calibrado (- - -),
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A AGTIVIDAD BIOLOGICA Y MECANISMO DE ACCION DEL ANTIBIOTICO
AS 48 ' |

‘4.1.- Espectro heterologo.-

Una de  los aspectos abordados en esta Memoria sobre el

antibiotico AS-48 ha sido ia determinacién de su espectro de

actividad antibac‘eriana frente a diversos microorganismos, por ser

las propiedades que hacen mas relevante su estudio. Fara
establecer el espectro de accion se utilizaron muestras purifi-adas
mediante intercambip iénico y filtracion en Blogel P-6 contenlenio
260 pg de prni,fwv.:u'm], las cuales fueron ensayadas frente & les
diversas bacterlas y células eucariotas por la técnica de loc
pocillos; el ensayo frente a amasbns asi como la linea celular Vero se
llevé a cabo en medio liquido, dadas las caractericticas de estas
células  adicion.ndo la muestra de antibiotico a pocillos planos de
placs de microtitulacién  (Nunc) donde previamente se habian
inc iladao dichas células.

La sensibillidad de las distintas bacterias se expreso en UA/ml,

calculadas a partir del diametro de inhibicion producido en cada

caso, v haciendo uso de las curvas de valoracien adecuadas.
-asl, ) ie 3 Qe s

j & r accion del antibistico
En la Tabla 7 se muestra el espectro de accion

i .as  esti : ) enterocncos, todas ellas
AG-48 frente a diversas estirpes de ent :
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proceduntes de muestras clinicas

» asi como frente a algunas estirpes
de

coleccion. Es interesante resaltar que el 100% de las estirpes
ensayadas  fueron inhibidas por el antibietico AS-48, aunque con
diferentes grados de sensibilidad, sin que al parecer ello estuviese

relacionado con el tipo de especie o subespecie a que pertenecian.

En la Tabla 8 ee recoge el comportamiento de las restantes

bacterins Gram-positivas ensayadas; salvo algunas excepciones, como

Staphylococcus y Micrococcus, todas ellas mnostraron una alta
sensibilidad ¢ AS-48, Dbastante siinilar a la detectada en
enterococos, bresaliendo en este sentido algunas especies de
Bacillus, Corynebacterium, MNycobacterium, Nocardia y Flanccoccus,
con titulos de actividad entre 1000 y 4000 UA/ml, superiores a la

mayoria de los calculados en enterococos.

Tabla 7.~ Espectro de accion de AS-48 frente a diversas estirpes
de entergcocos. Se utilizé una muestra de antibiético purificado

mediante filtracion en Blogel P-6 conteniendo 260 pg de proteina/ml.

Bacteria indicadora Sensibilidad (UA/ml)

Streptococcus faecalis subsp. liquefaciens 750
420

1300

750

85

85

70

(Continua)l




Tabla ¥ .- (Continuacién)

Bacteria indicadora

L1}

alis subsp.

faecium

Bl
L8]
L]

durans

zymagé’ﬂes

KESULTADOS

Sensibilidad (UA/ml)

5-13
5-14
5-32
S-34
5-b1
5-58
5-59
S5-61
S-62
5-03
5-66
5-67
5-68
S-72
5-73
5-86
5-50
5-56
S-77
S-79
5-80
5-81
5-29
5-60
S-84
CEC1410
5-76
CECT411

750
160
1400
450
160
250
160
250
70
160
250
70
255
450
750
450
450
450
750
1100
750
450
555
200
555
250
1100
3000

e i i e e




Lram-positivas,

1a

Tabla 8.

fabla 7.

Hactezla
Bacillus
Bacillus
Bacillus
Bacillis
Bacillus

Bacillus

staphylo

RESULTADOS

Espectrn de acclon de AS-48 frente a diversas bacterias

mes  anne e
Las condiciones experimentales son las descritas en

indicadora . censibilidad  (UA/ml)

cereus

laterosnorus CHM1616
subtilis

megaterium

pumilus

clrculans

“gccus aureus ATCCS

Staphylococcus aureus F-18

Staphyloc
Staphyloc

otaphyloc

pocus aureus P-20

oocus epidermidis 231

‘occus epidermidis 232

Corynebacterium bovis

Corynebac
Carynebac

Coryvnebac

~terium glutamicum CECT78

terium glutamicum CECT79

terium glutamicum CECT80

Corynebacterium laevanitormis CECT 445

Micrococecus sp.

Micrococcus luteus

Nycobacterium phle?

Nycobacterium smegmatis

Nocardia

Flanococcus cllreus

2000
1100
4000
4000

corallina
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En la Fig. 18 se muestra el aspecto de los halos de inhibicléen
obtenidos tras ensa* .- AS-48 irente a diversas especies bar:teriahas,
Grum-positivas y Gram-negativas. Se observé una gran heterogeneidad

tanto en el diAmetro de los halos como en la nitidez de sus

contornos. Los halos de mayor tamafio fueron los obtenidos frente a

Nocardia corallina.

Fig. 18~ Hales de inhibicion producidos por AS-48 (260 pg/mb)

; ; e Sy
frente a A.~ Baclllus laterosporus CHM1616; B.- Corynebacteri
Iente B [ [ & 5

‘aciens; o ardia
Jutamicum CECI78; G.- Agrobacterium tumefaciens; D. Noc.
utamic JEC : : =
= herichia coli U-9; F.— Streptococcus faecalis subsp.
copericnia Ui, =

; H.- Mycobacterium

corallina; B.- =
liquefaciens 5-39; G.- Staphyloccccus aureus ATCCS

smegmatis.




RESULTAPOS

En la Tabla 9 se muostra el espectro de accion de AS-48 frente a

bacterias OGram-negativas; dicho espectro es mas reducido, y con

titulos de actividad mas bajos en general. No obslante, s=e

encontraron  estirpes esensibles entre los generos  Salmonella,

Shigella, Klebsiella, FPseudomonas, Escherichia, Agrobacterium y
Myxococcus. Las especies ensayadas pertenecientes a este ultimo
género presentaron, ademas, una alta sensibilidad a AS-48,

comparable a la que mostraron las bacterias Gram-positivas.

El efecto antibiético de AS-48 frente a l.os organismos
eucariotas ensayados, tales como levaduras, amebas y lineas
celulares queda recogido en la Tabla 10. BSolamente se detecto
actividad antibiotica frente a la linea celular Vero, en la cual se
observe un marcado efecto citotéoxico con alteracién en la morfologia

celular y pérdida de la capacidad de adherencia,

Para el encayo de la actividad antibictica de AS-48 en
anaerobipsis se utilizaron las estirpes indicadoras S.faecalis 5-47
vy E.coli U-9. El ensayn de actividad se llevé a cabo por duplicado:
uno  de los lotes fue incubado en aeroblosis y el otro en
anaerocbipsis. En ambos casos, los dilametros de los halos de
inhibicién  ertenidos para cada bacteria  fuerom idénticos,

_independientemente de las condiciones de incubacilon,
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Tabla 9.

B -I-u'_“(!,l o de 'ﬁ.:;f}r{ fronte a hﬂ\'f.tﬁ‘! ine Gram- Ilf*?.ativas.

condiciones experimentales fueron descritas en Tabla 7

Bacteria indicadora bersibilidad (JA/ml)

Agrobacterium tumefaciens
salmonella SV3

Salmonelia typhimurium 112
valmonella sp.

Shigella conned
Enterobacter cloacae
Entercbacter cloacae CECT194
Enterobacter aerngenes UECT684
Fseudomonas reptilivora 85
Peeudomonas aeruginosa
Alcaligenes faecalis

faecalis CMN1052

Escherichia coll Delbruck
Fscherichia coli CrM1839
Eecherichia coli CMM2688
Fecherichia col{ CMM2690
Escherichia coli F)
Eschcrichia coli U-9
Escherichia coli K-12
fescherichia coli Mb3
Klebsiella preumoniae Moal
Klebsiella pneumoniae CECT141
Zymomonas mobilis
Myxococcus coralloides D

Myxococcus virescens
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fabla 10.- FEtecto antibacteriann de AS-48 frente a levaduras, amebas

y lincas celulares. La concentracién final de antibictico empleada

tue de 200 pg/ml para levaduras y 100 pg/ml para los restantes

ensayos,

Urganismo indicador : ' Actividad

baccharomyces cerevisiae A3
Saccharomyces cereviciae K-2
Saccharomyces cerevisiae 3,7
Naegleria Iow!or-f
Acanthamoeba Gh-1

Linea Verao

4.2, BEfectn sobre cultives en medio liquido-

i} efecto antibacteriano de AS-48 en medio liquido se ensayo con

ubjetn de determinar su capacidad inhibidora, asi como el tipo de

accion, bactericida o bacteriolitica ejercida.

Estudios previos demostraron gue AS-48, a concentraciones

relativamente bajas (2-4 pg/ml) inducia un descenso en la DO de los

cultivos de OS.faecalis 5-6, lo que apuntaba en principio hacia una

a~cion bacteriolitica.

- S o5 -1 ir VE a
se comprobo este efecto en diversas estirpes d

Como primer paso

S faecalis, S.faecium y S.durans, segun Se muestra en la Fig, 19 A, B
v (., Los ensayos € llevaron a cabo sobre cultivos cz'té-:i.endm en BHI-
[, o los que se les adiciono AS-48 hasta una concentracion final de
o8 los 2 |

8 Uhe-ar (unos 3 pg de proteina/ml). fn todos los estreptococos
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onsayados, salvo on las estirpes 5-14, 5-54, §-55, 5-59, 5-62, 5-67
w71, 5-78 y Staecium CECT 410 se observe una lisis progresiva de
105 cultivos en las horas sucesivas a la adicion de AS-48. En dichas

estirpes no se observe lisis alguna, incluso cuando se utilizaron
concentraciones mayores de antibiotico (20 UA<. .»/ml) (Fig. 20). 8in
embargo, en todos los cases la fraccisn superviviente tras dos horas

de incubacicn en presencia de antibistico fue inferior al 2%l

apunta claramente hacia una accien de tipo bactericida indzpend ient

v quiza previa, al efecto bacteriulitice detectado en el resto de las

BSpecies,

La esensipllidad de otras especies bacterianas fue ensayada_de e

forma similar. En la Fig. 21 se muestra el efectg bacterimlitico_de’

AS-48 (8 UA-..,. mi) sobre varias especies de Bacillus creciendo en

medio LB, La lisis mis rapida se detecté en B.cereus y B.subtilis.
Aquelias especies que mostraron un crecimiento mAs lento en este

medio, como R.circelans y B.megaterium tardaron mas en lisarse.

in efocto bacteriolitico similar se detecto en los cultivos de
Corvnebacterium bovis y Cglutamicum (Fig. 22). Estas bacterias
1ue1fﬁ= también incubadas en medio LB. La concentracion tinal de

antibistico fue de 10 UAs a-/ml.

En ¢l caso de Micrococcus lysodeikticus y M.luteus no se detecto

de AS-48 i a5 gue  Mycobacterium
lisis alguna en presencia de A3S-48, mientrzs yu ¥y

11 frier a ligera disminucien en la
phlei y Nocardia corallina sufrieron una ligera

ruientes ¢ icion de AS-
turbidez de los cultivos en las horas siguientes a la adicl

o ) : H a
48 (Fig Frth ) Estas bacterias fueron c¢reclcas en medio LB; 1
3 (rig. st T ¥ac :

concentracion de antibletico nm;ﬂm:da fue de 10 VA=z—-a»/ml.
SR 8§ SRS 9O T » L B8 ) (8 & oy & :
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Efecto bacteriolitico de AS-48 frente a diversas

Fig. 19 A
est rpec del Gen. Streptococcus creciendo en BHI-T. La concentracion
final de antibiotico fue de 8-10 UhAs-a-/ml, Controles: ( 0—0 )|

tratados con AS-A4B! (g—8 ).
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fig. 19 B, Efecto bacteriolitico de pS-48 frente a diversas

patirpes

del Gen Streptococcos. Las con..ciones exmorimentales
fusrpn descritas en Fig. 1$4. Controles: ( 0—0 /| cultivos tratados

con M;i-'/_]&: (o—® ),
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4 S.durans
CECT 411

s G SRR
6 8

4 6
Tiampo de incubacion (h)

~to bacteriolitico de AS-48 frente a diversas estirpes
condiciones experimentales fueron
v+ cultivos tratados con AS-

[

Streptococcls. Las

10A. Controles: (O—=0
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Fig, 20. Efecto bactericida de AS-48 sobre diversas estirpes
pet tenecientes al Gen. Streptococcus, [.a concentracion final de
antibiotico 1ue de 20 Uhsz-.a /ml. centroles: (970 4 cultivos

tratados can AG-AB: (@—8 ),
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‘0 nm

62

Jensidad Optica a

[

o0

g o4 g 8

Tiempo de incubaci@n (h)

n bacteriolitica de AS-48 (8 UAs-az/ml) frente a

Fig. 21.~ Accio
D) B.gubtilis, ¥

A) Bacillus circulans; B) B.megaterium C) B.cereus,
E) B.laterosporus 16le en medic LB, Controles: (Q0——0Q J; cultivos

tratados con AS-48 (—@).
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-~

e A
Densidad Optica a 620 nm

Tiempo de incubacion (h)

ancibacteriano de AS-48 (10 Uke_-a»/ml) frente @

N.luteus;

Fg. 23. Efecto
] ysodeikticus B)
.{endo en LB. Controles!

A) Micrococcus C) Mycobacterium phlei ¥
D) Nocardia corallina Crec (0—0 ); cultivos

tratados con AS-4B! (@ @),
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16 e & B %
Tiempo de incubacitn (h)

e AS-48 frente a A) Escherichia

Fig. 24. Ifecto antibacterianc de
coli 2688 (100 UAu /mly; B) Fhizobium meliloti (10 Uls aarmli; G

cada uno).

Myxococcus ¢ oralloides Dy D) M.virescens (B UAz-ar/nl
Controles: (O—0/] cultivos tratados con S-48 (0—9),
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bacterias Gram-negativas en medio liguido

FonsIal concentraciones bastante mas  altas de

0 1 o kR O AT o = i :
intibiotico, como se pone de manifiesto en los resultados obtenidos

wedio liquido con E.coli 2688 (Fig. 24)

in caso excepcional por su  alta sepsibilidad  fueron las
Myxobacterias, en las que se observé una réapida lisis tras el
‘?.i'f”(}mif‘.hfﬁ. con AS-48 a concentraciones idénticas a las empleadas
en S.faecalis © se i UAs.a»/ml). El ensayo se llevd a cabo en
medic Ol 28°'C con agitacion. lLi estirpe de Khizobium melilot:
ensayada, o1 bien 18qQUeS! m. mn.nﬁroc concentraciones de antiblotico
para su inhibicicn, no w:{y-rﬁrimérﬁ;n una lisis significativa tras el

tratamiento

Curvas de supervivencia de las estirpes sensibles.-

26 v 27 se muestra la supervivencia de cultivos
S-47. B.coli U-9 y Ecoli K-l2 tras la adicisn de AS-

mediante el recuento en placa de células viables.

ervé una rapida disminucion del numero

adicion de concentraciones relativamente

e

bajas JAe. a7/ml) (Fig. 25A). Asi, por ejemplo,

concentraciones de 8 UAs.a7/ i 25 a 3 pg prot./ml) redujeron la
oA ot L LA L -

s hasta valores proximos al 0.1% del nimero

viabilidad de los cultive

icd aG 2h C ntacto, Esta concentracion fue
de céluelas iniciales tras oh de contacto. RSt )

pptima para ~ estudios de actividad biologica.
seleccionada como éptima pata los estudios de ¢

= S pSCenso € a DOezo de lOs
i mismo =12 observo un mm*caam descenso 441 la DOe = j 1
2 S ) L 2

& : ecencia de antibiotico
ultivos a partir de &b de incubacién en presencia de antibi
C ivos a paltb “
‘ ; = - tanto, A
(Fig. 25B) Este efecto bacteriolitico eeria posterior, por cantth
y o) o DR Es s He
)

la muerte celular.
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Densidad Optica a 620nm
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—

|

@
—
o
(52}
-

e
é,r/,.’(:\‘ A 56
| \ i
/

lutas

/
i

0 12 4

Tiempo de incubacion (h)

o

Fig., 25.~ Lurvas de supervivencia (A) y evolucion de la DOezo (B)
¥, 20, 5 ¢
de cultivos de G faecalis B-47 creciendo en BHI-T, adicionados

AS-4B (Bb y B Uhe o ar/ml), Controles (C).
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muostran las curvas de crecimiento y
cultivos de FE.coll U-9 tras la adicién de 5O y

Vez maG . =0 '}"“"'-“ de manifiesto la mayor
sistencla bacterias Gram-negativas a la accion anti-

bacteriana « 5-48, ya que solo a concentraciones de 180 UAu-</ml

(airededor de 1380 pg proteina/ml) se consiguio inhibir de forma

significativa el crecimiento de dicha

bacteria.
e ensayaron tambien diverzas concentraciones de
ahteniéndose un efecto similar al caso anterior, sl
bien e detecte una sensibilidad ligeramente mayor si comparamos ia
disminucion en el numero de células viables nb_tonidm. En este caso,
para detener el crecimiento celular de forma
de 100 Uhu.o/ml. Concentraciones de 50 Ulu-a/ml

detenor el crecimiento, Ppero al efectc bactericida

significativo que en kel U9,

4 de 1o ocurrido en S.faecalis $-47, ni en E.coli U-9
co detectd descenso alguno en la densidad optica
raci 50 2060 UAu-=/ml
tivo, aun a concentraciones fa = 1B0 0 U

£ ;_,;;fu'ﬁt1'::1m£fn!ﬁ:: (Figs, <00 Y B
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Densidad Optica a 620nm

8
Tiempo de incubacion (h}

de supervivencie (A) ¥ evolucinn de la Deza £B)
en BHI-T, adicionados de

Fig. 26, Curvas
de E.coli U-9 creciendo

S-48
cultivos

(50 150 UAu.a/ml)., Control (€.
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(UFC/m1)

wvi
Y
o
o
o
>
2
hid
st
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o

200 e
10
Tiempo de incubacion (h)

' Fig. 27, Lurvas de supervivencia (A) y evolucién de la D0sza B

de cultivos de Fooll K-12 creciendo en MMGVB, adicionados de AS-48

(50, 100 y 200 Uh.a/mly. Control ().
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Cindtica de acclén.

determinar la cinética de accien de AS-48 sobre & faecalis
adicionaron concentraciones creclentes de AS-48 (5, 10 y 15
U ; “EY 1 - - o S e T e & - - 4 % .

As-a7/ml) a cultivos de es'a estirpe creciendu en fase logar.itmica,
con una densidad celular de 1x10® UFC/ml, y se incubaron durante

dizt 1 TOs VA A e & 3 - o . (3
listintos periaios de fiompo il B, 2R, 40 v G0 ming 4
concentraciones de antibistico superiores a 10 UA=-a->/ml se observo
el tiempo de contacto requerido para reducir la supervivencia de
cultivos por debajc del 1% era muy corto, proximo & 1 mir: (Fig.
A¥, 1o que indicaba upa réApida captacisn. del antibietico por las

las seusibles,

separadas, las células fueron incubadas en

iopnes  con  concentraciones crecientes de AS-48

ras io cual se procedio a su dilucién en solucidn
posterior recuento en placa. Tal como se muestra en le
sneentraciones superiores a 5 UAs-a»/ml se detecto una
entre lc fraccisn de celulas supervivientes y la

{4n de antibiético empleada. A concentraciones inferiores,
un ligero hombro en ja curva, caracteristico de una

cinética de blanco multiple, aunque con uh reducido nGmerc de

impactos por célula.

.. A% 3 JUIE: e |
Experiencias similares tueron \levadas a cabo en E.colf K-12. Los

fl)i!i"”c creciendo en medio MMGVE con una densidad celular de

cubac ' E s crecientes de
1.3%x10" UEC/ml, Tvzron 1_:‘u_:ubadots con concentraciones cre

: 20 G g ) se
AS-48, A los tiempos deseados 5, 10, 20, 40, 60 % 80 min.) S

e e . : o
para su dilucion en solucién .salina fria y

retiraron alicuntas

recuento (Fig. 29).
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i E( Cg,b:t.r q)]

Fraccion

I : % % & o B
Tiempo (min) Concentracion de AS—&B(Uﬁnﬁﬂ)

Fig. 28.~ Cinetica de muer te de &.faecalis S-47 por adicion de

AS-48., A.~ Relacion entre supervivencia, = tiempo de contacto Y

concentracion de antibiotico: 5 (0—20J, 10 (e-—e) y 15 UAs-az/ml -

(===--—1 B~ les células fueron incubadas durante 5 min, con

concentracliones creclentes de antibistico. (B+& n? de células

supervivientes en el tiempo t; Bo= nt de células en el tiempo cerc’.
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40 60

Tiempo de incubacion (min)

Fig. 29.~ Cinetica de muerte de E.coli K-12 tras la incubacien

1 3 4 AT ~ ~antrac oG
durante distintos intervalos de tiempo coOm oncentraciones
crecientes de AS-48 (de 10 a 1.000 UAu-o/mL).
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ARNTracionse ".
L y it a
no se

por debajo

min. de

de incubacion, la supervivencia del

descender nuevamente en tiempos

porcentajes de supervivencia de

min, de inr:s:t\ahiu‘-n en pf-'“"'r.ﬂl.tcia de
J0) se obtuvo una curva de

tramos  bi definidos:: 1%~ A bajas
entre 0 vy 10 UAo.«/ml, la curva
una cinetica de impacto maltiple con un
raciones comprendidas entre

un descenso en la viabilidad
auncnto en  la  concentracién de
superioras a las 200 UAu-o/ml se

consigue disminuir la fraccién

)

n sobre células enteras y estructuras subcelulares.-
s pélulas de S.faecalis 5-47, Ewcoll
S.faecalis S-48 (estirpe productora)
siguiendo el pr"mn;':f.:.:l‘jmientc\ descrito
casns se cbserve una pérdida de
ol 40% de la actividad inicial,
Puesto que la incubacion se
ir dicha pérdida a actividades

O S células. Para descartar esta posibilidad,
enzimatica: pi i -elulas.

10 COn L

células de S.faecalis S-47 muertas por

~a también en este casl una capacidad de
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Fig. 30.~ Relacion entre 1a concentracien de antibiotico ¥ el
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contacto requerido para dicha adsorcién era minime

in, de contacto S.faecalis 5-47 adeorbia

a

un 27% da

onte, mientras que con tiempos de incubacién entre

e consiguiso aumentar la cantidad de antibistico

encima del 32%.

ncias similares se determiné la adsorcién de AS-48 (50
aredes (2 mg/ml) y membranas (0.15 mg/ml) de
obtenidos por lisis enzimatica y centrifugaciénm
13)., ¥En ambos casos se observo una fuerte

a esias estructuras celulares, detactandose

de la actividad en ios sedimentos recogidos por

sobre  células bacterianas,

ad residual (UA=_ a7/ml) % Adsorbido
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acentrifugacion, La posibilidad de sedimentacién de AS-48 a
velocidades quedo desechada mediante un control paralelo,
incubacion con paredes como con menbranas se detects

una perdida importante de actividad, la cual no fue contrarrestada

por adicion del inhibidor de proteasas PMSF (2 mM).

paredes y membranas

Kembranas

residual : Act. residual

arml? (UAz-az/ml)

pobrenadantes;

AS-48

Control membranas
Membranas + AS-48

Membranas + AS-48

Cadimantoe: Sadimentos:
wedimentos, cedimentos:

AS-48 : AS-48

' Control me ANAS
Control pared Control membran

X ) Me mt s + AS-48
Pared + AS-48 ) ~ Membranas AS

Fared + AS-48 + PM3F 10 Membranas + AS-48

Peso seco Paredes:

Peco seco Membranas!
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4.6, Accion sobre protuplastos.

"r S £ - 3 . i .
Lo obletn de determinar e} posible papel protector de las

gnvueltas celulares en la actividad antibacteriana de AS-48 ee
ensayo su elfecto sobre protoplastos de & faecalis S-47, E.coli K-12,
asi como sobre protoplastos de Saccharomyces cerevisiae 3.2, cuyas

células intactas habian mostrado ser resistentes a la accion de AS-

incubaron protoplastos de E.coli ¥-12 con A5-48 (100
servo  un  aclaramiento inmediato de la suspensién,

debido a la lisis de los mismos (Fig. 314), mientras

troles no se observo ningun ~fecto comparable.

de AS-48 (100 pg/ml) a suspensianes de protoplastos

47 no ocasione una disminucién tan dréstica en la
miemos, sino una caida lenta y progresiva (Fig. 31B),

=a pbeerve un marcado efecto bactericida, con una

inferior al 0.001% tras 30 min. de incubacion.

o coreviciae a  AS-48 se ensgyo En las

e

para la obtencién de protoplastos, de

el procedimiento descrito en Métodos 7.4.3. Solamente

acuerdo con

tras ¢! tratamiento con novozima, llevado a cabo a fin de eliminar

‘ SCens 5 ficativo en la
la pare’ celular, se obeerve un descenso significativo

fupxﬁr‘-'jver1r':ia (fTabla 14), tras ot min. de incubacién con AS-48 (100

f j s mi 5 medida turbidimetricas. realizadas mostraron
}ig/mlj. Asi mismo, las medidas turbidimetri

ufi ligero descensg cOR respecto al control, sin gue se llegase a
-') - i e b L L
q 21 N 1 T -
abservar una lisis cignificativa (Fig. 310); ecta evolucion fue
it € UTke ) :
' o fammnlic S-47
cimilar a la observada en S faecalis S-47.
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Fig. 31.- Efecto de AS-48 (100 pg/ml) sobre suspensiones de

(&

protoplastos de A~ Ecoll ‘K-12; B~ S.faecalis s-47; G-

Saccharomyces cerevisiae 32, Los simbolos en blanco representan a

1 . - - o~ d A 2 | o
los controles; 10S simbolos en negro indican incubacién con AS-48
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Tabla 14.- Efecto del antibiotico AS-48 sobre la viabilidad de

calulas enteras v protoplastos de S cerevisiae 3.2

Células viables

Tampon

TS 2

. 2x10%
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Factores que influyen en la lisis de S.faecalis S-47 por

Ab-48.

En primer iu‘gm‘ se determinté la influencla de la fase da
crecimiento en la ":Lx'a'?epti_biiidar'i de las células a AS-4B; se
comprobo que, tanto los cultivos en fase logaritmica como en fase
estaclonaria, se lisaban tras la adicién de AS-48 (Fig. 31 A). Para
los cultivos en fase logaritmica ( DOszo comprendida entre 0.08 y
0.1) la concentracion final de antibiético fue de 8 U.‘ie;-‘a?/ml. Para
los cultivos en face estacionaria se utilizaron 20 UAs.a-/ml, en

razon al mayor numero de células presentes,

Seguidamente oe determinaron aquellos factores que pudieran

modular el efecto litico éjercido por A5-48 scbre esta bacteria.

Influencia del medio de cultivo.-

Ia composlcion del medio de cultivo, bien referida a los
autrientes enmpleados o a la presencia o no de tampon fosfatao,

: i is. Asi, por
influyo de forma mas O menos significativa en la lis . p

elemplo, los cultivos creciendo en medio TSI se lisaron mas

g { mismo, la
rapidamente que los incubados en BHI (Fig. 31A). Asi mismo,

presencia de tampon fosfato sodico (0.15 M, pH 7.2) en el medio

IS1 provoco un ligero retraso en la lisis, si bien cambios en el pH

de dicho tampon entre 6 y 7.8 no tuvieron efecto alguno.

Los cultivos creciendo en o] medio KTY2XH, que permite el

crec jien ® [ - = (=i < p L 2 m I a
eCclni T {O d' ) rae LEII\.: en au encla d =110, LC d »
= i e un OLeN« 1 11 2 eInb an a

: 3| -on de igual modo tras la
pis de 7.2 ¥ [ recsper;tivgmente, se lisaron FUE ,

adicion de AS-48 (Fig. 31A).
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Por otra parte, 12

adicien de extracto de levadura a
concentraciones finales de 2.5% y 5% respectivamente, a cultivos
creciendo en medio BHI-T, preving parcinl o totalmente la lisis de
los mismos tras la adicion de AS-48 (Fig. 31A). Para comprobar ia

viabilidad de las celulas tratadas en estas condiciones. se

determino el numero de células viables en placas conteniendo BHI-T +
E. levadura (5%)., En todos los casos se observé una supervivencia
interior al 0,1%, tras 3h de incubacion, indicando posiblemente un
efecto bactericida como mecanismo de accién primario para AS-48,

indepenc ente gquiza de su efecto bacteriolitico (Tabla 14),

4.7.2.~ influencia de la temperatura.-

la temperatura de incubacion en el procesc de

lisis fue igualmente estudiada mediante transferencia de los
cultivos a la temperatura deseada antes de la adicion de AS-48. Los
resultadocs ub"«n,z’dc’h ce muestran en la Fig. 31B. Temperaturas de
en el rango de 28 a 37°C no alteraron significativamente

la lisi=, =i bien los cultivos incubados a 45°C se

lentamente.

hei mismo, los cultivos incubados en presencia de antibiético

4°C no se lisaron hasta que, una vez transferidos a

durante 4h a

37°C, comenzo a detectarse ~recimiento celular en el control, lo que

3 : i & -~ 4
indica una clara dependencia ce la lisis con respecto a la actividad

metabelica celular. De igual modo, los cultivos calentados a 60°C

élulas supervivientes ee

durante 15 min. no se lisaron hasta gque las ¢

recuperaron  del tratamiento térmico; 1as células muertas por

calentamiento a 100°C durante 15 min. no se llegaron a lisar (Fig.

31C),




RESULTADOS

Tiempo de incubacion (h)

Fig. 31.- A influencia del medio de cultiva en la lisis de

§.faecalis S-47 creciendo en medio 18I (n—np), ISI-T (m—nm ),

KTY2XH (pH 7.8) (A——A), BHII T (@—e), BHI-T + E. levadura al 25%
(A—aA) ¥y Bl Dh (K —0): BHI-1, en fase patanionaria (e—®),

B~ Influencia de la temperatura de incubacien en la lisis. la

incubacién se realizo en medio BHI-T a 37°C (e—e), 45°C (0—C) ¥y

e A a—aky control incubado a 4C ‘o b 2 We 4h de incubacién
cultivos fueron trancferidos a 37°C. C.~ Los cultivos

A——e ) durante 15 min.;

a A'C, ips

fueron calentados a 60°C (0—0) y 100°C ¢

,aron con AS-48 a 37°C (simbolos en negrol.

yna vez frios, se incutl
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4.73.~ Influencia de los cationes mono y divalentes-

La adicléen de NaCl & KCl

04 M

a concentraciones finales entre 0.1 y

2 cultivos de S.faecalis S-47 en fase logaritmica no preseﬁtb

influencia alguna sobre la lisis de los mismos tras la adicién de
AS-48. Sin embargo, la influencia de los cationes divalentes sobre
la lsis fue notable. Los requerimientos en cuanto a cationes
divalentes e pusleron de manifiesto por el hecho de que los
cultivos adicionados de EDTA (0.33 mM) no sufrieron lisis alguna
tras la posteripr incubaciéen en presencia de AS-48 (Fig. 32A). El
efecto de AS-48 sobre S faecalis S5-47 bajo estas condiciones fue de
tipo bactericida, 'ya que cuando se hizo recuento de células viables
en placa, la supervivencia tras 5h de incubacién con AS-48 fue del
0.23% (Iabla 14). Cuardo la adicion de EDIA se efectuo 5 min
después que 'la de AS-48 no se observo ningun efecto antagonista

sobre la lisis de los cultivos.

Para comprobar si la inhibicién de la lisis por EDTA podia ser
revertida mediante adicion de cationes divalentes, los cultivos
fueron tratados con EDTA + AS-48 y, 5 min. mas tarde, se les
adicions CaCl-, MnCl:, MgSUa y Zn504 a una ~oncentracién final de
2.5 mM respectivamente (Fig. 32B). la adicién de sales de calcio y
manganeso disminuyo parcialmente el antagonismo por EDTA, en el
sentido de que se observo una lisis mas o menos acusada. La adicion
de MgSO. o ZnS0a produjo una lisis rapida y completa de los

= resencia de AS-
cultivos, superior incluso a la observada solo en presen

48, Identicos resultados se obtuvieron cuando se utilizo MgCl= o

7nCl», La cdiclén de ambos cationes 5 min. antes de adicionar AS-48

D stre : 50D a
a cultivos no tratados con EDTA no mostro efecto alguno sobre 1

lisis de los mismos, pos:iblemente debido a que el medio de cultivo

1 esarias ;tos iones.
contenia va las cantidades basicas necesarias de estos 1
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sy en e S ¢

& 8
Tiewpo de incubacion (h)

Fig. 32.~ Influencia del EDTA (0.33 mM) y de los cationes
divalentes en la accién bacteriolitica de AS-48 sobre S.faecalis S-
47. A~ Antagonismo por EDIA. Cultivo control (o——o); control +
EDIR (O0——-0}); EDIA + A5-40 (adicionado 30 min. después que el
EDTA) (D——-f—D); AS-48 + EDTA (adicionado a los 9 min.) (6—48). B~
Efecto de los cationes divalentes (25 mM) sobre cultivos tratados
con EDIA + AS-48 ({(adiL.unadsc a los 30 min. de incubacién con EDTA).

Los cationes se adicionaron a los 5 min. de incubacion con AS-48:

(h-—A) § ZnBOs Q=40 J;

citl. (B8} WnCls (B——H); JigSOa

Efecto del MgSOa en ausencia de EDTA (@—®) . Efecto de AS-48 en

ausencia de EDTA (&—~). C.- Ffecto antagonista de otros cationes

divalentes (1.25 mM) adicionados a los 5 min, de incubacion con AS-
48: CoS0a ( 3p—30);5

los simbolos en blanzo

FeCls (A——A4A); FeCla (O—0), 0 CuBUa (0—0).

representan 108 controles. Los simbolos en

negro indican incubacionn con AS-48.
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Otros cationes como el Cp
0% cationes como el Cobre, Cobalto, Hierro (D y Hierro (11D)

a4 conceatracion fing : '
atracion tinal 125 mM mostraron un efecto antagonista
antag

snbre i S e o T - adici
bre la lisis cuando se adicionaron 5 min. antes que AS-48 (Fig

S ( : 2 1f

~del). Lon  la  excepcion del sulfato cuprieo, que inhibié el
Y e e { = i

crecimiento de O&.faecalis, ninguno de ellos presents efecto alguno

sobre el crecimiento de los controles.

4.7.4.~ Influeacia de los agentes lonoforos-

Al adiclornar agentes que alteran la permeabilidad de membrana
bien 'par.rx el K+ (valinomicina) o blen para los Ht (novobiocina o
gramicidina D) a cultivos de S.faecalis 5-47 en medioc BHI-I, no se
observé ningun efecto bacteriolitico sobre los mismos tras la

poster o dicion ge AS-48 (Fig. 33A),

la gramicidina D, la supervivencia de los cultives

incubacion en presencia de AS-48 fue inferior al 5% con

los cultivos incubados solo con gramicidira D (lTabla 14).

la cantidad absoluia de células matadas por AS-48 en

::';:i.aes ~ondiciones se vic sensiblemente reducida (de 6.99x107
células/ml en condiciones normales a 7.73x10% en presencia de
gramicidina D) basta un 1.15%, indicando una clara interferencia en
la accién letal de AS-48. La adicién de gramicidina D anlagonizo la
lisis de cultivos preincubados durante lmin., 30 min. o 60 min.

con AS-48, perr; no en los preincubados durante 120 min. (Fig. 33B).

; B o iy
S.faecalis, al igual que Otras bacterias, como E.coli (Kinoshita et

al, 1984) es capaz de crecer en ausencla de un potencial de membrena
1 i e

icd ; oy i S i : tenido €a
bajo clertas condiciones culturales, como son un alto contenil

: ;
K+, bajo ccntenido en Na+, un pli basico (7.8) y un medio rico en
nutrientes, condiciones que TFeune el medio KIY2XH (Harold ¥ Van
. e i) o Y ” ’

Brunt, 1977). En este medio, G faecalis S-47 se lisé de igual modo
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Tiempo de incubacion (h)

Fig. 33.- Interferencia de los agentes iomdoforos con la accion

= jionoforos fueron adicionados 30 min.

{itica de AS-48. A~ Los agente

g 1

antes que AS-46. LOS simbolos en

J 4

blanco representan los controles;

los simbclos en negro corresponden a la incubacion en presencia de
iopnoforo + Afjw’l.fi‘: Yalinomicina (0.8 mM) (0—0), Gramicidina D (10
ph) (o—4 ), Novobiocina (0.8 mM) (D—0 ). Cuitivos creciendo en
medio KTYZXH + Gramicidina D (10 M (xt—x), y con Gramicidina D
4 AS-4B (8 Uhs-a /ml) i%'"""* 3. B.— Inhibicion de la lisis por

adicién de Gramicidina D (10 pM) 30 min. antes que AS-48 i, B
bien 1 omine (OO0, ag min. (A——00, 60 min. (B——0B1.0 120 min

dp!f‘qu(_‘:’?; (m—=a ),
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Pr esento

ui) <(Fig.

s en medio KIY2XH en

efecto detectable sobre
posiblemente debido a la

adecuado, bien para la

del inhibidor de ATPasa DCCD.—

de membrana mediante

lisis de los cultivos

(Fig, 34A). Tras 3h de

es, la supervivencia fue del

(Tabla 14), valor este bastante

detectada en presencia de otros
otra parte, el numero de células /ml
ie incubacion en estas condiciones fue de
nomero de células muertas por AS-

en el mismo periodo de tiempn. Estos

vendencia energética en la accién

de los cultivos incubadns

incubados durante 60 min




iy .(_4\,.*4_'}__‘ ‘_.\- A g;],,_.{)

e b
 a A

“l
ey Y T T 1
b B 10

Tiempo de incubacion (h)

LCCD
los 19

ntagonista del inhibidor de la ATPasa

34.~ Efecto &
(2 My, A.- Control + DCCD #5 «): adicion de AS-4b a
min. de adicionar pecep (O—907. e °D 30 min. antes
que AS-48 (O p[ap TR o] ni (o—n ), B0
min., (n—mn7) o 120 min, (®—




RESULTADOS

Tabla 1. Efecto de los

4{ letin tos age ntes ant ,‘]},J:_rm istas

de la

la supervivencia de S.faecalis S-47 tratado con AS-48.

t=o t=3h % Supervivientes

UFC/ml UFC/ ml

Control

"

¥

levadura (2.5%) S¥ie i o B

¥

0.001

2 6xi0"
6. 0x10-"
B %107
Txl0=
ex104

L 0x10+
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41.8.- Rescate de las célilas tratadas con AS5-48

La posibilidad de revertir el efecto letal de AS-48 sobre las

'i.—\‘ % - - b - , - e -
ceiulas tratadas fue verificada mediante tratamiento con diversos

agentes antagonistas o inactivantes de este. antibistico, con
: GO

obieto de determinar por una parte la reversibilidad del proceso
s le -

ast como de definir posibles fases en su mecanismo de acciom

Rescate mediante proteasas. -

de &, faecalis 5-47 en fase logaritmica fuerom

=

y 5 min. mas tarde, incubados con pronasa o

proteasa. En ningun caso se observée recuperacion ﬁlguna de los
micmos hasta pasadas las 7h de incubacién (Fig. 35A)., El unico
efecto detectado en presencia de estos enzimas fue la inhibicion
total o ] de la 1lisis. Ello plantes la necesided de
enzimas que tuviesen una mayor accién sobre AS-48,

la tripsina. Este enzima, ademas, presenta actividad

glitica frente a las autolisinas latentes de la pared

a s

ie S, faecalis, produciendo fragmentos activos a partir de
las mismas (Shockman, 1974). Para allo el enzima debe acceder a
lae autolisinas celulares, lo que no ocurre en circunstancias
noxmn]o:;- pete enzima no mostréo ningun efecto sobre el

crecimiento de los cultivos control

de la Lripginﬂ sobre cultivos tratados con AS-48

Ei efecto

adici ] 35F 51 anc ch
dependic del momento de su adicison (Fig. 35B). Asi, cuando dicha

adicien se efectue 1 min. antes que AS-48, se obzservé una

‘ la absor: ia de 1t1 ! e la hora
disminuclon rapida en la absorvancia del cultivn durante la

] ; "as yo empeze a
siguiente de {ncubacién, tras lo cual el culti p
presumiblemente debido a

recupzrar su tasa de crecimiento normal

{4 = D0 0 ~ipsina.
1a degradacton de AS-48 por accion de la tripsi
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T T

: F w0 n

Tiempo de incubacion (h)

Fig. Ly Jr Lfecto de la adicion de los enzimas

proteoliticos (2.5 mg/ml) pronasa B (n—nN) o proteasa (6—A) a

cultivos de 5. faecalis 947 a los B min. de adicionar AS-48., B.-

Adiciéon de tripsina (0.4 mg/ml) a cultivos tratados con AS-48:

Ffecto de AS-48 solo (@——e). Adicion de AS-48 a cultivos en
presencia de tripsina (O— 0); adicién de tripsina al minuto

( o——>D yin & log 60 min; (A—n ) despues de adicionar AS-48.
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embargo, cuando la tripsina fue adiclonada 1 min (6 bien

OV min,? después que AS-48, se detecté un descenso rapido y
marcado en la DOecs:o del cultivo, y la recuperacion del mismo tuvo

lugar ya en etapas mhs tardias, posiblemente debido a que el
numero de células viables remanentes era mucho menor. La
diterencia en la supervivencia del cultivo observada en un
periodo de incubacion tan corto apunta hacia una entrada muy
rapida de A5-48 en las células, pasando a ser inaccesible al

atague por este enzima.

Para evitar esta accléon cooperadora de la tripsinz se disefio
experiencias, en las cuales los cultivos fueron

durante 5, 15, 30 & 60 min, con AS-48 y posteriormente

salina ¥y resuspendidos en medio nuevo

con nbjeto de medir el efecto dé la ‘ripsina

de AS-48 adsorbidas a las células,

aobtenidos se muestran en la Fig, 36A. El tiempo
por lpos controles para recuperar la tasa nurmal de

ento aumenté con el tiempo de incubacién en presencia de

Feta fase de retardo se vio reducida de forma relativa

cuando las células fueron reincubadas en presencia de tripsina

26B). de forma gque solo las células incubadas con AS-48

' : ) di 16 : C ( min.) recuperaron
durante Un . corio ;mrihdn de tiempo D p

rapidamente su tasa de crecimiento normal.

lo requerid abg s cultivos incubados
El largo intervalo requerido por Ilo

I nte 15 o 30 min. para su recuperacion, muy similar por otra
dqurante 0 I . alc

indic g i wente la
; il y0s  control indicaria - posibleme
['_,:“rt‘_e a] ode l(. 1 cultlvo B3] y

£ Ne ] b ) o una
t li 1 ; o n J(] T l)]!.’C,Uy. » 18 Ao 1? ¥ \JJ.), !GI ma _4Ue ]10
11 rn i w 4 2 - € I

sculas sorb s =e encontrarian en la
baja proporcien da las moléculas adscrbida e

: .r atacadas por la
SUSC bles de ser atacadas P
superficie celular y serian susceptlible .

i n qu”liU” cultivos incubadcs durante 60 min.
Solo en aque = >l t1ve

tri pr--:}' na.
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ptica a 620nm

=

i

Densidad O

Tiempo de incubacion (h)

de lpos cultivos

Fig. 36- Rescate por tripsina (0.4 mg/ ml)

incubados durante distintos intervalcs de tiempo (5, 15, 30 y 60

min.) con AS-48 ¥ posteriormente lavados con solucién salina e

incubados €n medio nuevo. A.- Cultivos control. B.— Cultives

reincubados en presencia de tripsina.
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con AS-48 se observe ya un efecto cooperador por parte de la

l P T
tripsina en el sentido de acelerar, aunque ng de forma notable,

la lisis del aﬁltivu.

4.8.2.- Rescate por SDS.

~La sensibilidad del antibiético AS-48 al SDS queds reflejada

en el apartado 3.9 de este capitulo. Este agente desnaturalizante

fue utllizado a concentraciones que permitiesen el crecimiento

celular 'y Jue a 'la vez mostrasen un: efecto inactivador
significativo =obre AS-48. Para ello, la concentracién final de

antibiotico fue rebajada a 6 UAs_az/ml.

icien de 8DS (0.015%) a cultivos de 8. faecalis S5-47 a

diversos tiempos ¢ 1, 30, 60 o 120 min.) después de adicionar AS-

48, produjo una recuperacion mas o menos tardia del crecimiento

normal. La fase de retardo mas corta detectada fue de 1h para les

&ulti?%ﬁ sreincubados con AS-48 durante 1 min, antes de adiclonar

ol 5DS. En todos los casos se observo una inhibicién total de la

nosiblemente debida a la inactivacion de las autolisinas

b

©DS, si bien la recuperacion del crecimiento fue ya muy

LAy

tardia cuando este agente se adicioné a los 30 y 60 min.
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Densidad Optica a 620 nm

! T

10 12

Tiempo de incubacidn (h)

Fig. 37.- Efecto del SDS (0.015%) sobre cultivos de S, faecalls

cancis de A5-48 (6 UAs-av/ul). 18 adicion de

5-47 incubados en pre

al minuto (O—0), a los 30 min. (A—4A), a los 60

(m—m ) de haber adicionado el

5pS ee efectuo

min. (n—D) y a los 120 min,

antibiotico, respectivamente.
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1.8.3, - Rescate por cardioli pina, -

LI e o - $
utro de  los  agentes  antagonistas utilizados
cardiolipina,

fue la

tanto por su capacidad de inhibir a las au.clisinas

de & faecalis (Cleveland et al, _19?6) como por su efecto

inactivante spbre AS-48 (apartado 3.5 de este capitulo).

La adicien de cardiolipiné a cultivos de §. faec. lis S-47 10
min., anies que AS-48 (6 UAs-a7/ml) antagonizéd de forma muy
aignificativa su efecto antibacteriano, ya que apenas se observé
retraso en la evolucien de la DOezo del cultivo, y el numero de

células viables =6lo se vio ligeramente afectado (Fig. 38A).

Resultados similares se obtuvieron cuando la cardiolipina fue
adicionada 5 min. después de AS-48, si bien en este caso se
cbserve va una fase de retardo en la DOszo del cultivo y una

disminucién del numero de celulas viables.

{sn de cardiolipina tras periodos de incubacién
20 min. en presencia de AS-48 presento ya una

capacidad muy limitada para rescatar a las células dafiadas,

i

posiblemente debldo a que sstas se encontrarian ya en una fase

irreversible,.

La presencia de cardiolipina si manifests, sin embargo, un

efecto antagonista sobre la lisis de los cultivos aun en fases

tardias tras adlcién de AS-48 (Fig. 38B), presumiblemente

debido a su efecto inhibidor sobre las autolisinas en S, faecallis.

Otros compuestos lipidicos comod el fosfatidil inositol y‘el

i re la
dicetil-fosfato mostraron un efecto antagonista similar scb

! 1COCC secalis S-47.
actvidad antibacteriana de AS-48 en Streptococcus faecalls &
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Flg. 38.- Rescate celular por adicién de cardiolipina (12.5

pg/ml) a cultivos de §.faecalis $-47 incubados en presencia de

AS-48 (6 UAs-az/ml). La cardiolipina se adicioné bien 10 min.

antes que AS5-40 f(a), O Wign a lo= 5, 20, 60 y 120 min. despuées
(b-e). Efecto de e L S S iy control (T). A.- Numero de
.+ de los cultivos.

células viables. B.- Evolucién de la DO
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micromyleculas marcados con elementos radiactivos
= IS 5 . e

Se realizaron dos tipos de experimentos. Por una parte se
midio el efecto de AS-48 sobre cultivos creciendo er presencia de
precursores marcados, y por otra sobre la tasa de incorpcracién
de dichos precursores después de adicionar el antibiotico

£k e
{Metodos i

i L " i

Experiencias en 5. faecalis 5-47.-

cultivos de &.faecalis S-47 creciendo en presencia de
precursores marcados fueron tratados con AS-48, observandose a
continvacisn  una detencién inmediata en la acumulacién de los
mismos con respecto a los controles en cuanto a sintesis de

proteinas, ADN, AEN y pared celular (Fig. 39). Asi mismo, en
periodec nosteriores de incubacién (a partir de 15 min.) se
detect: una peérdida progresiva del material radiactive
te incorporado a ARK ¥ pared celular, mientras que el

previamen

incorporado a proteinas y ADN permanecio constante.

En experiencias separadas se midié la tasa de incorporacién de

precursores marcados (cantidad de radiactividad acumulada tras 3

min, de incubacion caon los mismos) en las ctélulas tratadas con

AS-48. En todos los casas Se observée una dréastica reduccion en la

% & . : b | + 1A
tasa de incorporacion a los 5 min, de adicionar el antibioetice

(Fig. 40).
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Fig. 39.- Efecto del antibiotico AS-48 (8 UAc-a»/mi) sobre la

incorporacién de precursores marcados a macromol :culas en
S. faecalis 5-47. A.- Uridina. B.- Timidina. GC.- Leucina. D.-

Acetato, Los simbolos en blanco representan a 1os cultivos

control, y los simbolos en DEgro a los adicionados de AS-48.
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Fig. 40.- Efecto del antibiotico AS-48 (8 UAs-a7/ml) sobre la
tasa de incorporacion en S. faecalis S-47 de precursores marcados
a proteinas (Ox=05r, AN (—¢ ¥ ARN (A—D).
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Kxperioncias en K. coll K-12.-

txperiencias simjlares fueron llevadas a cabo en E.coli K-12
o )

slpulendo la metodologia va descrita
& ) .

En esta bacteria se observe una detencién gradual en 1la
incorporecion de orecurscres marcados a proteinas, ADN, ARN y
pared celular, Jetecténdose una reduccion significativa en 1la
incorporacien de dichos precursores entre los 15 y 30 min,
siguientes a la adicion de AS-48 (Fig. 41>, sin que se pudiese

asignar una inhibicion primaria a niguna de las rutas analizadas.

Fn todo caso se podria considerar que la sintesis de
protaina fuera la wvrimera en detenerse. No obstante, el
tratamiento a 100°C durante 15 min. llevado a cabo con este

nrecursor podria ocasionar la pérdida de leucina incorporada a la
célula pero no a proteinas, perdida que no ocurriria enm el caso

'a  timidina acumuladas por la celula pero RO

ARN 6 ADN. En efecto, cuando se repitié el

Ipr i o] tratamiento con calor, la detencién en
i leucina marcada fue similar a la de los

Ie¢ ) 1 T ¢
Asi mismo, cuando &€ ecstudis el efectoc de AS-48 sobre la tasa
je incorporacion de precursores marcados, se observe ura
reduccion gradual en la misma €n thdas las rutas ensayadas, salvo

| ca de la leucina, en la que se detects ura reduccion muy
en el caso de la leucina, €B 2«
. ' stras
I ac o incorparacion en aquellas muestra
rapida en la tasa d incorporacio ]

de este precursor no tratadas

L B LE l i,l- ' Las muestl
a.enta 15 A i Tle
-G i i A 2 y cOr poI CiGn
I 1 j clol en su § 158 Lle 11’1.. pD 2
con alo ] al o ma e
P e f - + | o - o . o) 4‘)

ar | 1 1 a l 1 ‘1‘ j rest 81 } NS Pl ecursores I: 18‘ z).

} @ I [
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Radiactividad incorporada (CPM)

1 1 J

120 60

120
Tiempo de incubacidon (min)

Fig. 41.- Efecto del antibiotico AS-48 (200 UAu-s/ml) sobre la

incorporacion de: A.- Uridima. B.- Leucina. C.—- Timidina. D.—

Meso-DAP, a macromnléculas en E.coli K-12. Los =imbholos en blanco

representan a los controles; los simbolos en NEgro corresponden

a la incubacién con AS-48. FPara medir la incorporacion de Leucina
marcada se utilizo el procedimiento habitual, calentando las

muestras a 100°C durante 19 min. ¢ O—0O )i alternativamente se

equivalentes suprimiendo el

125

pfectuaron determinacior

tratamiento termico (o—o ).
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Fig. 42.- Efecto del antibiotico AS-48 (200 UAu-=/ml) sobre la

tasa de incorporacien en E.culi K-12 de precursores marcados a

proteinas (@—@), ADN (OD—D0),
i6n de Leucina marcada se midié

ARN (A—7\) y pared celular

(o—0). La incorporac también en

muestras sin calentar (0O—O).
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4.10.- Efecto de AS-48 sobre el consumy de (s, -

El efecto de AS-48 sobre el consumo de 0Oz en las células
t1atadas fue examinado de acuerdo con el procedimiento descrito
en Métodos 7.6.1, Los cultivos de S faecalis 85-47 fueron
incubados hasta alcanzar una DOeze= 0.1, En ese momento se
retiraron alicuotas para medida del consumo de 0Oz, Tras 30
segundos de estabilizacion, se registré la evolucion de .los
niveles de U: en el cwitivo, observandose un descenso rapido y
lineal de los mismos (Fig. 43A). BSeguidanente se adicione AS-48
(8 UAs-_a-/ml), detectandose a continuacién umna establlizacién en
los niveles de U- del cultivo, indicando el cese inmediato en el
consumo del mismo por parte de las células. Esta estabilizacién

no pudo deberse a um agotamiento del Oz disuelto en el medio,

segun se comprobo con los controles adecuados.

la detencion del consumo de 0= en E.coli K-12 fue mas lenta
que en & faecalis S-47. El cultivo fue incubadc hasta una DOezo™
0.1. En ese momento se midio su tasa de consumo de Oz (cantidad
de 0O» consumido durante 20 segs.) y se le adicioné AS-48 a una
concentracion final de 200 UA,.=/ml; a continuacion se pbservo

una reducciéen progresiva en la tasa de consumo de Oz (Fig. 43B)

similar o quiza un poco mas rapida, que la reduccion detectada en

la tasa de incorporacion de frecursores de macromoléculas

marcados. Asi, a los 30 min. de contacto con AS-48 la tasa de

consumo de 0= se redujo al 30% con respecto al control.
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Fig. 43.-A.- fifecto del antibiotico AS-48 (8 UAs-a7/ml) sobre
0ol consumo de Oz en &, faecalls g-47 creciendo en medio BHI-T

Qn);‘conﬁumm de 0z por el control (b). B.- Inhibicién de la tasa

12 creciendo en MMGVB tras 1a adicion de

ruspiratoria en E.coli K-
las flechas indican

AS-48 (200 UAu /ml). En ambeos pxperimentos,

el momento de adicion del antibiotico.
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4.11.~ Efecto de AS-48 sobre la permeabilidad de la membrana

celular. -

Para completar este estudio sobre los efectos de AS-48 sobre
las células sensibles y profundizar en su mecanismo de accién se

midieron dos nuevos parametros:

Por una parte, se siguio espectrofotométricamente la

liberacion de material con absorcion entre 260-280 nm, y por otra

se determiné el contenido celular en Na* y K*.

Ni en 8 faecalis 5-47 ni en E.coli K-12 se detecté liberacion
algura de material con absorcién a estas longitudes de onda

durante los 60 min, siguientes a la adicién de AS-48.

Sin embargo, en S. faecalis S-47 se observo una inversion en
contenido celular en Na* y K* a los 5 min. de adiclonar AS-48
UAe_a-/ml) (Fig. 44), con una pérdida importante del contenido
K*, pérdida que se mantuvo en etapas posteriores, asi como
fuerte aumento en los niveles internos de Na'; el contenido
este ion descendio a niveles bhaslcos después de 40 min.

incubacién en presencia de antibiotico.
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Ffecto de Ab-48 sobre el contenido celular en Na'

[.ns simbolos en blanco representan al control; los

orresponden a las miestras tratadas con AS-48.
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4.12.- Observacion al microscopio electrénico de las cé.ulas

de Streptococcus faecalis 5-47 tratadas con AS-48.-

En la Fig. 45 se observa ¢l aspecto de las células de

S, faecalis 5-47 tras dos horas de incubacién en presencia de AS-
48. En ellas se aprecia una pérdida total del contenido
citoplasmico, asi1 como rotura de la pared celular a nivel del
septo de separacion, conservando en el resto de la periféria la
estructura tipica mas o menos intacta, lo que sugiere una
degradacion puntual a nivel de la zona de crecimiento de la pared
celular, precisamente donde se localiza la mayor actividad

autolitica en condiciones normales de. crecimiento.

iste fenomeno, junto con un aclaramiento progresivo del
contenido citoplasmico se observa en células tratadas con AS-48

durante periodos de tiempo mas cortos.
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scopio electronico de cortes

Fig. 45.- Observacion a micro
faecalls

ultrafinos las células de S-47 tras Zh de incubacién
(x50.000). B.- Células

5,
en presencia de AS-48. A.- Control
tratadas (x63.000). La barra equivale a 100 nm,




DISCUSION




DISCUSION

otreptococcus faecalis subsp. liguefaciens 5-48 es una bacteria,
procedente de un exudado de herida, que constitﬂye un interesante
ejemplo de microorganismo poseedor de recursos que le permiten el
predominio en su habitat natural. En efecto, aparte de aquellas
caracteristicas de resistencia incrementada a los agentes

ambientales propias de los enterococos, tales como crecimiento a

elevadas temperaturas (45°C), pH alcalino, alta concentracién de NaCl

(6.5%), v sales biliares, esta bacteria produce sustancias

antagonisias de muy diversa naturaleza:

Ademis de la capacidad propia del grupo para fermentar una
amplia variedad de sustratos, con abundante produccién de acidos
organicos, especialmente lactico, que determinan la bajada del pH con

el consiguiente efecto inhibidor del crecimiento, esta bacteria

libera al medio dos inhibidores especificos actualmente en estudio:
una bacteriocina ¥y ol antibiotico peptidico AS-48. Ambos son de
naturaleza proteica, comb Se establecié inicialmente por su

srenaibilidad a ius enzimas proteoliticos. El estudio de este ultimo

constituye el objeto de esta Memoria.

El primer punto de discusién acerca de esta sustancia surglo en
P :

lo referente a su encuadre dentro de la amplia gama de inhibidores

especificos de origen biologico, ya que participa de las

caracteristicas de varios de ellos. Si bien por su pesO molecular

estaria en el limite entre las bacteriocinas de pequefio tamafio y los

antibioticos, su amplio espectro de accion 1lo asemeja mas a estos
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ultimos. Igualmente estaria relacionado por su tamafio y naturaleza

con los inhibidores descritos en enterobacterias denominad*

microcinas. L]

Un nuevo grupo de inhibidores que han polarizado recienteﬁente la
atencien de diversos autores es el constituido por los péptidos
basicos, producidos por una gama heterogénea de células, procariotas
y eucariotas, con caracteristicas comparables a nuestro inhibidor, si
bien el espectro de accion de los mismos es mas restringido en
general. De acuerdo con todas estas similitudes y diferencias, hemos
considerado esta sustancia como antibiético, y en razén a su origen

la hemos denominado AS-48.

A lo largo de este estudio hemos abordado aquellos aspectos
concernientes a la purificacien, caracterizacién y actividad

biolégica de este antibiotico peptidico.

Lac dificultades encontradas inicialmente en el proceso de
purificacion de esta sustancia, debidas por una parte a su
retencion en los geles utilizados para ia misma, y por otra a
la interferencia de los componentes de los medios de cultivo, han
sido superadas graclas al dicefio de medios de produccion con una
reduccion importante en los corponentes que mostraban una mayor

inte~*ferencia, permitiendo sin embargo la obtencién de niveles

significativos de actividad antibacteriana, como el medio complejo

(MC), en el que se obtuvo una concentr cisn de antibiotico cercana a

6 mg/l, muy similar a la de otras sustancias comO la lactocina B

mg/1) descrita por Barefoot y Klaenhammer (1984).

En este medio, la presencia de BHI, aim a Wiy bajas

(0.1%), resulta 1mprescind1b1e para pbtener unos

siendo insustituible por ningun

concentraciones

niveles aceptables de actividad,

digerido proteico comercial de los utilizados. Presumiblemente, este
reri
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componente aportaria algun cofactor necesario, en cantidades trazas

- Zas,
para la produccion de AS-48. Este medio cubre por otra parte los
extensos requerimientos nutricionales de lios estreptococos, aun
cuando los enterococos son unos de los miembros de este género con

menores exigencias en ec.e sentido.

Cabe destacar también la produccion de AS-48 en un medio minimo
‘MM), aunque en cantidades significativamente inferiores a las

detectadas en el medio complejo MC.

La produccien de antibiotico en este medio sigue una evolucion

eimilar a 1a de ls curva de crecimiento; los niv-les méximos de
actividad se obtienen cuando el cultivo entra en fase estacionaria
(esto es, a las 8h de incubacién). Posteriormentr se ha detectado un
descenso paulatino en los niveles de actividad, similar al descrito
por muchns otros autores (Tagg et al, 1975; Aguilar, 1979; Duro,
1084), ciendo en algunos casos atribuible a la liberacién de un

inhibidor especifico (de Lorenzo ef al, 1984),

Sin embargo, en el caso de AS-48 no se Lan logrado esclarecer
las causas de dicha pérdida de =ctividad; la adicien del inhibidor
de proteasas PMSF no ejerce proteccion alguna ifrente a dicha
pérdida; ello no decc~-ta, sin embargo, la accién destructora de las

proteasa- propias de la subsp. liguefaciens de S.faecalis; esta

suposicion, junto con la liberacien 'e um i.hibidor especifico,

_parecen improbables, ya que dicha pérdida de actividad no ocurre ni

en lus sobrenadantes exentos de células cuando son reincubados de

nueva, ni cuando sOn adicionados de sobrenadzntes recogidos en fases

mas tardias y que han perdido ya parte de su actividad. Dicha

pérdida parece mas bien estar relacionada con la presencia de las

Vel 3 emostrado asi mismo la
células producicras o0 el medio Se ha d

capacidad de dichas células de adsorber de forma inespecifica

moléculas de AS-48, por lo que no Se descarta que ello contribuya a
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la p;‘:[d!f}i! de actividad detectada. l'gualmrmte &0 deria Cfl":lemp*ar'

2 posibilidad de que, una vez agotados los componentes del medio de

cultive, las proplas ceélulas productoras pudieran reutilizar el

antibiotico previamente liberado.

Los primeros indicios sobre el caracter basico de esta sustancia

nos permitieron la utilizaclon de wuna 1esina de intercamb 5

cationico para su purificacién. El empleo de esta resina comeg

primera etapa del proceso ha supuesto una gran ventaja, ya que:

-Permite el manejo de grandes volume..es de cultivo
-Se obtienen concen.cados del orden 1/50 con altos titulos de
actividad antibacteriana
~-La recuperacion de actividad alcanza valores del 80% utilizando
una proporcion gel: sobrenadante de 1/18, pudiendo incfementar di no
rendimiento aumentando esta proporcién.
-8e eiiminan la mayoria de los componentes del medio que
inicialmente mostral 1 una mayor interferencia conm los posteriores
de purificacién
sLtilenen fracciones con un  ~ado de pureza 38 veces.superior
‘a, siendo este el paSo de purificacion en el que se

mayor aumento en actividad especifica.

Esto puede deberse 21 parte a la fuerte retencién de AS-48 en
dicha resina. la alta concentracion de sal requerida para su elucion

(alrededor de 1M) podria indicar, aparte de la fuerza de unién

tipo de

L

; 3 ~) : = i +r
ropla de los amincacidos con carga positiva, otro
prop

interacciéon con el gel, ya que se ha detectado fijacion 8 ot 2 Gi8E9

Sepl i pP-6, asi como €en
de geles inertes como e]l Sephadex G-&d ¥ el Biogel , 85

la cromatografia en fase 1ovnrsa.Cuando.laaepara:ion en Biogel P-6
era llevada a cabo a baja concertracion de cales la elucion de AS-
48 ocurria siempre muy por detras de la correspondiente a su tamafio
molecular, por lo que en las estimaclones iniciales se penso gque AS-
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8 tuviera un tamafio proximo a 2.000 (Galvez et al. 1986), mientras
que al aumentar la fuerza iénica en el eluyente entre 0.4 y 0.8M de

KNz ] 1 mico Actd o g :
NaCl, el pico de actividad se correspondia con ur peso molecular de

3500,

Las diierenclas de tamalic atribuidas a esta molécula, segun el
v:'W‘mmwnl de elucion, tanto en P-6 como en G-25 y G-50, podrian ser
explicadas nor la existencia de interacciones hidrofebicas de AS-48
con las matriz de dichos geles, F‘m; otra parts, la elucion de los
péptidos: en este tipo de cromatografias dista mucho del
comportamiento {deal seguido por las proteinas globulares, al
aumentar ia r1elacien carga/tamafio; esto también seria valido para la

eletroforecis de proteinas pequefias en geles de poliacrilamida (Fish

et al 3 4y Loeh al, 19830
L ae aondiciones de elucien en Biogel P-6 quedaron estandarizadas
adicionando Nacl 0.4 M en el c]uyente} obteniéndose asi frocclones

grado de pureza sSegun se comprobc mediante

pl
£ resis  asi como por su reelucién en Biogel P-6 ¥y

i de intercambio ienico, forzando esta vez la elucion

n gradiente de pH. Todos estos criterios indicaron un

i suficientemente alto como para la utilizacié. de
fracciones en las s‘v:s:;»:vriaznr_'iafs de actividad biolégica. Asi
m ompor tamiznto seguido a lo 1argo del proceso de
irificactien por la A tividad antibacteriana irernte a bacterias
Gram-pos.tivas y uvram negativas ha =ido idéntico, sin que Se haya

lades, por lo que ambas deben 1ir

cepuido separar ambas activi

LIl

ligadas a la misma molée ula.

Nc obe fe, para praseguir cor ‘A caracterizacion molecular de
esta sustanclia se Creyo necesario someter dichas fracciones a un
By irificacien mediante cromatografia liquida en fase
proceso de repuriticacle ' V -
reversa., Lomo apuntabamGs al principio, se ha encontrado una fuerte
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retencion de AS-48 en este tipo de matriz, siendo necesario para su

elucion disolventes con bajia p:')iaz‘idad,' como  la mezcla

isopropanol:acetonitrilo (2:1).

La homogeneidad de la fraccion activa obtenida por este método
ha sido comprobada mediante electroforesls en geies de
poliacrilamida en condiciones que permitian la deteccion de
cantidades minimas de proteina; de este modo se llego a confirmar su
alta grado de pureza, con un maximo de contaminacién inferior al
0.25%, lo que pone de manifiesto la adecuacién del método seguldo en
el proceso de purificacion, disefiado y adaptado a las especlales

caracteristicas de la molécula de AS-48.

La determinacion del contenido en aminoécidos ha puesto de
manifiesto por una parte la relativa hidrofobicidad ;\e esta
sustancia, debida fundamentalmente al alte contenido en aminnacidos
con restos apolares (proximo al 50%), asi como de aminoAcidos sin
carga neta a pH neutro (30.6%), Asi mismo se ha detectado un

muy alto en alanina (12 restos por molécula) y glicina

eascasez de aminoacidos aramatilc'os justifica la hajla

on qie muestra 1a molécula a 280 nm, habiéndose determinado

solo un }'QS‘._.“ de Fhe otro de Tyr, aunque cabe esperar la presencia

de triptéfano de acuerdo con el ligero hombro apreciable a 288 nm
en el espectro de absorcion.

: ; Jaue g sroporcién, aumentaria
la presencia de Irp, aunque en baja Pprop '

ligeramente el tamafio molecular minimo de 7.630 estimado a partir de

inoaci o el tamafio real estaria en
la composicién en aminoacidos, por lo que € _

COnLC a orfil de
torno a 8.000, lo que por otra parte concuerda con el perf

7 clusién moiecular en
obtenido mediante cromatografia de excluslon

~omo mediante electroforesis en

elucién
geles de Sephadex U 50 y G-75, asi

geles de ;»uljacrrilrmidn (14%).
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La pres:ncla de aminoicidos basicos es relativamente baja; sin
b " ]

D o untribuct ;
embargo, su contribuciéon a la carga neta de la molécula seria muy

significativa dada la baja pmporcién de aminoAcidcs polares y
grupos acidos. Esto explicaria el alto pl (préoximo a 10.6). Por otra

parte, es de suponer que los restos de aspartico y glutamico

detectados puedan realmente enconirarse en forma de asparagina y

glutamina, las cuales se hidrolizan durante el tratamiento con HCl

6N (Sahl y Brandis, 1881),
Asi mismo, la carencia de cisteina y la alta proporcien de

pencar en la carencia de una estructura tridimensional compleja para
esta molécula; estos datos vendrian avalados por la estabilidad a
altas concentraciones de '”11 y pof los resultados obtenidos mediante
la aplicacion de calorimetria diferencial de barrido, que apuntan
hacia 1a ausencia de una estructura compacta, Asi mismo, 1la
cooperatividad observada en la desnaturalizacién por . calor podria
estar favorecida por la presencia de regiones hidréfobas o regiones

gin carga neta,

Con  todos estos datos seria tentador pensar en la posible
naturaleza anfifilica de AS-48, considerando ademas la relevancia

pog : -
de este caracter en la actividad biologica de tantas moléculas con

accisn a nivel de membrana (unidad de ataque a membrana del

] jo S COCC ureus, asi como oiras
complemento, ‘6-hemolisina de Staphylococcus aureus,

sustancias antibioticas, tales como las polimixinas, ¥ también

- H t A y a
muchas bacteriocinas),en las cuales existiria una reglomn polar ric
= -

v L E = I = Y& [ { = e A ‘ s F ~ uJP
€n cargas 300 iLi FaE y que eria Or tdx] 8} espo Eib e de Su

actividad Gtlologica, ¥ una region hidrofoba relacionada con la

.cula con las estructuras ext
a relacion dirascta entre

ernas de la célula.
interaccion de la molé

ce ha llegado a prepouer un
. g de la fraccion apolar y el
su importancia

En este sentido .
: : espeCusl
el numero de atomos de carbon ‘

Scul speci -eferenclia a
de accion de la molécula, con especial ref é
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en cuanto a la actividad frente a bacterias provistas de una

membrana externa, como las gram-.egativas,

AS-48 es una nolécula relativamente sensible al calor, comenzando

a4 perder actividad por encima de los 60-70°C. Sin embargo, su
temperatura de transicién hacia un estado desnaturalizado es
bastante superior (3.4°C). Eiln embargo, éste seria un valor nrﬁxlmo
para un tiempo de calentamiento minimo en relacién con los valores
anteriores. Dado que la transicliéen se alcanzé de forma pregresiva,
es logico que tilempos de Incubaciéon mas largos a temperaturas
inferiores, slempre por encima de lops 60°C, Dcasionen.'domo se ha

pue=to de manifiecsto, una inactivacien gradual de AS-48.

Otra de las caracteristicas notables de esta moléculas es su
éncrme resisteacia al pH acldo y su inactivacion a pH basico.
Tenieude en cuenta el predominio de cargas basicas en la molécula,
estos datos serian perfectamente acordes con la misma suponiepdo un
papel para las cargas positivas en el mantenimiento del cent?ro
activo del antibiotico, ya que los grupos amino no se verian
afectados en su carga neta por las bajadas de pH. Por otra parte, la
péx dida de actividad ocurre cuando se alcanzan valores de pH entre 8
y 9, valores éstos muy cercanos al pK' de los grupos e-amino de los
aminoacidos basicos en su estado libre.

Las caracteristicas fisicoquimicas de AS-48 indican una notable

cemeifanza cnn otros péptidos con actividad antibiotica, de origen

5 si ent aspectos:
bacterianoc o no, en cuanta a los siguientes aspecto

' Fhit: »s0 molecular, proximo a
jdos ellos cerian prote.nas de bajo peso P

BT a0,

i réximo a 10, 0
-Se trata de custanclas basicas, con up pl P

superior.
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~5u actividad antibacteriana o antibiética en general se ejerce a

nivel de membrana.

Lz.i_ amplia distribucion de este tipo de sustancias podria reflejar

la conservacion, a lo largo de la evolucién, de ur mecanismo general
de antibiosis mediatizada por peptidos béasicos, lo que realza la
importancia de dichas sustancias en la interaccién bacteriana asi

como en la relacion parasi_to'-'huéa;ped (Sahl, 1985b),

Como ejemplos de este tipo de sustancias cabria ~itar a los
péptidos de origen bacterianu nisina (Hurst, 1981), Pep-5 (Sahl et
al, 1989, bacteriocina IYS2 (Nakamura et al, 1983), y & la
bacteriocina C3603 (lkeda et al, 1982) entre otros. Cabe resaltar la
gran similitud en el contenido de aminoacidos de esta ultima y el

antibioti \5-48.,

As: misoo s= han descrito otros péptidos no bacterianos de
caractevisticas similares, tales como las cecropinas, pfoducidas por
Hyalophora cecropia (Hultmark et al; 1982), la seminalplasmina de
comen de toro (Theil y Scheit, 1983), los polipépiidos basicos rices
on histidina (HRPs) y en prolina (PRPs) aislados de la saliva humana
(McKay et al, i984), 1la Pp-lisina producida por las plaquetas‘
(Donaldson y Tew, 1977}, los péptidos lisosomales de granulocitos de
conejo (Selsted et al, 1984) y los péptidos basicos MCP-1 y MCP-2
aislados a partir de los macrofagos de pulmon de conejo (Selsted et

al, 1983), o la melitina de Verneno de abeja (Tosteson y Tosteson,
' ” ¥

1984).
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Kespecto a la actividad biolégica de esta sustancia es

}1] ) ]*_. ? ey 7 . . - “ -
teresante sefialer su amplio espectro de acclén, siendo mucho méas

activa frente a bacterias Gram-positivas. Sin embargo, y a
. o '

diferencia de las bacterlocinas, las especies relaclonadas, es decir

los enterdcocos, no son especlalmente mas sensibles. De hecho, los

grupos mas sensibles son los de aquellas bacterias con . una

composicien comun en su pared celular: Corynebacterium,

Mycobacterium y Nocardia, caracterizadas por la presencia de acidos

micelicos en Ja misma., Quizad 1a naturaleza hidrofoba de -estas

setructuras facilite el acceso de la molécula de AS-48.

Dentrn de las bacterias Gram-negativas se encuentran diversos
grados de sensibilidad, requiriendo concentraciones inhibitorias de
60 a 100 veces superiores a las de bacterias Gram-positivas, con

algunas excepclones,

igualmente se ha ampiiado la determinacién del espectro de accion
nicroorganismos eucarigtas como levaduras y amebas de

no encontrandose en ningan caso resultados positives.

S5in embargo, en células Vero se observan alteraciones moriolégicas

patentes, con perdida ae adherencia.

i j 3 5 c del
Entre las sustancias antibacterianas descritas en especies

o't Spec : : & lin cabria
género St eptococcus con Ui espectro de accion mas amp

destacar a las descritas en estreptococos del Erupo A tipa P=TTT
(Hynes y Tagg, 1985, la estreptocina B, (Tagg et al 1975), la

mutacina C3603 (Ikeda et al, 1982), la mutacina Rm-10 (Fukushima et

b oo e G 1
al, 1982), la pstreptococcina sal-F (Tagg ¥ Russell, 1981), la
| Y-14 (Brock et al, 1963) o la

ira producida por S.faecalls &
.tancias antibioticas DS-1912-

hemolis
nisina (Hurst, 1981), asi comod las su .
16 producidas por estreptococos del grupo A (Woll ¥

y C (Dajani et al, 1976); las

cerian las

65, S23g ¥ a7
as wiridinas A B,

Duncan, 1974) © las

= dos 1timos gFrupos
sustancias antibacterianas de estos dos ullll Eruf
SUs vl = "
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unicas activas frente a bacterias Gi am-negativas. Todos estos
antibacterianos precentan ademés la peculiaridad de ser sustancias
de bajo peso molecular, inferior a 15.000 en general, y casi siempre

proximo a 5.000; la unlca excepcién seria la mutacina Rm-10, de gran

tamafio.

No obstante, la produccion de sustancias antibacterianas en
enterococos con estas caracteristicas es escasa o nula, a excepcién
de la hemolisina X-14, netamente diferenciable del antibiotico AS-48.

Respecto al mecanismo de accion de AS-48, la evolucion de los
cultivos adicionados del antibiotico en medio liquico nos lleve a
establecer en principio una posible dualidad de accién, segun las
estirpes ensayadas, ya que los valores de densidad optica
descienden enr mucheos casos, debido a un efecto claramente litico,
mientras que en otros casos se mantiene inalterada. No se ha podido
establecer ninguna relacien solida entre el 5rad0. de sensibilidad
que muestra una estirpe en placa y su comportamiento bacteriolitico

liquido; si bien la mayoria de los enterococos que

mayor resistencia en medio solido eran resistentes a

en medio liquilo, dicha resistencia no fue superada cuando

ce tilizaron concentraciones de antibistico muy superiores a las
normales. Incluso dentro del grupo de bacteriac que son lisadas tras
la adicion de AS-48, se observan compor tamientos muy diversos,

o Aee e ;
requiriendo nor malmente fases variables de retardo o de “"preparacion

para la iisis®.

descartada posteriormente, al

Sin embargo, s 2 dualidad quedo

. c&lulas vi 5 varios ca&sns, quedandd
realizarse recuento de células viables en varios 508, 4

establecido el efecto bactericida como  accloén primaria.

ffectivamente, en S faecalis, el 99.9% de las células habian muerto
L IEC alli 3 5 . T aete 5

biotic ndc : to la
tras dos horas de contacto con el antibiotico, siendo poI tan
L b J . = - e s L L

osteric su acci letal.
lisis observada posterior a su acclon ¢
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Jesen & {1 = i il =2 3
Resultados similares se obtuvieron al determinar el porcentaje de

supervivencia en FE. coli, confirmando por otra parte la menor

sensibilidad de

las bacterias Gram-negativas en comparacién con el

efecto producido ecobre bacterias Gram-positivas en idénticas
condiciones. En ambos casos, la adicisn de AS-48 produce un descenso
inmediato en la viabilidad celular, correspondiente a un mecanismo

de accion bactericida.

Dicho efectp se consigue en S.faecalis a concentraciones hastante
bajas de antibistico (neos '3 pg/ml, lo que asumiendo un peso
molecular de 8,000 supondria una concentracion cercana a. 0.4 ph),
mientras gque para conseguir una reduccion del numero de celulas
viables equivalente en KE.coli se necesita una concentracién de
antiblética 60 veces superior (o sea, 180 pg/ml, lo que Supone una
concentracion final proxima a 24 pM). La excepcién a esta mayor
resistencia seria el notable efecto litico producido por 8 Uls-a-»/ml
sobre cultivos de Myxobacterias, lo que esta en consonancia con el
activo sistema autolitico de este microorganismo. Resultados
diferentes se cbtienen cor Rhizoblum, siendo suficientes 10 Uhe-

.ra detener su crecimiento sin que bhaya efecto litico

Iistas diferencias en cuanto a sensibilidad han quedado reflejadas

en la cinética de accion. S1i blen en ambos casos seé ha detectado una

cinética de impacto multiple, el numero de blancos calculado para

ba -omparacién con el
G.faecalis seria muy bajo (inferior a B) en comparac

detectado en E.coll.

En &.faecalis se ha puesto de manifiesto la rapida adsorcion de

=) £ (que i nce {t} Aclones 1 Ut 8 t mente f}ltaS de
A ’ILJ W 1} [§ @ - 1 QAL = o = iui nte nie
y L

| : 357 as ¢ as
antibiético, se consigue una reducciéon superior al 95% de las célul
Asi mismo, la cantidad de

viables con 1 min. de incubacion.
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I 4 o A B Ay 3 o 3
antibiotico adscrbida por las células tras 1 min, de contacto es

o

practicamente igual & la adsorbida en periodos mas largos,

Resiltados similares se han obtenido en FE.coli. Si bien el
intervalo mas corto de incubacién utilizado ha sido de 5 min.,
también ce ha demostrado la rapida adsorcion de AS-48. Sin embargo,
la incubacion con AS-48 durante periodos mas largos, entre 5 y 10
min. antes de proceder a detener el crecimiento en solucién salina
fria, da lugar a un aumento en el pamerp de células viables, tras lo
cual se vuelve a detectar una nueva reduccion en el numero de
supervivientes. Este f{enomeno seria explicable si consideramos Iia
curva cbtx‘e:_purmi-ﬁnte a la cinética de accién de AS-48 en esta
bact.éz'ia. Sorprendentemente, el aumento en la concentracion  de
antibietico hasta valores tan altos comc 1000 UAy-s/ml no logra
disminuir la supervivencia, tras 5 min. de contacto, por debajo del
1.5%.

Fetos resultados estarian justificados suponiendo una fase de
resistencia celular, de forma que la fracciéon de la poblacion que se
encontrara en dicha fase podria escapar al efecto antibacteriano de

que explicaria el aumento de viabilidad observado entre

10 min. posteriores a la adicién de A-48, seguido de un
nuevo dee .50 en la viabilidad, Los ciclos de oscilacion en la
guper'vi_\"en(:ia de E.coli podrian ser explicados en base al corto
periodo de tiempo de generacion de esta estirpe en las condicicnes
de cultivo ensayadas (35 min.o ¥ la falta de sincronia en el
crecimiento.

Dicha fase de resistencia queda representada por la asintota que

‘ - los 5 supervivencia con dosis
ce obtiene de relacionar los porcentajes de Suf .
ia menor

de aptibistica, y pedria conifibdir. B o 0

crecientes a

ibi > - e en dicho
sensibilidad de esta bacteria al antibiético, ya Qque
oLV L = ‘
W idas podrie tacadas
intervalo de tlempo las moléculas adsorbidas podrian ser ate
ntervalo de tlempo 145
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it membrana externa  (MoGregor et al,

Aparte va de geste ST 1 ]
I 2 ya de este fenomens, alstencia de las bacterias

Lram-negativas estlaria aediada por la presencia de una membrana
externa gque podria actudr de barrera para el acceso de AS-48 a =su

sitio de accion, 18l coro oowrre con obtras sustancias antibiéticas

que son inactivas frente a este tipo de bacterias,

% ankibieticos §B-lactamicos, que entrarian

tormados por las porinas, la maycria de los

frente a bacterias Gram-negativas no podrian,
penetrar por dichos canales, Alternativamente
modelos para su entrada: 19, la entrada

caso de aminogiucosidos y agentes

la polimixina (Hancock, 1984). Estos se unirian
wilisacarido, desplazando a‘ los iones Mg**, ¥y
patabllizador proporcionado por los puentes
dichos iones entre las moléculas de
adyacentes, BEsta accion daria lugar a Jla
o de la membrana externa, permitiendo asi la entrada

o (Moore ef al, 198%).

E! segundo mecanismo seria la entrada mediante interaccion

hidrofobica con los componentes lipidicos de las envueltas

celulares (Nikaido, 1976, 1979).

‘ i
f a suponer : oe ibloticos que
Asi mismp se ha llegado a suponer que Ciel toe ant q

- B - L3 T/ 3 n
actuan a nivel de membrana en bacterias Gram-negativas Do elerceria

: asmatica, sino sobre la
su efecto directamente saobre ]a membrana plasmatica, sir

rocados en la misma 1oS
membrana externa, siendo los cambios provocados en la misma -

responcables del efecto letal.
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Los argumentos expuestos con anterioridad ponen de manifiesto la

influencia de las cublertas celulares ya sea en el sentido de

permitir la entrada del antibiético, como en las bacterias Gram-
positivas, o de obstaculizarla, segun se podria deducir de la mayor
resistencia de las bacterias Gram-negativas. Para ello se ensayo la
accion de AS-48 sobre protoplastos de S.faecalis $-47 y E.coli U-9,
e incluso se amplic el ensayo a proto-lastos de S.cerevisiae para
confirmar la resistencia mostrada. Las resultados obtenidos
evidencian la. gran sensibilidad de los mismos, més acentuado si cabe
en el caso de S.cel c;v.igifae! y E.coll, donde los valores de turbidez se

redujeron al 50 y 100% respectivamente tras lh de contacto.

La importancia de la membrana en la adsurcion del antibiotico se
ha puesto de manifiesto en las experiencias llevadas a cabo con
células enteras y fracciones subcelulares de S.faecalis y B.coll. La
capacidad de adsorcion de las fracciones membranosas  fue
significativamente mayor, ya que mientras 4 mg de paredes adsorbian

82% de la actividad, 0.15 mg de membranas eran capaces de

100% de la misma.

Eetos resultados se han corroborado con  los de adsorcion
inespecifica del antiblético sobre células enteras, ya sea
autoclavadas o no, incluso sobre las propias células productoras, 1o
qu.e podris explicar, como apuntabamps al principio, la pérdida de

actividad detectada en los cultivos de S5-48 en fase estacionaria.

Estos datos apuntan hacia upa interaccién inespecifica de AS-48

Eham e ash &
con los componentes de pared y membranas mas que a la presencia d

especificos. Adicionalmente, la capacidad de la

la actividad de AS-48  libre en

receptores

Fyomldrars
cardiolipina de neutrailzai

5 Suponiendo este
cobrenadantes estaria de acuerdo con lo expuesto. Suponiendo es
sabp atle £5H 5 L {

: : apel de la
tipp de interac i6n, cabria especular sobre el pape

de las estructuras externas celulares en la

composicién 1 ipidica
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sensibilidad o resistencia al antibiético, siendo interesante seflalar

que dos de los microorganismos resistentes (Naegleria fowlerd y

Acanthamoeba) presentan una membrana celular con una relacién

colesterol/fosfolipidos muy alta,

La adsorcion inespecifica, aunque no es comin en las
bacteriocinas, ha sido también descrita en el caso de las
estatilococcinas 414 (Gagliano y Hinsdill, 1970) y 1580 UJetten y
Vogels, 1872a), asi como en la lactocina 27 (Upréti y Hisndill, 197%)

y la estreptococcina Sal-P (Tagg y Russel, 1Y81) entre otras.

Aunque diversas bacterias manifiestan una lisis progresiva con
posterioridad al tretamiento con AS-48, en el resto de los casos
colo se observa una accién bactericida, por lo que ei fenomeno de
lisis podria ser considerado en principio come consecuencia de otras
alteraciones celulares primarias, y seria atribuible a la activacien

de las autolisinas presentes en la pared celular.

Esta suposicién nos lleve a determinar la influencia de diversos
factores en la lisis de los cultivos tras la adicion de AS-48. En
general, la composicion del medio no ejercia efectos significativcis
cobre la lisis de los cultivos, si bien la adizion de tampon fosfato
mostraba un ligern efectn de retardo. lLas unicas diferencias
notables e observaron cuando el medio BHI-T era sup »mentado con

extracto de levadura, detectandose en estos casos uba inhibicien

total o par‘c...iai de Ja lisis, sl bien ia detencion del crecimiento del

cultivo y la notable reduccién de la supervivencia indicaban un modo

de accion bactericida bajo estas condiciones.

i £ i
La ausencla de actividad litica en la molécula de AS-48 se puso
al ausencls e

} T | . - R = - ue
je maniflesto tras su ensayo sobre células dafladas por calor, ya g4
e maliz Lras © TISAY

; 51 ‘ecimiento
eolo cuando los cuitivos controles reapudaron Su Cre imi
. ied ‘ 5 - 18 7 {vos incubados
| gﬁr:*nir‘(“ comenzo a detectarse 1a lisis en los cultivos 1ncub
DgE i 1Tm1CO 20T -
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con - ALk~48, lesul tados ;
=4 B Resultados sirtilares se obtivieron en los cultives

incubados a 4°C con A5-48; asi mismo ce demostre la disminucion en
la velocidad de lisis tras la incubacién a temperaturas distintas de
la optima para el crecimiento. La necesidad de una temperatura
fisiologlca también ha sido descrita para la accién de otras
- bacteriocinas (Fukushima et al, 1985). Todos estos datos indicarian,
por tanto, la estrecha relacién entre la - “ividad metabslica celular

y la lisis tras la adicion de AS-48,

Los requerimientns de cationes divalentes para la lisis, pero no
para la muerte de las celulas tratadas con AS-48, son 1 indicador
mAs de la independencia de ambos tipos de accion; asi pues, la lis-is
de los cuitivog requiere iones Mg#*, que pueden ser sustituidos por
Zn**, Ca-* o Mn"', a la vez que es antagonizada por Co*', Cu*“", Fe**
_y Fe®', mientras que el efecto bactericida es independiente de estos

cationes.

El papel de los cationes divalentes en la actividad de las
autolisinas ha sido establecido en otras bacterias, como por ejemplo
Clastridium botulinum. Las autolisinas de esta bacteria estan
claramente estimuladas por los iones Co™", Mg<* y Ca“*, y son
inhibidas por el Cu®v, Zn#', Cd°" ¥ Ni* (Kawata y Takumi, 1971).
Asi mismo, los cationes divalentes podrian actuar interaccionando
con los acidos lipoteicoicos (Lambert et al, 1977), los cuales a su
vez son unos de los principales reguladores topologicos de las

autolisinas de la pared celular de Streptococcus faecalis, asi como

de otras bacterias, por €

jemplo Bacillus (Meyer y Wouters, 1987).

La activacion de las autolisinac 17 . ntes de la pared celular de

S.faecalis es dependiente de la accion de una proteinasa
itoplasmica. Otras formas de regulacien incluyen 1a accion

inhibidora de ligandos COmMO los Acidos lipoteicoicos antes
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mencionados y clertos lipidos, como 1la cardlolipina; ademas, existe

una regulacion topolégica (Shockman et al, 1885);

La  activacién  de las autolisinas  mediante proteinasas
citoplasnmicas en astr'eptocacqs ha sido descrita tras el tratamiénto
con clertos lipldos que presentan actividad antibacieriana, tales
como el dodecilglicerol (Ved ei al, 1984), La lisis observada tras él
tratamiento con AS-48 podria atribuirse en principio a la act! -~4n

de las autolisinas mediante alguna de estas vias.

La adicién de gramicidina D o DCCD previa al tratamiento AS-

48 presenté un efecto antagonista no solo sobre la lisis, sino
tambien sobre la muerte celular, ya que la capacidad bactericida de
AS-48 se vio sensiblemente reducida con respecto a la obtenida 2n
otras experient &5, La interaccion de  muchas susténcias‘
antibacterianas y bacteriocinas con la- células sensibles o.urre en
dos etapas: la primera de ellas implica la adsorcion de la molécula
antibiética a la superficie celular, 2n un estado reversible por
accion de agentes desnaturalizantes o enzimas proteoliticos;
segunda etapa implicaria la internalizacien de las moleculas
antibiético, pasando asi a un estado en que su acclor no es
reversible por enzimas protecliticos. En la mayoria de los c. i0S,

trancicisn hacia este segundo estado requiere energia {Streker et al,

1961,

La necesidad de un ypotencial de membrana adecuado ha sido

descrita en las colicinas que forman canales transmembrana. la

=

adicién de sgentes desacoplantes de la fosferilaciéon oxidativa y

otros agentes que descargan el estado energético de 'a membrana

ejercen un efecto protector frente a dichas col‘cinas (Schein, 1978).

El aumento de supetvivencia en los cultivos tratados con

gramicidina D o pceh tras la adicién de AG-48 seria indicativo de
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o requerimientos ; e B e .
equerimientos energeticos necesarios Dara &u P Beta

2]

suposicien ha sido

comprobada ensayando el efecto de AS-48 sobre

cultivos de

aecalis creciendo en ausencia de un potenclal de

membrana, mediante adicion de gramicidina D e

incubacién en medio

2 total resistencia a AS-28 detectada en estas condiciones

nfirmaria ¢l papel del potencial transmembrana en la accién de AS-

gentes empleados en este estudio intervienen
acion de la energia metabolica para el tiansportie
pero no en la obtencion de energia metabolica,

- gcurre por fosforilacien a nivel de sustrato a
(Harold y Baarda, 1068), cabria suponer el
transporte en la accion bactericida de AS-

iativa e contempla la necesidad de una polaridad
embrana para la accién de As-48. la capacidad de

antagonizar la accion bacteriolitica de AS-48 debe

omo  una consecuencia secundaria de su efecto

i6n bactericida.

etapas en el mecanismo de accien de AS-48
mediante el rescate de las celulas tratadas con

sontes que inactivan a AS 48, como la tripsina. Este enzima ha
f.‘{r;'";-‘ - -4 ~ diica L4 VCALL ¢ :

g 1 o_AR
uostrado un fuerte efecio cOOP radaor en presencla de AS-48, en el

Y4e:dc 4 1 . ~ e . i e r +e
sentido de acelerar g sis  de oe cultivos, PprI esumiblement

mediante activacior las autolisinas latentes
164 allve ¢ L1V ad 131

presentes en la pare

tripsina sobre la N-
La acclon ip

4 } $ - P = \ + =
1hi ASE , ) 17) ha sido demostrada Ppor otro
acetilmuramoilhidr olasa 2k ha

asi como  en preparauos de

autores en . pat edes de ©O.1aeca lis,
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1C i l 7 U l ) & } 1 1w!j' 1¢ e y } 1
>T J‘?nuif a Ir ”1 saao (Barrevt et ai, 1 1
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ismo acelero la re uperacion solo en los cultivos tratados con

14 F % Lo i O | i |
durante 5 min.,, pero no en los incubados durante tiempos

superiores, lo que indicaria la entrada en una etapa irreversible

Los resultados similares obtenidos tras el empleo de otros

agentes Inactivantes como el SDS © la cardiolipina indicarian la

existencia de una fase muy corta en la cual las moléculas de
antibiotico unidas a las células serian accesibles a dichos agentes,
asi como una segunda fase en la que va no serian accesivles, El paso
a esta ecegunda fase seria dependiente de la existencia de un
potencial de membrana adecuado segun ccmentamos con anlerioridad, y
podria coincidir con la fase de actividad biologica, dada la répidez
con que se manifiestan las alteraciones metabolicas observadas tras
on de AS-48. La accién antagonista ejercida por ambos
agentes sobre la lisis indicaria el papel de las autolisinas en la
misma, enzimas que son sa.mceptibl.és de inactivacién por SDS, a la
vez que estan regulados de forma natural por cardiolipina (Cleveland
et al,
1a detencién inmediata de la sintesis de proteinas, ADN, ARN y
pared celular, muy similar a la producida por la mutacina Em-10 en
Streptococcus taecalis 0ODU (Fukushima et al, 1985), asi como por

otras bacteriocinns de estreptococos (Tagg et al, 1973, Kramer Yy

! i G ] f io de la
Brandis, 1975) seria, ;*wt_-.umiblemente, un efecto secundario

accion primaria a nivel de membrana, efecto que se manifiesta ante

todo por el cese inmediato en la entrada de precursores a la célula

| ; cién de coenzimas
y en el cOnSumo de 0 (utilizado en la regeneracion

reducidos), asi como por la pérdida inmediata de }a capacidad de

lo que indicaria

La

] i 5 K ntrade iva de iones Na®
acumular fones K* y la entrada pasiva d )

e aca er 3 \]'r‘~‘i(‘]n mie t l0S fo gto dp t‘anf ‘\mrtp
l ces 211 Ll i..l] -10na i nto de b= 5% emas = I sSpC =1

] : SmOS!
entrada de K' en S faecalis ocurre por dos mecanismos

‘uerza protonmotriz, y
{plemente promovido Por la fuerza P




DISCUSION

Un '\‘1'1*.':' 12 int i' I 2 K/}
2 M ol !w\,T" A ‘nat amobpos ovidne P {
8L MEVIADS '!"UI A [ Rh(’ikimljh‘i y

Harold 108¢* \ : ;
irota, 1909, Glunta et al, 1986),

La posibilidad de que AS-48 actue

como un agente ionoforo

colapsando « otencial d :

Olapsando el potencial de membrana parece improbable, ya que los
b 3, YE 2

cultivos 1incubados en medios que permiten el crecimiento en
presencia de agentes ionoforos, como el medio KTY2XH, con sensibles
a A;ff'.«’;?.% Asi mismg, tempoco se ha detectado pérdida de material
celular con absorcion a 260 nm al menos en la hora sigutcnte a la

adicion de AS-48. En este sentido la accion de AS-48 seria similar a
de la lactocina 27 (Upreti y Hinsdill, 1975), o a la bactericcina
Streptococcus . sanguis, las  cuales  actuarian
conformacionales en la membrana plasmatica,

iones ~metabolicas en cuanto a niveles

te y permeabilidad de membranas, y sintesis de

ien en este caso se detectéd pérdida de iones K*,

(Schlegel y Slade, 1974).

formacion de canales transmembrana, se

de una accién similar a la de los agentes

sorganizando la membrana celular y perturbando de

forma inespecifica todas sus funciones. FEste mecanismo de accién

ceria igualmente valido para E.coli, si Lien la presencia de una

membrana externa supondria un efecto protector considerable,

impidiendo la accion inmediata sobre la membrana citopléasmica como

en S.faecalls.

La lisis observada ‘en muchos casos tras el tratamiento con AS-48

seria, pues, una consecuencia de la alteracion en las funclones
metabslicas de la celula, que |jevaria finalmente a la activacion y
autolisinas. La relacion entre actividad

membrana ha sido demostrada

accién incontrolada de las

autolitica y estado energético de la
por diversos autores. Asi, por ejemplo, en Bacillus subtilis se ha
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demostrado la lisis de los cultivos

tras la adicion de agentes que

disipan el grodiente eléctrico o el gradiente de pH de las membranas

Yy . Qs e “Aendr - o~ i i i ok - }
celulares, sugiriendo asi la estrecha relacién entre la lisis ¥y el

estado energetico de la membrana (Jolliffe et al, 1981). Resultadoe
similares fueron los obtenidos en Myoxococcus corallpides D tras el
tratamiento con agentes desacoplantes (Fernandez-Vivas et al, 1985),
como el DNF, el TMPP y la DCCD, pero no con agentes ionoforos como

la gramicidina y la valinomicina.

la situacion es mas complicada, ya que esta

de sintetizar grupos hemo, y por tanto carece de

lo que genera el ATP exclusivamente por la via
nanteniendo el estado energetico de la membrana

dad hidrolitica de la AlPasa (Harold, 1978).

Harold y VanPrunt (1977) sobre el crecimiento

KIY2XH en presencia de gramicidina D,

incipio que las autolisinas de esta bacteria no
ladas por la fuerza protonmotriz. Sin embargo, las
notencial de membrana efectuadas por estos autores

indirectas, basandose sclo en el transporte de sustratos, por

.

descarta la existencia de un potencial de membrana, por
dibajo del umbral que permite el transporte de sustrato, pero
suficiente para regular a las autolisinas. Este supuesto vendria
avalado por los resultados ;J‘t_\.tr‘-z;-lri;r:'por otros autores mediante la

inhibicién simultanea de la ATFasa por adiciéon de DCCD, asi como de

. e B 2 - b oy~ - ',] C re‘..q
la glicolisis, por adicisn de fluoruro sédico. En estas condiciones

' l{eis celular en S.faecalis (Ter s-Hinks, 1978).
se indujo la autolisls celular en S.faecalls {Ternove i

i - vide cteriolitica de AS-48
En base a todos estos datos, la actividad bacterioli g

ec Sec ri 2] accion
podria ser considerada como un efecto secundario de la

JLIN (= - -\ ~ & [

de otras alteraciones

primaria a nivel de membrana, asi como

metabslicas ocasionadas po: la misma.
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Utros  hechos n iavi
hechos en favor de la activacisn  de los sistemas
- g 2 LD
auteliticos por agentes que

actuan a nivel de membrana serian los

reterentes a la actividad blolegica de los antlobiéticos peptidicos

nisin pFapak s3tos @ S :
ina y Fep-5., estos agentes actuan desorganizando la membrana
1

produciendc el cese inmediato de todos los proces.s bilosintéticos

1 % Rl R
Uno de sus efectos secundarios es la induccion de la autolisis

(Blerbaum y Sahl, 1985), La lisis de Staphylococcus aureus tras la
adicion de FPep-H comienza a detectarse en los lugares de sintesis de
pared, que es douade se concentran las autolisinas latentes. Acorde
con esto oabe sefialar aque las observaclones al microscopio
alectronice de células tratadas con AS-48 muestran uﬁa especial
desorganizacion de las cublertas celulares a nivel del septo de
separacicn de las células hijas, lugar donde se localizan las
autolisinas recién sintetizadas en las células en crecimiento

logaritmico.

1ificado de este tipo de accion en el marco del antagonismo
podria suponer para la estirpe productora no solo la
las bacterias competidoras en  presencia del
riano, sino que ademas éstas son degradadas, liberando al

sl

)5 componentes, algunos de los cuales constituyen

oot |

factores limitantes o0 necesarios para el crecimiento de la estirpe

productora.

Son muchos los argumentos en contra del papel ecolegico de este

tipo de agentes er los habitats naturales, principalmente en el

tracto intestinal humano, donde aquellas sustancias antibacterianas

i 05 g ari ; i ; emas, en
reguladas por el sistema S0S no llegarian a producirse; ademas,

ha demostrado su neutralizacién o destruccion por

diversos casbs Sse

las proteasas presentes en el intestino. No obstante, en diversos

S bidores ucibles ue
casos, como en el de aque 1ps inhibidores no ind y q

= - BT ~ (=
muestran una mayol resistencia a los agentes excgenos, como la




microcinas, se ha llegado a demostrar su presencia en heces y su

papel antagonista,

Alternativamente, se ha sugerido que este tipo de sustancias

desempeiarian un papel ecolégico una vez fuera del tracto intestinal,

asegurando la proliferacien de las estirpes productoras y aumentando

por tanto las posibilidades de reinfeccien, en las que, per otra

parte, las condiciones ambientales si podrian ser ya favorables a su

produccien , como por ejemplo, en el desplazamiento de Lactobacillus

del tracto vaginal vor enterococos contaminantes, asi como en otras

irfecciones oportunistas.
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LONCLUSIONES

l.- La estirpe Streptococcus faecalis subsp. liquefaciens S-48
produce una sustancia inhibidora, a la cual hemos denominado AS-48,
que ha sido encuadrada dentro del grupo de antibiéticos peptidicos

€n razon a sus caracteristicas y amplio espectiro de accién,

El antibiotico AS-48 se produce tanto en medios minimos como
en medios cumplejos, si blen en estos ultimos la produccion es
considerablemente mayor, estando especialmente favorecida per la

presencia ‘de infusion de cerebro-corazén de ternera.

Fsta sustancia ha sido purificada a homogeneidad mediante

grafia de intercambio iomico, exclusién molecular y fase

cbteniéndose un rendimiento elevado en todos los pasos.

A- La fraccién purificada tiene un peso molecular cercano a

S.OUU,'}; es una molécula sensible al calor y a los enzimas
proteoliticos, pero recistente a otros eazimas. Su composicion en
aminoacidos indica la abundancia de restos apolares y el predominio

de restos basicos, lo que confirma su alto pl, superior a 10.6.

5- La fraccién purificada ejerce un efecto bactericida (y

hacteriolitico en muchos casos) frente a un extenso numero de

; i y Gram-nega 5 si como frente a
bacterias, Gram-positivas y tram negativas, asi ¢

ciertas células eucariotas y protoplastos.
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B

Se distinguen dos fases en el mecanismo de accisn de AS-48

en Streptococcus faecalis S~

47: una fase de adsorcison, muy rapida,
independiente de la temperatura, y una fase ue entrada, dependiente

de energia e irreversible.

7.~ Tras la adicién de AS-48 se observa ol cese inmediato en la
incorporacion de precursores a las principales rutas biosintéticas
(proteinas, ADN, ARN y pared), asi como en la captacion de los
mismos y de iones K", unido a la entrada masiva de iones Na* y al
cese inmediato en el consumo de Oz, indicando una acciéon primaria a

nivel de membrana clitoplasmica.

8.~ La acclon bacteriolitica observada en S.faecalis parece estar
promovida por la activacion de las autolisinas, influyendn en ello
diversos factores, tales como temperatura de incubacion, composicién
del medio, y presencia de cationes divalentes y agentes ionéfaros.
Este efecto se considera secundario y consecuencia de la accien

bactericida a nivel de membrana.

ia accién bactericida en Escherichia coli K-12 ocurre de

forma similar a la detectada en S.faccalis, si bien la detencién en
i E f en el tiempo

los procesas biosintéticos ocurre de forma mas lenta en el PO,
posiblemente debidc al efecto protector de la membrana externa,

' j 23 istencia de las bacterias Gram-
efecto que explicaria la mayer resistencia de las

negativas a AS-48.
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