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de oue mixobacterias aisladas se oadhisren fusrtemente a superficies
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NS pusden  produciv swficientess  productos
satracelulares para solubilizar 21 sustrato, e products acumuwlads de
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mecssarios para solubilizar el sustrato, seria de esoErar aue la
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dependencia de la densidad cslular fuese mas pronunciada, En este
sentido, recientements se ha chservado gue worooows santhus no

trece  sobre Eoold cuands hay menos de 10 mixobactsrias por

Zin embargo, cuanda

L producir 2] antibisdtico

TA era wsado en el gltimo experiments, el crecimiento de Mywororcus

N oocurris incluss oz alt densidades celulares

los antibidticos tales como

crecimianto de las mixobacterias

rrolls,  como s2 0 discutis
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flos) productols) liticols) en el
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poblacién, Evidencias  apo ‘t—n:! por Wireman vy Dworkin (192772
parecen sugerir gue sl »:'e:wrsﬂlx* de la lisiz 25 wn cis evento,

Alm cuando el proceso litico parsce ser un proceso-ois, la
induccidn de Iz lisiz es dependisnts do  la  densidad celular,
sugiriends wn mecanisno de seflales célula a célula, La informacidn
sobre la naturalera de esta hipotétics sefal ha sido estudiada sobre
mutantes no ssporulantes, Mutantes Spo O o sufren lisiz en el
desarrcllo, sin embaros, ssios mutentes nuadan ser inducidos a la
liziz vy 2 formar esporas por la adicidn  de componentss del
peptidoglicanc (Simksts vy Kaizer 1987 a), o sustratos que contisnen

carpobidratos sdiraidos de cdlulas de Myxorooous xanthus musrias

El acido disminopimélico induce la formacisn de cusrpos
fructificantes (v presumiblements la autolisis)) (Campos v Zussman,
1975 Ya que los componentes peptideglicancs pusden inducir la lisis
¥y la formacidn de cuerpos fructificantes | Pusde que la lisis del
desarrolls tenga lugar de una manera autocatalitica,

Recisntemente, ha sido dada a conocer una autocida en M,
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inducidos oe M, wanthus
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Aloumns o

tos mutantes formaron cusroos fructificantss normales
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Como yva ha sido comentads, las

o3

rixobactarias son un grups
bacterianc con uma caracteristics peculiar, que 25 su capacidad para

producir wna amplia variedad de sustancias, tales cémo antibidticos,

barteriocinas, enzimas liticas, lipasas, nucleasas, proteasas, etc,,
L a3 Jugar o imporiante papel en la musrte v lisis de un

ESIEEL {_ i in] -‘fHP_lI ]_: 1 rjx—“l mi i r"‘fu“)\'q:-x\ 1-‘31}} 15
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Asi RBan  sido descritos wia  amplia  variedad  de
antibidticos producidos por  distintas estirpes de mixobacterias,
LT iy Lnas caracteristicas aumicas ¥, especiro

timicrobiano diferentes, En nusstro laboratorio fue aislada una

coralleides, que, siempre Jue las condicionss de

su desarrollo, producia de manera constante o

acumulacidn de dicho antibidtico an ins caldos de cultive,

[i]

For obro lado, se han realizade diversas experiencia
encaminadas  a  uwn alargamisnto  de la fase de  produccidn  de
nes en 2l omedin de cultivo gque

ez de mutantes no autoliticos, asi
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comn la obtencidén de mutantes superproductores de esta actividad

antibidtica,
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1, MICROORGANISMOS

1.1 Myxorcorcws coralloides D

Esta

ot
i

raya

. fug obtenids a partiv de Mysooocous

coralloides por transferencias sucesivas en medic adecuado (Arias vy

[41

12 Diras bacterias

Ze ha uwtilizado ademds Staphylocorcws aursws ATTC-S,

te 2 1z ooleccidn del Departamento, ha sido wbilizada como

t
dicadora gn los snsayos de actividad antibidtica,



Z, MEDIOS DE CULTIVOD

2.1 Medios de conservacifdn y manienimiento

fgar levadura

Este medio s ha wtilizado pars
comservacidn de M, rcoralloides D, En este medio
produce cuwerpos fructificantes  wiables  durante

100

fgar 200

figua 1.0

il 72

La levadura se aflade después

fundids, ajustands el pH o con una solucidn de

ot e
& 117 &0,

20 minutos,

(a3
Ll

MATERIAL ¥ HETODOS

2]l mantenimisnto v

dicha mixobacteria
La

varios

messs

de filtrar =1 agar
MaOH al 10 %, Se



MATERIAL ¥ METODOS

-

2.2 Medios de crecimiento

Medio CT

2 ha utilizado para el crecimiente de M, roralloides D,

g

Casitone-Difon 08 %
SCiaMig o1 %
FlaHat~FlaHE 20 01 M

pH 65

Medio CTA

Su ocomposicidn es la siguiente;

Cagitone-Difon 1.0 %
g § A

SaMo ol ¥
FlaHzk~PlaH 01 M
Agar ) TR %

3 72
oH F

L



Agar comim

Hilizadn para =] crecimisnto
sigulante composicidn

g

MATERIAL Y RMETODOS

23 Medios para la medida cuali y cuantitaiva de

antibhidtica

Madio "antibiotic medium-1¢

i
[H]
i
e
P
1
[51]
-3
=
. ;_-'L,
3
[
D]
o
ot
[ae}
b
i
Yt
A1

felytase TH pepions
Tripticass TM paplona
wiracto de levadura

E
Extracto de carne

filucosa

Rl

Call
K

12 A
150
L5

weps con la

1a actividad



Medio “antibiotic medium-2°

(Fm}

Ez un agar Blando (BBLY, con la siguisnte composicidn
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24 Medios para la produccidn de antibidtico
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3, TECNICAS OE CLALTIVO

3.1 HMantenimiento vy conservacidn de Myxococcws coralloides D

el

)3

b

El mantenimisnto v crecimisnto wvegetativo se resliz

por transfersncias diarias en medic liguido CT, dads la capacidad ds

™

Teniends en cusnta la ripida auiolisis gue muestran los
culiivos dispersos, pars sSegurar su conssryacidn s2 he procedideo de
1a siguisnte manera; odlulas de w cultive an fase exponsncial de
crecimisnts eran recogidas por centrifugacidén v resuspendidas en

O M, 21 cusl induce la formacidn

22 HMantenimiento de otras bacterias

F1 mantenimisnts de  Staphylococcws  awrsws, s2 ha
evadn a cabo por resiembras periddicas en tubos  inclinados de

agar, Tras la inocuwlacisn e incubacidn a 37 20, posteriormente se

arvaron = oscuricdad v o2 4 80
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3.3 Condiciones de cultive

Las condicionss de culiive para mantensr el crecimisnto

das las ewperisncias realizadas fusron

por todo el tiempo de oincubacién en

wn agtitador Gallempak, v temperaturs de

En  los  cultivos  liguidos  en agitacidn, para la
determinacidn  de  la  actividad antibidtica, se wsaron matraces

tontaniends 100 ml, del medio correspondiente, inocculados con § ml

SR

witivo en medio CT, =n fase esponevcial de crecimisnto de

de

Yy
1

4, MEDIDAS DEL CRECIMIENTO BACTERIAND

41 HMadidas turbidométricas

adaz & cabo a  intervalos
requlares  de &z o absorbancia en un
Spectromnic 20

4.2 Maedidas de pH

..... i

s 1o scbrensdantes s2 les delsrminsbs =1 pH

L

40



4 3 Medidas del nimers de células por recuento directo

una depresidn central dividida en

una de las 400 celdillas tisvne un
mm® oy sy profundidad == 1750 mm; por tanto, las

cda cuadro o osldilla corresponden a on volumen

T30 1 ® 1/EO i cr o= 1720 x 10% g

& la cédmara nediante

de ngue 2l cubre objetos habiz sido

depnzitado sobre el porta, para evitar la formacién de burbujas de

i A

aire, ¥ variacionss an la

oo

caAmara,

Cuancde  la  densidad  celular era superior a2 109

diluir la muesira v oesta dilucidn se

& la hors de hacer los célculos,

211 L

~
H

Cada musstra fud contada 2l menos dos veces, dando un

21 e, al menos aproximadanents

cuaddros contados |



MATERIAL Y METODRDS

nmers ode ealulas contadas w 20 0w 10

nomErs e

L
i3}

incluye en la eupresidn

5, ENSAYD DE ACTIVIDAD ANTIBIOTICA

5.1 Métndo de los discos

il
bxal

cimrta consistencia v o

disco debe  absorber una cantidad  adecuads,
a la impregnacidn por
v ooe modo wniforme, Es
totalmente

o que los discos n v oenvesados en recipientes

v o o83 soonssiable sacar los discos del refrigerador vy

» P W

por 1o gue hay que lener

antes ode abrir el vial

doncde sstan los discos,

svitiéndosse de este
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5.2 Preparacidn del microorganismo de prusha

1

1T

nsayo

dptica, medida an un Specironic

1O LY R AR L

52 Preparacidn de las placas

$ = - ot oy 4 = oo -,
ml ode unz £, praparada s2 ha

i Liempo

] o
COMSEPVANIDID SU

movimisnto, Tras

.
leciura e los

, transcurridazs 24 horas, ss & midiendn =l didmeiro del

atrags, que destace muy bien




2l que, no b Hegads  la

Ze eligids =l sistema el uso de los discos de papel
impregnados  de  cultivo,  aorovechands el hecho de ogue oz ls
Lred :

microorganismo prusba, 27 20,

moralloides U wtilizada, no habilands

inhibicidn gue aparscen

£, DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE ANTIBIOTICO EN LOS MEDIOS
DE CULTIVD

e wiidades/ml

e o3 oun

e, cuwendo

da Inz discos, orinina wn halo de 2 omm de

FE EMDTESE

7. INMOVILIZACION DE CELUWAS DE MYXDCOCCUS CORALLDIDES D

inmovilizacidn de células de M,
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