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l_‘é pr?i mera descripcién de una mixobacterié, pro
ductora de cuerpos fructificantes, se remonta al afio 1892 en
que Thaxter, mientras se dedicaba a la recoleccién de hongos
en Nueva Inglaterra, describid la existencia de una serie de
crecimientos de color anaranjado brillante que aparecian so
bre las maderas, hongos y sustancias similares en descompo
sicién y a los que incluyd en un género de hongos denominado

Myxobacter, en razén de su aspecto mucoso (ThaXter, 1892).

A pesar del gran desarrollo de la Microbioiogfa,
los conocimientos sobre las mixobacterias, desde entonces has
ta la fecha, han sido escasos y progresado relativamente po-
co si las comparamos con otros grupos debido quizés, como di
ce Stanier (1942), a que fueron estudiados principalmentepor
boténicos en vez de por microbiélogos y preferentemente des
de un punto de vista morfolégico mas bien que como entidades
biolégicas y, de otra parte, a las dificultadesen la aptiqacién
de las técnicas microbiolégicas modernas a su esfudio debido
al hecho de que, como regla general, no crecen de forma di s

persa en medio ITquido.

A pesar de todo fué Jahn (1‘915 y 1924) el prime -
ro que de una manera formal intenté la clasificacién de las ml

xobacterias, incluyendo en este grupo a organismos con las -

siguientes caracteristicas:
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pacilos vegetaﬁvos Gram negativos largos y finos, con pig-
mentos carotenoides, englobados en una capa mucosa y que
producen cuer'pés fructificantes, que contienen numerosas es
poras o microquistes formados por bacilos acortados, 0 quis
tes dentro de los cuales se encuentran localizadas las espo
rash, A
En . 1942 la inclusién por Stanier de los géneros

Cytophaga y Sporocytophaga, cuyas especies no producen cuer

pos fructificantes, dentro de |as mixobacterias hizo necesabio
eliminar la formacién de tales estructuras como caracter espe
cffico de las mismas y enfocar la at‘encién para definir este
grupo hacia otros parémetros tales c§mo la morfologia de las
células vegetativas, carencia de pared celular rigida, modo
de locomocién, caracterfsticas de las colonias, formaciény

estructura de los microquistes, etc.

Ajustdndose a estos parémetros o caracteres el
Bergey ‘s Manual of Determiantive Bacteriology (1957, 72 ed)
incluia una revisién de Stanier sobré la clasificacién de las
mixobacterias, encuadréndolas en el Orden Viil, Myxobacte-
rales, de ia Cljase Schizomycetes, con las siguientes carac

terfsticas:

"_as células vegetativas son baciios fiexibles, po
co refringentes, que muestran movimiento deslizante sobre las
superficies sélidas y que se multiplican por fisién binaria

transversal, produciendo colonias delgadas y planas que se
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extienden répidamente. L.as céluias son activamente mbviles
en la periferia de la colonia, formada normalmenie pob gru-—
pos de 2-3 hasta varios cientos de individuos en forma de ex
tensiones a manera de lenguas o islas separadas,: cuya pre-
sencia basta para diagnosticar virtualmente el orden. L as c_é
lulas méviles ;.)ue’den_r‘ecubr'ir* el sustrato conuna capa delga

da de mucllago sobre el cual reposan'.

"Todas |as mixobacterias, excepto los miembros

del género Cytophaga, forman células en reposo. En la fami
H

lia Myxococcaceae la célula en reposo es un cuerpo esférico

u oval, la pared delgada y de una gran' refringencia; en los -

restantes grupos es meramente una célula vegetativa acorta_

da. Excepto en el género Sporocytophéga, tas células en re

poso nacen enfo sobre unas estr‘uctur'zj.\s conocidés como cuer
pos fructificantes. En el caso més sencillo los cuerpos fruc
tificantes consisten en una masa uhlforme de células en repo
S0 que se mantienen unidas por el mucflago. AIguhos grupos

producen estructuras fructificantes més complejas: las célu-
las en‘ reposo pueden estar englobadas en quistes y pueden -
sobresalir del sustrato mediante pedunculos sencillos o rami
ficados. L.os cuerpos fructificantes son normalmente de coio
res briliantes y con frecuencia son lo suficientemente gran -

&

des como para ser observados a simple vista!'l.

E! problema de la clasificacién de las mixobacte

rias a nivel de especie refleja exageradamente la clasifica ~
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cién de bacterias en ausencia de informacién esencial concer
niénte a sus propiedades fisiolégica.,% y bioquimicas. L a pig-
mentacién, forma de los cuerpos, formay di mensién de los -
microquistes, son casi los Gnicos parémetros o caracteres -

utilizados parala clasificacién a nivel de especie.

Asl nos encontramos que la movilidad por desliza
mlé_nto no -es exclusiva de las mixobécterias. Tampoco o es -
la formacién de células resistentes. Hay que recurrir al uso
de otros parémétros como experiencijas nutritivas, re!acién -
G+C, hibridaciéndel ADN, etc para la clasificacién de espe-
cigs. Esta ldea parece tenepr un largo camino que recorrer -
en ‘el caso de las mixobacterias.

Somano (1947) , sugirié que las mixobacteri asno

fructificantes (Cytophaga y Sporocytophaga)fueran separadas

de las Myxobacterales y se unieran a otro grupo de bacterias

deslizantes Gram negativas, incluidas en el orden Flexibacter.

Esﬁa sugerencia de Soriano, recibié un apoyo ex
perimental cuaﬁdo, gracias a los trabajos de Mendel y L_ead-
better (1965), y McCurdy y Wolf (1967) se demostré que mien _
tras que el ADN de las mixobacteriaé no fructificantes tenia-
un contenido en G+C de 34-43 moles ;%, el ADN de or'ganiémos

aparentemente muy dispares tales como Sorangium, Archan --

gium , Podangium, Myxococcus y Chondromyces, pero todos -

ellos capaces de formar cuerpos fructificantes, presentan un

contenido en G+C de 67-71 moles %.
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L.a idea de Soriano se vid no solo apoyada sino -

refrendada por estos experimentos.

De acuerdo con ello, enla82edicién del Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (1974) los géneros Cyto

phaga y Sporocytophaga se han segregado delas mixobacterias,

quedando estas incluidas en el Orden |, Myxobacterales, del

Grupo 22, "Bacterias deslizantes", y conlas siguientescarac
terfsticas: ,

" _os bacilos unicelulares estén engiobados enuna
capa de moco mas a menos gruesa; los bacilos son éilindricos
con los extremos afilados o romos. Se multiplican por fisién
binaria transversal. Muestran un movimiento deslizante lento
sobre las superficies sblidas o en la interfase aire-agua y ca

recen de organos locomotores detectables. Gram negatjvash.

"Bajo condiciones apropiadas |las células se agre
gan para formar los cuerpos fructificantes constituidos de mo
co y células, ios cuales a menudo presentan colores brillan -
tes y dimensiones macroscépicas. Dentro de los cuerposftfr-u_c_
tificantes, las células se transforman en céluias en reposo, ~
Itamadas mixésporas. En algunos génerods |as mixésporas no-
son facilmente distinguibles de las célulés vegetativas; en -~
otros son bacilos acortados o esferas refréctiles, encerra-

dos en una capsulay se conocen con el nombre de microquistes

15




Los cuerpos fmctificantes pueden consistir o bien de una ma-
sa;ide moco y céiulas o bién las mixésporas pueden estarinclui
: i
das en esporangios de dimensiones y formacaracterfsticas, los
cuales pueden elevarse sobre el sustrato por un tallo sim;:@le o
ramificado'. '
"Quimiorganotréfos: estrictamente Eaer~obios, el me
tat;olismo productor de energia es re;spiratorio hunca fermenta
tivo. F°r~oduceni enzimas capaces de hidrolizar macromoléculas
tales como pr*oiefnas, 4cidos nucléicos, ésteres de &cidos gra
sos y varios pélisacéridos. Muchos son capaces de lisar mi -
crc?;organismosveucariéticos y procaribticos. Carecen de pig- -
mentos fotosint}éticos pero producen pigmentos :car‘otenoidqos y
a menudo melaninat. ’ ;

"l contenido en el ADN de las bases G + Cesde

67-71 moles % en todas las especies ensayadas".

Alfmar‘gen de estas deséripciones sisteméticas, -
uno de los hechos méas destacados de |as mixobacterias es su
capacidad para hidrolizar macromoléculas insolubles o que-
les confiere un especial interés desde el punto de vista de su
pa{:el en la naturaleza, ya que las hace capaces de degradar -
sustancias tan{complejas y variadas como protefnas, almidones
pa;'-edes celulares de bacterias, quitina, celulosa, agar,..etc.
y no solamente cuando dichas macromolécul as se encuentran ais |

ladas, sino tambien cuando forman p‘ar‘te de estructuras de or
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ganismos muertos, € incluso vivos.

Estos hechos, unidos a qtlje las mixobacterias es
tan presentes ubicuamente en todos 10's suelos normales y ma
teriales de pliantas en descomposicién, hacen que estos orga
nismos puedan ser considerados como '"basureros! dentro del
mundo microbiano, con la misién fundamental de ‘degr'a‘vdar‘una
serje de organismos muertos y detritus orgénicos insolubles
y hacer asl aprovechable sustancias cuya utilizacién es impo

sible para la mayoria de {os restantes seres vivos.

Esta actividad trae como ;:onsecuencia una ac -
cién beneficiosa en relacién con la fertilidad dé los suelos,
ya que la lisis de las células libera una serie de elementos y
compuestos que pueden ser utilizados tanto por la flora micro
biana del suelo como por los organismos vivos. En este senti
do la accién aparentemente perjudicial de M. xanthus por su-
efecto antagbnico sobre Azotobacter (Callao et al, 196|6) dis ~
minuyendo la capacidad de fijacién de nitrogéno de los‘suelos
puede, en definitiva, ser considerada como beneficiosa yaque
permite la liberacién de nitrégeno fijado, bajo la form:a de —-
protefnas, y merced a la accién delas bacterias del ciclo del
nitrégeno termina por pasar a nitratos asimilables por'- las ~w
plantas. ' |

Hasta muy recientemente se consideﬁ-aba que la -~
degraaacién de esta variedad de macromoléculas se llevaba a

cabo exclusivamente mediante la produccién de enzimas extra
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cetul%res; sin embargo, la informacién que se tiene sobrelos
mismos, es relativamente escasa y a menudo imbrecisa. De -
entre ellos se ha prestado una especial atencién a los enzi --
mas proteolfticos cuya pr‘o§ducci6n es comin a todas las mixo-
bacterias, debido al hecho de que dicha capaci dad proteol lti-
ca ha venido consideréndo;se intimamente ligadafa la capacidad
Iftica que mueétran la mayoria de estas bacter*ia;s frente a ——
otr-os organismos, principalmente eubacterias. EI tipoynume
rode microorganismos susceptibles de ser Ilsados solo tiene
un m;terés marginal en esta Tesis, por lo que se prescmde de
citaﬁ'individual mente los ciistintos trabajos que :tratan scbre~
el temay se remite al lector a las revisiones de Stolp yStarr
(1965), Dworkin (1966), Strominger y Ghuysen(1967), asf co-
mo los trabajos de HUttermann yKUhlwem {1969), Hittermann-
(1969) , Harcke et al (1971), Haska (1971) y Rodriguez Fran-

co(1$73) y a las referencias en ellos citadas.

Ahora bien, sobre el mecanismo por el qu selle
va afcabo la lisis, es indufdable que esta tiene que estar media
tizada por enzimas producidos por mixobacterias; sin; embar-
go, I‘:a lisis no puede ser el fruto unicamente de los enzimas -
extracelulares, ya que, sélo se ha podido demostrar la exis-
tencia de un sistema complejo de enzimas proteol fticos capa -
ces de lisar bacterias Gram positivas y negativas muertas, y

un sistema enzimético Iftico capaz de actuar sobre el mucopép

18



tido de paredes celulares dé bacterias Gram positivas vivas,
pero totalmente Ineficaz frente a bactéri as Gram negativas -
vivas.!
En nuestro laboratorio (R'odriguez F:r-anco, 1973)’
ha sido demostrada ia presencia de eniimas epicélulares, con
i actividad lipolitica en M. xanthus Esto expllcarla el ﬁraca-
so de {os enzimas extracelulares a la hora de Iisar a bacte -
rias Gram negativas vivas, y a la exigencia de un contacto fl
sico entre la mixobacteria y la otra célula bacterliana para -
que sea posible la lisis de esta ultima, ya que los citados en

| zimas extracelulares no podrlan actuar, en tanto que los Il’pc
dos, tan abundantes en la pared celular de tas bacterias Gram
negativas no sean degradados por la ai::cién de Ioé enzimas -
epicelulares. :

De acuerdo con lo anteriormente dicho, lo més—
probable es qué la lisis de las bacterias Gram positivas y ne
gativas sea el ‘resultado de la accién separada o secue"hcial -
de enzimas epi y‘extr-acelular-es, no pudiendo descartarse la
posibilidad de que en otras mixobacterias el mecanismé de |i
sis sea distinto. ‘

Hace algunos afios que se formuld otra hipétesis
bastante atrayente para explicar la lisis de bacterias Gram
positivas y negativas vivas, consistente en suponer que las -
mixobacterias producen una o varias Sustancl as de nathrale-

za antibibtica capaces de matar a las bacterias y simultanea_




mente modificar en alguna forma sus estructuras super‘fi:ci_q
les con lo que serian ya capaces d(-;; ejercer su accién loé-
enzimas extracelulares que consum:arian la lisis. (Oxfor;i y
Singh, 1946; Oxford, 1947; ImSenetskij y Kusjurina, 1951;
Norén, 1953 a).

En la actualidad dicha hipétesis esta totalmen -
te descartada; de una parte, porqué dichos antibiéticos se-
rian sumamente 14biles o poco difusibles, ya que, salvo ex—
cepciones, no se ha podido demostrar su existencia en so -
brenadantes exentos de células, y de otra, po‘r'que si bien ~
se ha podido demostr'ar‘ la pr‘oducciiSn de antibibticos por al
gunas mixobacterias,activos especialmente sobre bacterias
Gram positiva‘s, no parece existir relacién alguna entre di
cha pr'oducciéjn y la lisis de eubacterias (Bender, 1962;Mar
galith, 1962 ; Norén y Raper, 1962; y Rodriguez Franco --
1973). ‘

Nb obstante, la comprabacién de la citada hipé
tesis dié lugar a que se investigara la produccién de anti -
biéticos por mixobacterias por diversos autores y !aborétg_
rios, entre elé:los el nuestro, lo qué ha dado como resultédo
el que a lo Iar;go de los Gltimos 30 ;aﬁos se haya comprobédo
que diversas . razas de estas bacterias, corﬁo se expone a
continuacidn, %son productoras de sustancias antibiéticasi, -

aunque en algunos casos los datos sean contradictorios. .
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L.a capacidad de las mixobacterias para produ-
cir sustancias de naturaleza antibibtica , fue relatada por -
primera vez por Oxford (1947) » quien demostrd que los cul

tivos de una raza de M. virescens tenian actividad antibiéti

ca; uitilizandt-) la inhibiciéﬁ del crecirﬁiento de St. aureus, en
cultivo iiquido, como pardmetro de actividad, demostré que
el antibidtico aparecia al final de la fase de crecimiento ex
poneli\ci al y luego desaparecia cuando el cultivo era viejo.
El antibibtico no tenia actividad frente a bacterias Gram ne
gati\;as; sinr embargo, todos los intentos para purificér el -
antibiético fracasaron debido a su gran inestabilidad. Mas—
tarde Woods (1948) no pudo repetir Iés observaciones de Ox
ford . |

Norén(1953b)tampoco puqo reproducir estos re

sultados frente a St. aureus, encontrando que M. virescens

pr‘oducna un antibiético activo frente a Aerobacter aeroge -

nes, pero no tenia efecto sobre St. aureus. Ademé&s encon-

tré que una raza de Chondrococcus coralloides producia un
antibibtico contra St. aureus y que tenia escasa actividad

sobre A. aerogenes; el antibidtico era muy inestable.

Norén vy Raper (1962), en una publicacién poSs -
temor, contradijeron sus hallazgos. 'lnformaron que una —--

gran variedad de cuerpos fructifi cantes de mixobacterias -

(M. virescens, M.stipitatus, M. fulvus, M. lactls, Ch. lacti
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cus y Ch. crocatus) producian antibiéticos frente a un cier

to nimero de bacterias Gram posit.ivas pero no frente a bac
ferias Gram xnegativas. Concluyeron que, ya que las mixo-
bacterias pofdian crecer sobre bacterias Gram negativas y
lisarlas, la broduccién de un anti:biético frente al huéSiped

no era un requisito previo para la lisis.

Kato (1955), tras una basta labor de investjga-
cién encaminada a la bdsqueda de mixobacterias producto -
ras de antibiéticos, encontrd dos razas de M. fulws con
capacidad de produccidén de sustancias antimicrobianas con
actividad frente a bacterias Gram positivas y negativas, pe
ro no frente a hongos y levaduras. Margalith (1962) fué in
capaz de derﬁostrar‘ actividad antibiéticade M. fulvus frente
aE. coli. | | !

Kletter y Henis (1963) fueron incapaces deé de-

tectar actividad antibiética frente a Aerabacter aer-ogénes

y St. _aureus en filtrados de cultivos exentos de células de

M. fulwus y M. virescens.

beterson, Gillespie y Cook (1965) encuentran

una raza de Sorangium sp, capaz de inhibir el crecimien

to de una gran variedad de microorganismos incluyendoi bac

terias Gram:positivas y negativas, y varias especies de -
: i

hongos y levaduras. El antibiético se producia al final de

; |
la fase exponencial de crecimiento y se incrementaba su

22




produccién durante la formacién de mixdsporas por induccién

de los bacilos vegetativos con glicerol.

Dworkin (1966) afirma que:las mixobacterias pro
ductoras de cuerpos fructificantes producen antibibticos acti
vos frente a organismos Gram positivos; y posiblemente frente

a algunos Gram negativos y virus.

‘ Rodriguez Franco (1973) no pudo demostrar acti
vidad ahtibiética en sobrenadantes exer’étos de células de M._
xanthus y otras eSpecfes por ella aislaé:la, frente a bacterias
Gram positivas y hegativas. .

Para Sudo y Dworkin (1973) la produccién de an
tibiéticos por mixobacterias esté condicionada a un determi-
nado estadlo de su ciclo de vida, es décir‘, durante la forma
cién de mixbésporas. Esto co;\cuerda con Woodruff ( 1966 ) y
Hurst (1969) en que |a produccién de antibibticos es una pro

piedad :fundamental de la diferenciacién celular.

Rosenberg_t_aia_l..(1973) detectaron actividagi anti
biética en cultivos de una raza de M. xanthus; el antib‘iétlco
se produce al final de la fase exponenci al de crecimiento de
la bacteriay esj capaz de inhibir el crecimiento de aléunas
bacterias Gram positivas y negativas. El antibibtico tenfa una
actlvidad bactericida sobre cultivos de bacterias en creéimieﬂ

to. Vaks et al.(1974) publican los detalles de la purificacién
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y su parcial caracterizacién quimica; el antibidtico es poten-

te v muy resistente.

Nos encontramos, pues, con una serie de da;os-
escasos y a menude contradictorics en relacién con la capaci
dad de pmductién de antibibticos por mixobacterias, que: con
fas excepcionés citadas en Gltimo fugar, en todo caso parece
ser muy escasa y limitada en muchas ocasiones a estadios -

concretos de su ciclo de vida.

Por tanto se considerd sumamente interesante —-—
profundizar en el estudio de la produccién de antibiéticos por
mixobacterias, por lo que, en el afio 1973, se comenzé en -~
nuestro Iabora;torio un amplio programa de investigacién en - ‘
el que de forma sistemética se estudié la capacidad de produc
cibén de antibibticos por las distimés razas de mixcbacte -
r‘i_'as que fué posible aislar de los stelos de Granada. Fruto -

de este programa, fué el aistamiento de una raza, clasifi-
i H

cada posteriormente como Myxococcus coralloides, que pro -

du;ce de una ménera constante un antibiético que, en pp‘;’ngipio,
pqrecia tener ?una gran estabilidad y potencia, o que hizé ——
qt.;e nos animakamos a profundizar en el estudio del mismb, no .
sélo por el al t;'o Interds cientlfico dentro del campo de la Micro
biologia, sinoéadema’s con miras a una posibie uti!izacién; del
mismo en la préctica cilnica, u otros campos de apiicacié;n, -
cosa que en relacidn con las citadas mixobacterias esté total

mente inexplorado.
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En la presente Tesis rotoral se exponen los
trabajos realizados en relacién con el citado antibidtico y
que comprenden el estudio_de las cc?ndiciones 6ptimés de -
cultivo que favorecen su produccién; la extraccién, purifi
cacién y propiedades del mismo; y , finalmente, el estudio
de su espectro antibacteriano y modo de accién, asl como

su toxicidad y eficacia "in vivo'i.
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MATERIAL Y METODOS






. MICROORGANISMOS

Myxococcus coralloides

En todas las experiencias que se exponen en es-

te trabajo se ha empleado una raza de M. coralloides aislada

en nuestro Departamento segun la técnicadeSingh (1947) que

se describe mas adelante.

Esta raza fue caracterizada de acuerdo con las
las claves sisteméaticas del Bergey’s Manual of Determinative

Bacteriology (1974).

Myxococcus coralloides D

Esta raia ha sidoobteni'daa;lpar‘tir de la anterior
mediante la técnica que se resefia en elb apartado correspon-
diente de resultados, capaz de crecer de forma dispersa en
medio liquido.

| Se ha_t,»ttilibzado en experiencias para relacionar
la produccién de antibidtico con el estado fisiolégico de dicha

mixobacteria.
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Staphylococcus aureus

Ha sido empleada para los ensayos cuali y cuan
titativos de actividad antibidtica. Se ha utilizado, ademés,

para el aislamiento de mixobacterias.

. ! )
Procedia de la coleccién de microorganismos -

de nuestro Departamento.

Escherichia coli

Empleado para el aisiamiento de mixobacierias.

L_a raza empleada procedia, igualmente, de la

coleccibén de :microorganismos de nuestro Departamento.

Para la determinacidén del espectiro amibactérig
r;o del antibiético, se han utilizado‘ las especies bacterianas
due se espec;ifican en el apartado correspondiente pmcezede_rl
tes igualmenfe de nuestra coleccién y algunas otras surr;ini§_

tradas por el Departamento de Microbiclogia de la Facultad

de Medicina de Granada.
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2. MEDIOS DE CUL. TIVO

2. 1. Medios para el aislamiento

Medio M-1. - Utilizado para la bisqueda de mixobacterias en
suelo. Contiene E.coli vivo. Como soporte para las suspen
siones de E. coli se usa un agar-salino base que respohde a

la siguiente composicién:

Cloruro sédico 4.5g
Agar 20 g .
Agua ’ 1000 ml

Es aconsejable mezclar el medio muy bien antes
de fundir en el autoclave. Este agar salino base se reparte

en cajas de Petri, a las que sele afiade una suspensién espe

sa de E. coli.

Medio M-2. - Utilizado para la deteccién de mixobacterias en

suelo. Contiene St. aureus. L.a composiciény modo de prepa

racibén es idéntica a la de! medio M-1. |
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Medio M-3. - Responde a Ia misma composicién que el medio
M-1, salvo que al agar salino fundido se le éﬁade E. coli
(aproximadamente 2 x 1010 células/ml) previamente autocla-
védo. Se emplgea para el aisiamiento de mixob:acterias una

vez que estas han sido detectadas en los granos de suelo.

Agar ~levadura.- Empleado con igual fin que el anterior,

responde a la siguiente composicién:

L.evjadur‘a prensada de panaderia 10 g

Agar 20 g
Agu;a 1000 mi
pH 7.2

L.la levadura se afiade despues defiltrar el agar
fundido, ajustando el pH con una solucién de NaOH al 10_;%.

Se esterilizaa 1172, 20 minutos.

2 2. Medios de conservacibén

Agar comin blando . -~ Utilizado para el crecimiento de fas

eubacterias empleadas y con |a siguiente composicién:

32



f

Peptona . 10g.
] Cloruro sédico . sg.
Extracto de carne Bovril 3g.
Agér . 8g.
Agua 1000m!

El medio se fundié y esterilizd en el autoclave

segln las condiciones usuales.

Agar-levadura. - Se utiiiza para el mantenimientoy conser

vacién de M. cor-allbides. En este medio dicha mixobacteria

crece produciendo abundantes cuerpos fructificantes, via-
bles incluso despues de varios meses. La composicién de

este medio se ha resefiado anteriormente.

Medio CT . - Empleado para el mantenimiento deM. coralloi
des D. En este medio dicha mixobacteriacrece rapidamente

de forma dispersa. Responde a la siguiente composicién:

Casitone Difco . 2% ,
Sulfato magnésico 0.1%
PO4HK2_-P04H2K §OOOIMPH 6.5

33



Para evitar la precipitacién del sulfato mag-
nésico, se aflade asépticamente despues de que los otros

componentes del medjo han sido autoclavados.

2.3. Medios de crecimiento

Agar comun .- Se utilizd para el c_recimiento y obtenciéh
de indculos d'e masas de eubacteriés. L a composicién del
mismo solaménte difiere del agar comin biando resefiado
anteriormente,en lacantidadde agar, que en este caso eé

del 29.

Agar BZ?O .- Empleado para el cultivo de M. lysodeikti-

cus LA 100. Es el medio B/10 de Hittermann (1969} algb

rr}odificado y con la siguiente composicién:

Bacto-casitone Difco ' 1g

Extracto de carne Bovril 1g

Extracto de levadura 59
Agar - 20g
Agua 1000mi

pH 7. 4; ajustado con una solucién deKOH al (10%
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Medio CTA. - Segin Dworkin (1962) y cuya composicién es

idéntica al medio CT, adicionadc de agar al 2%

Casitone Difco 1%
504M9 0.1%
F’O-qf"ﬂ"{zmmaHzK 0.0MM pH 7.2

Agar 2%

Se utiliza para el crecimiento de M. coralloi-

des D. En este medio el M. coralloides D crece répidameg

te de forma vegetativa, no produciendo mix8sporas ni cuer

pos fructificantes.

2. 4. Medios para el estudio de |a produccién de antibiético

pori'M. coralioides!t .,

Medio CGA .- Empleado para la deteccién de actividad an

tibiética segln el método de la inoculdcién central o en es

tria, y que responde a la siguiente composicién:

Fosfato dipotésico i 2g
Cloruro sédico : 1g
Sulfato magnésico hidratado 100mg
Cloruro célcico crista!izadci) 10mg

Sulfato de manganeso 1mg
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Citrato férrico 3mg

Aspair‘agina 2.5g
Casiione Difco 5¢g
Glucosa .~ 10g
Agar 20g
Aguei destiiada 1000mil
p ‘%2

i

Medio CG. -~ Efmpleado como medio de cultivo para la pro-

t
duccién de antibiético por M. coralloides. Su composicién

es idéntica al medio CGAperosinagary pH 6.5. La gluco
sa se aflade asépticamente previaesterilizacién por filtra

cién o autoclévada a 1152 20 min.

Medio M-A. - Es elmedioN I11 B de Norén (1955) y con la si

guiente composicién:

Fosfato bipotésico X 2g
Cloruro sédico ig
Suifato magnésico . 0.1g
Cloruro céicico | 0.01g
Sulfato de manganeso | —‘0.0019
Citrato férrico 0.003g
Hidrolizado &cido de la

caseina (Difco) ‘ 5g
Asparagina % 2.5qg
Agua destilada ~ 1000mi
pH 72
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Medio M-B. - Modificacién del N i1l B de Norén (1955) por
sustitucidn del hidrolizado &cido de gIa caseina por casej

na a la misma concentracién.

Medio M-C. - Modificacién del medio M=A por sustitucién
del hidrolizado 4cido de ia caseina por casitone a la mis

ma concentracidn,

Medio M-AG. - lgual que el medic M-A més glucosa al 1%

Medio M-BG . - Igual que el medio M-B mis glucosa al 1%

Medio M-CG/7. - 1déntico al medio CG pero sin asparggina

2. 5. Medios para la medida cuali y cuantitativa de activi -

dad antibibtica

Medio "antibiotic medium —1". - Es un agar blando ( BBL )

y con la siguiente composicién:

Gelytase TM peptona 6.0g
Tripticase TM peptona . 4.0g
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Extracto de levadura 3.0g

Extrécto de carne 1.5g
Glucosa 1.0g
Agar 15.0g
pH 6.6

Este medio no debe ser esterilizado hasta que esté

bien disuelto.

Medib "antibiotic'medium -2 .- Es un agar base (BBL), que-

responde a la siguiente composicién:

Gely;ase TM peptona 6.0g
Extréacto de levadura 3.0g
Extrécto de carne | 1.5g9
Agarj 15.0g
pH 6 6

2.6. Medios especiales

Agar aimidén .- Empleado para la determinacién cuaiitativa; de

la actividad amilésica de M.coralloides y con la siguiente com~

posicién:
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Agar 2%
Almidén soluble 19,

Agar-esculina. - Utilizado para comprobar la capacidad‘ de hi

drélisis sobre la esculina del M. coralloides, y con la siguien

te composicién:

Agua de peptona 100mi

Esculina 0. 1g

Citrato férrico 0.05g \
Agar A 2.0g
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3. TECNICAS DE AISL AMIENTO VY CULTIVO

3. 1. Método de Singh (1947) para el aiélamiento de mixobac-

terjas

Cajas de Petri,conteniendo unacapabase de agar
salino,se recubren uniformemente con 0.3 ml porplaca de una

suspensién espesa de E. coli § St. aureus procedentes de un

cultivo de 24 horas; despue/s de eliminado el exceso de agua
por evaporacién en la estufa de 372, se:depositan sobre la su
perficie debidamente espaciados, de 6 a 10 granos de suelo
pasado por un tamiz de 2 mm de aperturade malla; las placas
son incubadas a 28° durante 4 é 6 dias. Al rededor de los gra
nos de tierra donde existen mixobactenri as, se producen zonas
de lisis de las células bacterianas y mas tarde aparecen los
cuerpos fructificantes correspondienteé, caracteristica esta

Gitima la mas llamativa de las mixobacterias.

Se tomaron muestras de los cuerpos fructifican—
tes y céiulas vegetativas, que porun lado se resembraron en
placas con medio M-3 y agar levadura, y por otro se su.i‘speg_

dieron en solucién salina esteril y se diseminaron repetidas
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veces en los mismos medios anteriores. Se volvieron a seleg
cionar colonias, gque por sus caracterfsticas hacia sospechar
déuna mixobacteriay tras asegurarnos de laausenciadec;tros
t!bos de bacterias, consiguiendo tenerle en cultivo puro;, se

'

procedid a su identificacién.

3.2. Conservacidn de ''M. corailoides!

S;e ha tlevado a cabo por resiembras periédzicas
cada 15 dias én tubos inclinados de agar levadura. Despﬁes
de inoculados los tubos eran incubados a 282 durante 4 dias y
a_;continuacién se conservaron en la obscuridad y a unatémp_g

ratura de aproximadamente 42,

Para la conservacién de M. coralloides D, capaz -

de crecer de forma dispersa en medio ITquido, se r‘ealizé por

trfansfer*enciaé; en medio Ifquido (CT).

3.3. Mantenimiento de las restantes bacterias empleadas

Se ha llevado a cabo porsiembras en picadura en
: 4 ! . © - ‘ 3
agar comun biiando; incubacién a 372y posterior conservacién

a 42, Al igual que el M. coralloides fueron resembrados cada

15 dias.
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3.4, Obtencién de masa de eubacteriaé

L as eubacterias, utilizadas como sustrato alimen

ticio para M. coralloides, fueronobtenidas por cultivo en fras

cos de Roux de 1000 m! conteniendo 125 ml de agar comun. L a
Inoculacién, cultivo y recoleccién se efectuaron segin las téc

nicas ordinarias para estos casos.

Para la determinacién del fespectr‘o bacteriano, -~
las eubacterias fueron obtenidas por cultivo en tubos de agar
comﬁn;inclinado, en fase exponencial de crecimiento, recogi
dos en solucién salina estéril y dando una absorcién de 0.5 mi

diendq auna D. O. de 650 nm.

i
Tanto para los ensayos sobre la produccién de an

tibiético por M. coralloides, como para las medidas cuantita

tivas del mismo seusé una raza de St. aureus que se adicioné

. } 8’1
al medio decultivo a una concentracién: final de 4.8x 10 'cel/ml.

3.5. Obtencién de inbculos de ""M. coralloides!

L.a preparacién de indculos de M. coralloides, pa

ra la siembra delos distintos medios utilizados en las diferen
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tes experiencias, sobre la produccién de antibibtico y salvo
en los casos en los que se especifique, se prepararon de la
siguiente forma:

De tubos de agar levaduraen donde M. coralloi-

des crece produciendo abundantes cuerpos fructificantes, in
cubados a 28‘_’é durante 4 6 5 dias, se hizo una suspensiérf es
pesa en solucién salina esteril (1 tubo de agar: 1 ml de sblg_
clén salina). Con el fin de conseguir una buena homogeneiza
cién, las suspensiones de mixobacterias eran agitadas usan
do el mixo-tut:;, hasta conseguir la liberacién de las mixéspo
rés. Si bien este método no es totalmente eficiente para la
erna obtencién de una suspensidén homogénea, es la dnica -~

manera de conseguir inbculos uniformes.

Los inéculos de M. coralloides D, razacapazde

crecer de forma dispersa en medio iiqujdo, empleados en ia
siembra de los medios utilizados para los estudios de morfogé
nesis y su relécién con la apar'iciér:i y produccién de antipié_
tico, se hacian a partir de cultivos én fase exponencial% de
crecimiento incubados a 282 en agitacién (200 vpm), tomalf'\do
lk;ml e Inoculando matraces erlenmeyer conteniendo 20 m! de

medio de cultivo.

3.6. Condiciones de cultivo

Para los cultivos estéticos se utilizaron frascos
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de Roux de 1000 ml conteniendo 125 ml de medio de culti-
vo; los frascos eran inoculados con 1.5 ml de una suspen

sién de M. coralloides obtenido como anteriormente se re

sefia.
Para la obtencién de mayores cantidades de

caldo, se usaron frascos de Roux de 4000 ml, contenien

.do 250 ml de medio, siendo inoculados con 3 ml de una sus

pensién de mixobacteria.
Los cultivos en agitacién se realizaron en un
agitador orbital (Gallenkamp) a 200 vpm. utilizando matra
i

ces de 250 ml conteniendo 40 ml de medio de cultivo, ino-

culados con 0.5 ml de una suspensién de M. coralloides.
| S

‘ El periodo de incubacién es variable dep;‘en-
dienao del tipo de experiencias realizadas, siendo inicial
menté de 15 a 20 dias para conocer el tiempo 6ptimo de -~
produccién de antibidtico por valoracién de la actividad-
cada 24 horasy establecer difer‘encia_:;-; segln la modalidad

de cultivo.

L a técnica méas usada fué la de agitacién.
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4. CONTROLES DE ACTIVIDAD ANTIBIOTICA
i | :

4.1. Ensayos sobre antagonismo bacteriano

Inicialmente fueron realizados por la técnica
de siembra en estrias. En cajas de Petri de 10 x 20 cm,
conteniendo CGA como medio de cultivo, se efectua una
siembra en estria mediante un asa de platino impregnada

de una suspensién de M. coralloides en solucién salina es

teril. Se Incuban a 282 durante varios dias y tras obser
var un creclmiento éptimo de la mixobacteria, a partir -
del tercer dia y hasta el sexto, se procede a la siembra
en estrias perpendiculares a la anterior, a partir de sus
pensiones de células vivas,de cada uno de los slguiéntes

micr-oorganisrﬁos prueba:

Staphylococcus aureus

‘Escherichia coll

Baclilus subtilis

Pseudomonas reptilivora

Micrococcus sp

Mycobacterium phlei
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L_as placas se incuban nuevamente a 282 y 379,
a fin de determinar posibles interferencias en la Iectur;a -
del halo de inhibicién del crecimiento, dado que los mié:rg_
organismos brueba tienen una temperatura 6ptima de crfec_i

‘miento de 372 a la cual M. _coralloides apenas si muestra-

crecimiento. E| periodo de incubacién es de dos dias, rea
lizando lecturas, a distintos tiempos, de las inhibiciones-
del crecimiento de este microorganismo en las zonas pr-6x_i

mas al M. coralloides.

Estas mismas experiencias se llevaron a cabo

por inocuiacién central de M. coralloides hasta que apare

cia una colonia gigante de dicha ‘mixobacteria , procediép_
:dose a continuacién de idéntico modo y paralelamente a co

1 ! ,
‘mo se ha indicado anteriormente.

4.2, Ensayds de actividad por el método de las diluciones

seriadas

Se utilizé M~CG como medio de cultivo, con el
;‘in de mantener las mismas condiciones nutritivas y evitar
por consiguiente, interferencias de los componentes de los
caldos de cultivo de la mixobacteria.

Para el ensayo de la actlvadad por el método
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de las diluciones seriadas se utilizaron sobrenadantes de

cultivo, exentos de células, de M. coralloides de 6 dias
de incubacién a 282 en agitacién, a los que se les midié
su actividad. A partirde estos caldds de cultivo se prepa
raron las adecuadas diluciones, a las que previamente se
les determind suvaétividad. L.os caldos de cultivo fueron

esterilizados por filtracién en membranas de Millipore de

. 0.45 . de di&metro de poro. Se prepararon diluciones,en

tubos de ensayo, del caldo bruto activo en el medio CG has
ta tener un volumen total de 4 ml por tubo. EI| tubo que sir

ve de testigo unicamente contiene medio CG.

_"Todos los tubos se inocularon con una gota-
. ' 6

de una suspensién de St. aureus ( aproximadamente 5x10
céiulas/ml), en solucidnsalinaestéril. Se incubaron a 372

durante 24 horas e incluso se prolongd hasta las 48 horas.

4. 3. Método de los pocillos. Grove y Randall (1955)

Para la realizacién de este método, teniendo
en cuenta |las recomendaciones de IajS.M.E. » Se han man
tenido constantes lacantidady calida(li del medio de culitivo,
técnicas de siembra, concentracién: del inbculo, tempera
tura de incubacién y lecturas. Todas estas son variébles
que influyen sobre el halo de inhibicién y que por tanio de

ben ser tenidas en cuenta.
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.Se han utilizado placas de Petri de 20x10 mm
y cilindros de acero inoxidabile con un di&dmetro exterior-

‘de 8mm, un diametro interior de 6 mmy una altura de 10:mm.

Ademés, se han utilizado placas de‘pléstic;o-
{Nunc-bio} ae 230x230 mm de tapa sin agujeros y por tan-
to de cier‘rei hermético, lo que puede originar una excesi
'va condensacién de humedad en el interior de la placa,que
‘originaria bmblemas de lectura. Para evitar esta gran -
concentr'aciién de vapor de agua, es aconsejable hacerunos

‘agujeros o bien no ajustar |a tapadera.

4. 4. Método de los discos Grove y Randall (1955)

En la realizacién de este método se han teni-
"do en cuenta las mismas recomendaciones que para el m§_

todo de {os ‘pociilos.

‘Los discos son de papel de cierta consist;enn
cilay de 6 rﬁm de di4dmetro. E| disco debe absorber una can
“tidad adecuéda, aproximadamente de 0,02 ml; para ello; se
ipr'ocede a lé impregnacién por inmersién hasta que ést?e-
gse absorba ftotalmente y de modo uniforme. Es imprescin-

dible que a la hora del manejo, el disco esté totalmente -

. seco, por lo que los discos deben estar envasados en re-

cipientes herméticos y no es aconsejable sacar los discos
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1

del l;efr'igerador- y utilizarlos seguidamente, ya que a la
temperatura ambiente,pueden tomar algo de humedad y di
ficultar la difusién, sobre todo cuando se usa extractos
de antibidtico en disolventes orgénicos, por lo que hay -
que tener la precaucién de que antes? de abrir él vial don
de estan los discos, éste haya tomadp la temperiatur'a de
laboratorio, evitandose de este modo condensaciones de

agua en el interior.

4.5. Preparacibén del microorganismo prueba

Se ha utilizado,como organismo ensayo, Sta-

phylococcus aureus. Se preparan suspensiones de dicho

microorganismo de la manera usual, en solucién salina-

esteril, de forma que dichas suspensiones dan una absor
:- :8

bancia de 0.5 (equivalente a 2.7 x 10" células/ml) a 650

nm de D.O., medida en un fotocolorfmetr'oSpec:tronic-zo.

‘Tanto para el método de los pocillos como -~
para el de los discos la preparacibén del microorganismo

ha sido idéntica.

4.6. Preparacién de las placas

t

Para la preparacién de las placas se ha se

guido el método de |a doble capa.'
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En el caso de las placas de Petri de 20xIOMm
se adiciona ;:érimero 5 ml de medio "antibiotic medium 2" co
mo capa basei. Una vez solidificado el medio, se afade 2.5
ml de "antibi;nic medium 1" previamente inoculado con 0.2
vﬁl de una suépensién de St. aureus, preparada como antes

se ha resefiado, mantenida a 459

éuando se usan las placas de pléstico Nun%:-
bio, se procéde de idéntico modo a como seha indicado én
teriormente, salvo que variando la cantidad de medio ; én
este caso, se adiciona primero una capa base de 110 m| de
medlo y una vez solidificado se le afiade 50 ml del agar—
blando, mocu|ado previamente con la cantidad corr-espon-
éiente de la suspen5|6n de St. aureus. Es importante tener
en cuenta que las placas han de ser de fondo plano y estar
én posicién totalmente horizontal en el momento de ser pre
paradas, ya que varijaciones en el espesor del agar puede
afectar la seﬁsibilidad del ensayo, asl como la reproducti

bilidad de las zonas de inhibicién:

Una vez preparadas las placas, se colocan -~
los pocillos éobr*e ia superficie deli medio; estos pocillbs
que son cilindros de acero inoxidable y de dimensiones da
das anteriormente, han de estar estériles. Las muestra§
se aplican a 6 gotas por pocilio mediante una pipeta Pas-
teur, de sec-:;:ién normalizada,después de que los sobrena-
dantes de cul‘tivo han quedado exentos de células por cen

trifugacién o filtracién a través de membranas esterilizan
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tes. En el caso de los discos de papel, una vez que estos

han sido impregnados con los caldos de cultivo o solucio-
| ;

nes de antibidtico y secados, son colocados sobre la su-

perficie del medico de cultivo.

Antes de ser incubadaslés placas, se deja un
tiempb de predifusién,para que el antibiético difunda aire
dedor del disco o pocillo, durante 4 horas a temperatura
émbiénte, conservando su posicién horizontal eyitando vi
braciones y movimientos cuando se usan pocillos, yaﬁque
pueden provoéar el derrame de la mu;stra depositada en
los mismos. Transcurrido este tiempo, las placas se incu

ban a 372, evitando el cierre hermético de las placas pa

ra impedir la excesiva humedad, comd ya se ha indicado.
_ ) o €) didmeiro dgl
L a lectura de tos & 5ult'éc’l3s, transcurmdas{f,:

3 B
oo B L0 .‘"L "

18.horas de lhcubamén Se hace‘ mldleﬁdo ‘el di g

halo de inhlbuc:lén del crec1mientode St. aurels que desta

ca muy blen del resto del mediQ ?n el que, v@h@ Qrm;o II%

t:u 19;,»4

RNy

gédo la difusnén, persiste el crecumlento. P?)ra mayor exac
St e e e A lee oAl a o TG .“"‘ ’ )

titud en las medidas se ha utilizado un calibr'ador;.

Como control comparativo se ha usado, en al
gunos casos que se especifican, discos de Penicilina G s§_
dica.

Si bien el método de los pocillos es bastantepre
ciso, seeligib el sistema del uso de los discos de papel impreg

nados de cultivo sin separacién previa de las células bac
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teriénas, aprovechando el hecho de que a la temperatura
Séptima de crecimiento del microorganismo prueba, 379,

apenas si crece la raza de M. coralloides utilizada, no

habiendo interferencia en la lectura de los halos de inhi
bicién que aparecen alrededor de los correspéndientes
discos.

Otra gran ventaja queofrece el uso de los dis
‘cos es a la hora de usar extractos purificados fie antibi_c_S_
tico en disolventes orgénicos, ya que una vezfimpregng
dos Iéos mismos, el disolvente se elimina facilmente por

evaporacién a temperatura ambiente.

L a actividad antibiética se expresa en unida
des/;'nl; entendiendo por una unidad la actividad corres
pondﬁente a un sobrenadante o extracto purificado del an
tibiéiico que, cuando ensayado por la técnica de los dis

cos, (origina un halo de 9 mm de inhibicién.

4.7. Bioautografia

» Para la deteccidn del antibibtico sebarado por
cromatografia y electroforesis, se ha utilizado el método
bioldgico, ilamado bioautografia. En este método se valo
ra la accién inhibidora del antibiético sobre uﬁ microor

ganismo.
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Para su realizacién se depositan sobre'la su
perficie de las placas,preparadas de igual modo que para
la técnica de los cilindros y discos, tiras de papel dé 0.5
a 1.0 cm de anchura cortadas en se:antido de la marcha de

la sustancia activa del cromatograma o electroforegrama,

previamente secado para eliminar por evaporacién |a fase

. movil o el tampén empleado durante el correspondiente de-

sarrollo, que podria interferir sobre el crecimientodel mi
croorganismo prueba.

Tanto el medio como las placasy microoﬁganig:_
mos de ensayo utilizados en esta técnica, son lbs mismos

que se han descrito anteriormente.







5. METODOS EMPLEADOS EN LA _EXTRACC[ON Y PU
RIFICACION DEL ANTIBIOTICO'

5. 1. Técnicas preliminares de extraccién del antibiético

de los caldos de cultivo

En todas estas experiencias preliminares de
extraccién del antibiético los caldos brutos activos, de

cultivos de M. coralloides obtenidos tras seis dias de in

cubacién, se centrifugaron a 4.000 rpm durante 20 min.-

para separar las bacterias.

5. 1. 1. Extraccién con disolventes orgénicos
' !

Se llevd a cabo segin la técnica convenclon‘al
de extraccién por agitacién en embudo de decantaclén y se
paracién de fases. A la fase orgénica se afiadié apr'oxlma
damente un volumen igual de aguay a continuacién se pro
cedié a eliminar el disolvente por evaporacién en vacio’
a 502 y adicién simultanea de agua, hasga obtener una so

lucién acuosa exenta de disolvente que posteriormente se
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llevé a pH 7 v se completé con agua hasta un volumen igual

al de partida.

A estas fases resultantes se les determiné la

actividad con el método de los discos de papel.

Al mismo tiempo se determiné el ndmeroéptimo
de extracciones necesarias para conseguir una recupera-

cibén cuantitativa.

Se ensayaron diferentes disoiventes a distin -

to pH:

Acetato de etilo pH 3.7y 9
n-Butanol. f 1"
Cloroformo " "
Tetracloruro de carbono H i
Alcohol amitico ] il
Eter eti’li¢o T T

Eter de petrbleo M "

El pH se fijé mediante la adicién de unas gotas

de solucién de CIH IN y NaOH IN.

Con los resultados obtenidos se eligié el disol
vente més adecuado elaborindose un esquema de extraccién

a nivel preparative.
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5.1.2. Diélisis

j
Sobrenadantes de cultivo de M. coralloides fue

ron dializados frente a tampdn fosfatos pH 7.2 0.02M utili-
zando tubos de didlisis. El tubo de diélisis se sumergié en
un vaso de precipitados, con el citado tampén,que se ﬁf’nanty_

vo en agitacién durante 24 horas a 49.;

Transcurrido este tiempo, se ensayb la activi
dad, tanto en los sobrenadantes dializados como en | as aguas

de diélisis, por el método de los discczis de papel.

5. 1. 3. Adsorcién sobre carbdn activado

Se utilizd carbdn activadc%: Merck.

A los sobrenadantes exen;tos de células, {se le
adiciond carbén activo al 3% y la mezcla se mantuvo en agi
tacidén continua durante 10 minutos a temperatura ambiente.
A continuacién se fiitrd por papel vy el carbbén se lavé va-
rias veces con agua destilada. Tanto el filtrado .como vlas

aguas de lavado se recogieron para su posterior ensayo.

Se ensayaron eluciones del carbén con &cido-
clorhidrico 0. 1N, hidroxido sédico 0. IN, alcohol alcalino

50%, alcohol &cido al 20%, acetona y otros disclventes or
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génicos, en caliente y a temperatura ambéente. L_as so!u;-
ciones écndas y alcalinas fueron neutralizadas y Ilevadas
con agua a un volumen igual al de partida, prewa elimlna
cién de los disolventes en los casos en que estos fueron

utilizados,

5. 2. Concentracidén y aclaramiento de los caldos

Se llevd a cabosegin las técnicas ordinarias
y en las condiciones que se especifican en los apartados

correspondientes de! capltulo de resultados.

5.3. Fraccionamiento por Sephadex

Se han empleado Sephadex G-100, G-25y G-10,
suministrados por la Pharmacia Fine Chémical de Upsala

(Suecia). LuasE columnas utilizadas eran de 1 x40 cm.

Montaje de la.columna

A la cantidad adecuada de Sephadex, dispues
ta en un matraz Kitasato, se afiade un exceso de agua des

tilada y se dejaestaren reposo un determinado periodo de
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tiempo, variable segin el tipo de Sephadex utilizado, a
fin de conseguir una buena hidratacién del mismo. Este
pr'ocesd de hinchamiento puede abrevi.ar'se por calenta-
miento al bafio maria. Una vez enfriaéia la mezcla se sg
metié a un vacio de 0.01 mm de mer'cdr'io, paraeliminar

y evitar la formacién posterior de buri‘bujas de aijre.

i

i Con el gel asl preparado se lend la co-
Iun’hé, de dimenéiones anteriormente ;citadas, segldn la
técnica usual. Montada la columna, en posicién vertical
se enfridé a 42 y se le hizo pasar lentamente 500 ml de
agua destilada para conseguir un equilibrado y empaque

tado perfecto.

i

Aplicacién de la muestra

Para evitar una dilucién de lamuestray con
seguir una distﬁibucién homogénea en; la superficie dél
gel, se afadié 50 mg de sacarosapor ml de muestra, con
objeto de aumentar su densidad. Esto permite que al afia
dir Ié muestra no haya que eliminar el exceso de eluyen
te y al tener una densidad méyor se deposite y distribu
ya sobre la superficie del gel; tras unos minutos se hi-
zo peﬁetrar, abriendo la columna con:flujo lento, un vo

lumen de eluyente doble que el de lamuestra. Finalmente
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se © fa columna v se deposité con una pipeta un de
terminado volumen de eluyente {agua destilada) y se co
necté ai reservoric del mismo, cuidando de que en el 11
quido no gqueden burbujas de aire.

£1 desarrolio se llevd a cabo utilizando un
flujo 'de 1 m! por minuto v recogiendo fracciones de 3ml,
empleando un colector autombtico de fracciones KB
(7.000 ultrorac). El sistema empleado parael fracciona
miento es el del voilumen fijo por contaje del nCmg\ero de
gotas. L.a reguiacién del flujo se lievd a cabo miediante
una i:;oenba perist8ltica LKB intercaladaentre la colum-
ria v el colector, |

A las distinias fracciones obtenidas se les
ensayé la actividad médian;e la téenica de los discos de

papel.

5.4. Cromatografia de intéercambio iénico

‘ Se utilizaron resinas &cida (IR~120) y bé&si
cas (;IR-AOO, IR-45) intercambiadoras de iones. Antes~
de sg utitizacidn necesitan ser sometidas a un bmces‘o
de lavado. Primeramente se lavaron las resinas eﬁ vaso
de g}f?@{:%pitadcs con agua destiladay se dejaron en: suspég_

sién durante 24 horas; se decanté el agua destilada y se
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procedié al equilibriode las resinas. Paraellose tratd al
ternativamente con soluciones de CIHéNyNaOH 2\1, 3ve
ces, segln que el tipo de resinasea b*ésfca o écifd‘a,' res
pectivamente. Seguidamente se sometié alavado gon agua
destilada, hasta que las aguas de Iava?o salieron: con pH
neutro. A continuacién se dié el dltimo tr‘atamlemo con
NaOH:é CiH (al igual que antes) y se ‘volvié a !ayar cén
agua destilada hasta la neutralidad, déjando a lés resi-

nas en condiciones de uso. -

Al final del proceso pueden aparecer'finos'",
que se eliminan por decantacién, una vez sedimentada la
resina. | ,
| Se usaron columnasde 1 x30cm, y en ~‘iva 'pyag
te inferior, sobre la liave devidrio, secolocd lana de vi
drio como so‘pobte del lecho. L_aparte superior vé, cqnég
tada al reservorio de eluyente. E!| llenado de la columna
se hizo dejando caer lentamente por las paredes la SUs~
pensién de resina con ayuda de una varilla de vidrlo. Uha
vez alcanzada la altura correspondiente, se colocé un p_é
pel de filtro sobre la superficie delaresina y se dejé un
exceso de agua destiléda, de modo que no excediera de
2 cm de altura, sobre la superficie dé la resina. Para
empadquetar la columna se hizo pasar 500 mi de agua desti

lada;la aplicacién de | amuestra se realizé medianteunapipeta

63



dejando caeb ta misma sobre |la pared de la columna y con
cuidade de no remover el iecho. El fiujo para el drenado

de la muestra ha de ser menor al utilizado en la elucién.

Una vez que la muestra ha penetrado en la co
lumna se hizo pasar un volumen de 50 ml de agua destilada
a fin de lavar la columna eliminando el material no fijado.
A continuacibén, se hizo pasar el eluyente. El flujo utili-
zado, fue del orden de 0.5 mi/min, recogiéndose fracciﬁo-
nes de 10 mquue fueron neutralizadas y ensayadas median

te el uso de discos de papel.

El tipo de eluyente variasegin el intercambig
dor iénico utilizado; as{ para la 1R~120 se usé CIH 2N y

NH3 IN; para fa |RA-400 e 1R-45 se usd NH35N.

5.5. Adsorcién sobre 4cido siifcico

Se utilizé Acido silfcico Sigma.

Para usos anallticos se usaron columnas de
30 cm de largo y 1 cm de didmetro. En la parte inferior de
la columna, sobre lallave de vidrio, se colocd un trozo
de lana de vidrio como soporte del lecho. L.a parte supe

rior iba conectada a un reservorio del eluyente.
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Para la preparacién de las columnas y aﬁlica-
cidén ‘de las muestras se procedié del?siguiente modo: a la~
cantidad adecuada de &cido sillcico, fse le afiade un exceso
de disolvente emvpleado posteriormenie como eluyente . Se
tiene en agitacién continua hasta que se hayan eliminado las
particulas de aire englobadas en el gel. Con el gel asf
.preparado, se llenaron las columnas de las dimensiones an

tes citadas mediante ias técnicas ordinarias.

La muestra se aplicé por medio de una pipeta
con terminacién capilar curvada y aslegurando que la supep
ficie no se agite durante la adicién dé la muestra. Du}ante
la penetracién de la muestra, el flujo debe ser menor al flu

jo utilizado en la elucién.

Por Glitimo se hizo pasar el eluyente. En todos
los pasos el flujo es controlado con la ayuda de la llave de
vidrio situada en la parte inferior de la columna. Se utilizé
un flujo de 1 mi/min, recogiéndose fracciones de 3 ml a las
que se les ensayd su actividad mediante el empleo de dis_

cos de papel.






6. ENSAYOS SOBRE AL GUNAS PROPIEDADES DEL AN-
TIBIOTICO :

6. 1. Tratamientos con enzimas proteolfticos

L.os enzimas utilizados fueron: Papaina (Sigma)
y Proteasa (Sigma). La técnica seguida es comin para am-
bos enzimas y consiste en lo siguiente: a tubos de ensayo -
conteniendo soluciones del material activo se les afadia el
enzima en la proporcibén 5 mg/ml. En fotr‘o tubo se prepara
una solucién del enzima {(en tampdn ci"trato-fosfa:tos 0.02M
pH 7 para la proteasa y tampén fosfat;)s pH 6.2 0.02M para
la papaina) que serviri como control o testigo. LLos tubos-
eran mantenidos a 302 (proteasa) o 252 (papainé) durante -
30-60 minutos. - _

L.a actividad antibibtica eéra ensayada segﬁn la

técnica de los pocillos.

6. 2. Cromatografia descendente

Se ensayd el comportamiénto cromat_ogr'éfiico -

del antibidtico en varios sistemas solventes:
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Eter. de petrdleo-cloroformo 4:1 y 24:1

Eter de petrbdieo- benceno 24:1
Butanol-piridina-agua 12:3:5
Butanol-4c. &cetico-agua 12:3:5

Los desarirollos en étér de petrbleo-clorofor-
mo se hicierbn preparativos empleando papel Whatman 3MM
En los demés casos se empled Whatman 1MM cortado en ti-—
ras de anchura apropiada al nGmero y volumen de las mues -
tras.

L.as dimensiones del papel es variable depen -
diendo de las muestras a ensayar y del tipo de ensayo, ana
iTtico o preparativo. A 9 cm de uno de los extremos se tra
26 la linea origen con I14piz de grafito; a 4 cm de los bohdes
se sefialan trazos de 2 cm separados entre si 3 cm; en és-
tos trazos se depositan las muestras para |0s ensayos ana
Ifticos. En el caso de cromatografia preparativa las mues-
iras se colocan a lo largo de 19 cm sobre el origen, equi -

distantes 3 cm de cada borde del papel.

l_as muestras se colocan con micropipetas y con

ayuda de "un secador de peloll,

Se utilizé una cubeta adaptada para la técnica
descendente, vy a tal efecto, en la parte superior va apéyg
da una navecilla en la que se encuentra e! solvente de desa

rroilo. Se introduce el exiremo del origen del papel en el
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soivente, teniendo cuidado que la zona de depbsito de las
muestras quede ya en la parte suspendida del pabel, y se
coloca una varilla de vidrio sobre el extremo sumergido-

para mentenerio fijo.

El tiempo de désarrollo efs variable,: depen-
diendo del sistema utilizado, y tr‘ansc_urrido el mismo “se
saca el cromatograma del tanque y se seca a temperatur*a
ambiente. E| éecado se termina con cérriente de aire,has

i

ta la total eliminacién del disolvente. Para la deteccién-—

de la éctividad se siguié la técnica de: la bioautografia.

6.3. Electroforesis a distintos pHs

Se utilizb una cubeta “en tejado" capaz de al
bergar tiras de papel, {de 31 x30 cm )Whatman 3MM y TMM
o Schleicher-Schiill segin las pmebés sean preparéti-

1

vas o analfticas. L a técnica utilizadaies la descrita por

Lépez Gorgé (1966).

Los desarrollos electroforéticos del antibié
tico se realizaron a distintos tiempos, voltajes y pH. ElI
pH de los distintos tampones utilizados se ajustarony cbm
probaron antes de su uso, mediante el piH-metro.

Los distintos tampones y pHutilizados fueron

los siguientes:
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Piridina-4c. acético~agua { 25-1-475) pH 6.5
Piridina-4c. acético~agua ( 3-10-487) pH 3.9
Acido acético N/4 pH 2.9
Solucién de Bérax al 1% pH 9.0

Los diferentes tiempos y voltajes usados se
dan oportunamente en el capltulo correspondiente de r-g_:
suitados. |
j Los electroforegramas,una vez desarrollaQ
&os, se secaban a 502 y en corriente de alre hasta la tg
tal eliminacién del disolvente. Una vez secados se ens_é

yaron por la técnica de la bioautografia.

6.4. Espectnoscopia ultravioleta y visible

Para la determinacién de los espectros de -~
, ébsorcién del antibiético purificado, en disolventes orgé
nicos, se ha empleado un espectrofotometro Perkin-El __‘
mer de doble%haz, modelo DB GT equipado con escala i
r;eal de densiidades 6pticas. El espectrofotémetro vaaco
plado a un régistrador marca Servoscribe modelo 1s h_é
ciéndose registro entre 800 nm vy 190 nm. L.a velocidad-
de barrido del margen de longitud de onda fue de 60nm/min.
haciéndose e! registro a una velocidad de carta de 60mm/

min.
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Se utilizd el procedimiento de las diluciones,

"

comenzando por la solucibdn pura concentrada.
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7. EXPERIENCIAS EN ANIMALES

Como animales de experimentacién se han uti
lizado ratones macho blancos, procedentes del 'criadero
"de animales de experimentacién! de la Universidad -de
Granada. :

Antes de proceder a cualquier tipo de inocu

lacién, los ratones deben tenerse en |otes de cinco o

bien en jaulas independientes, dependiendo del tipo de ex
periencia, durante un periodo de tiempo minimo de 5 - 7
dlas con la finalidad de que los animales se adapten alas
nuevas condiciones ambientales; al hacer cualquier tipo

de experiencia los ratones han de ser divididos en lotes

lo m&s homogéneos posible en cuanto a peso y edad. L.a

via de inoculacidén es dependiente de lapruebaa realizar.

Como experiencia preiiminar‘ es impresbig
dible comprobar la toxicidad del antibiético y posterior
mente, en caso de atoxicidad, determinar si el tratamien
to con el antibiético protege a los animales de la infec-
cién por microorganismos sensibles ala accién del mis-

mo.
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7.1, Toxicidad para el ratén del antibiéiico

Para comprobar la toxicidad del antibiético
purificado, se inyecta una disolucién acuosa del mismo
.a lotes de 5 ratones y se comprueba que ninguno de ellos

muera a las 48 horas,

‘Como vias de inoculacidén se uséron la vena
de la cola y la intraperitoneal. L_ainyecccidn en la vena
‘de la cola ha de hacerce de modo que no exceda de 5 se
3gundc»s con Qn volumen no superior a 0. 1c.c. Para favo
recer la visibilidad de las venas es conveniéme introdu
cir momentos antes de la inoculacién, la cola del ratén

‘en un vaso ¢on agua templada.

Por via intraperitoneal, se inyecta un volu
men no superior a 0.5 c.c., en el tejido ceiular subcut_é_i
neo de la regién umbilical del animal con sumo cuidado

de no lesionar el intestino.

Tanto por via intravenosa como intraperito
neal, la dosis puede ser Gnica o bien dosis repetidas, en

dias sucesivos.

Puede ocurrir que unoc © mas ratones muera
a las 48 horas y, en este caso, se debe repetir la expe

riencia. Si a las 48 horas no muere ningdn animal del lo
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te, se puede concluir que el antibiético es atdxico.

i

7.2. Control de abcesos de "St. aureus!! en ratones

Para comprobar el efecto del antibidti
co sobre proteccidn de animales a ser infectados,
ios ratones deben ser inoculados con bacterias que
le sean patdgenas y que estas sean sensibles a la ~

accién del antibidtico.

Se inoccularon subcutaneamenteen el lo
mo de ratones,0,05 ml de una suspensidén de St. au
reus de 7><109 cel/ml de un cultivo de 24 horas en
agar comdn, mezclada con 259 de alGmina, para lé

calizar la infeccidn.

LLos ratones se dividieron en dos lotes‘,
lo mis homogéneos posible, quedando un lote como
testigo y el otro se tratd con antibibtico, siendolas
condiciones ambientales y el manejo experimental -
de los animales idénticos en los dos lotes. L.os tes
tigos recibieron una dosis diariade0. 25 ml de agua
destilada por via intraperitoneal. Los tratados re-

cibieron también, dosis diariade0, 25 ml de una so-~

'




lucién de antibibtico por idéntica via que ios testigos.

Tsr'anscurr‘idos 6-10 dfas de inyecciones dia .
rias, se anestesiaron amuerte los ratones con éter y se
les levanté Ia%piel, observéndose la lesidn aparecida.Es
ta se manifiesta por un abceso localizado practicamente

de todos los vasos subcuténeos.
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RESUL TADOS






1. IDENTIFICACION DEL MICROO RGANISMO

En el 'transcursd de una serie de experiencias
previas desarrolladas en nuestro Iaboréator‘io \Y; en las que
de una manera sistemética se investigéia capacidéd de prg
duccién de antibibticos por mixobacterias presentes en sue
los de Granada, se aislé una raza queproduceun antibié

tico, activo principalmente sobre bacterias Grampositivas.

De acuerdo con la 82 edicién del "Bergeys Man
nual of Determinative Bacteriology!! (1974) dicha mixobacte
ria productora de antibiético fué caracterizadacomo Myxo

coccus coralloides, por ajustarse aladescripciénquede la

misma se hace en dicho manual y que a cqntinuacién. se trans
cribe: _ _ b.
| u_as células vegetativas son bécilos ligera-
mente afilados de 0.5-0.8 (0.6) por 4-8 (6) um. Los cuer
pos fructificantes son duros no delicdescentes muy varia
bles en forma, tamafio y color, que van de simples papilas
(<<25 um) escasamente visibles o tdbulos erectos o rami
ficados reclinados sobre el sustrato a estructuras colum
nares erectas simples o ramificadas (20-30 por 50-20 pm), 0

bien pueden ser aplanados, ondulados y constrefiidos por
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debajo formando un tallo corto {25-40 jim); en otros casos es
tan constituidos de masas irregulares coralinas de 300 um de
tamafig con I8bulos constrefiidos y excrecencias parecidas a
dedos. Pueden ser de color carne, rosa, naranja, nar'anjé-
rojizo o rojo tostado, segin la raza . Cuando forman los -
cuerpos fructificantes sobre medios de agar a menudo se ex
tienden introduciendose a modo de raices en el agar. Los m_!_
croquistes son esféricos Spticamente densos o refr‘éctiles,‘—

1.0 - 1.5 pm de didmetro",

l_as colonias sobre agar casitone—Mg+'+ son pla
nas, delgadas con iineas profundamente densas. EI color co
rresponde al de los cuerpos fructificantes, los ¢uales estén
agrupados densamente en anillos concéntricos airededor de
una porcibén central. E|l crecimiento sobre un medio cong—_z_;_gg_
1 és similar, pero menos pigmentado; lalisis que produce f\o
es fnuy pronunc!ada, y la capa de agar puede ser alter‘ada,' -
En cultivos viej;os, algunas cepas producen un pigmento dijf_q
sible de color marrdén. E| pH 6ptimo oscila de 7: a’. S.Los‘jl_i_'
mités de temperatura van de 18 a 379, o’scilandoi el éptimo ég_
tre 25 y 309. E$ sensible al cloranfenicol (10ug), kanamic‘i—

na {10pg) y estreptomicina (5ug). "

En adicién a lo expuesto, el M. corallcidesseca

racterizatambién por hidroiizar el almidén pero no la esculi_

na y ser oxidasa negativo.

80




v

2. PRODUCCION DE ANTIBIOTICO PORM. CORALLOIDES

2.1, Estudios preliminares

Antes de proceder a un estudio més a fondo del

antibiético producido por Myxococcus coralloides, se efec-

tuaron una serie de experiencias previas,de tipo cualitativo
o semicuantitativo encaminadas a la deteccién del antibiético
en medios de cultiVQ sélidos, por inhibicién del crecimiento
de bacterias de prueba una vez que el antibiético ha difundi

do al medio de cultivo

Asl mismo, la produccién de antibiético se con
firmé posteriormente en sobrenadantes exentos de células

obtenidos a partir de cultivos de M. coiralloides en medios-

Ifquidos.
A continuacién se exponen los resultados obteni

dos en las experiencias preliminares indicadas.

2.1.1. Produccién de antibiético en medio sélido

En todos los casos se ha usado CGA como medio
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Tabla 12.. inhibicién del crecimiento de diferentes bacterias por el antibi6tico producido por M. coralloides en medios

&

sélidos.

Tiempo  Tiempo Temperatura Bacterias ensayadas
incubacidn tectura Incubacién
M. coralioides {horas) St. aureus E. coli B.subtilis Pseudomonassp. M.phiei Micrococcus sp.
{cias) .
17 282 2.5 0 2 ¢} 0 4
. 37¢ 3 0 2 o} 8] 4
=]
41 28° 6 0 3 0 O 4
37¢ 5 ¢} 3 8] o} 4
17 282 10 4] 8 (o} 0 6
4 37¢ 8 o] 7 3, o] 5
41 28¢ 11 0 s o] o 8
37¢ 8 o] 3 0 0 6
17 28¢ 13 o] v By [+ 10
5 37¢ 10 0 7 ] o} 7
4% 28¢ 13, o} 8 o} 0 ]
372 9. [¢) 7 o] ¢ 7
17 28¢ 15 4] 11 o] o] T
6 37¢ 11 O 10 0 [¢] g
41 28¢ 14 o] 10 9] o] 10
372 10 0 9 (o} 0 7

% L.as cifras expuestas en la tabla corresponden a la distancia en mm entre el limite de! crecimiento bacteriano y el limite
de la colonia de M.ccralloides .



de cultivo.
L.os resultados obtenidos fueron siempre homo

géneos en todas las repeticiones efectuadas.

En la tabla 1, se muestra el efecto antagénico

del antibiético producido por M. coralloides, efectuado tan

to por el método de la estria lateral como por el de la ino—
culacién central de la mixobacteria, en placas incubadas a
282 y 379, durante 3-6 dlas, e inoculadas posteriormente-
con las bacterias de prueba, segin se indicd en el apartado

correspondiente del capltulo anterior.

Como se desprehde de la observacién-de la ta-
bla, solamente_hay efecto antagénico sobre el crecimiento
de las bacterias Gram posit{vas, a excepcibén de M. phlei.
No se detectd ningdn efecto éobre las bacterias Gram nega

tivas ensayadas.

2.1.2. ACtividad antibibética en filtrados procedentes de cul

" tivos en medios |fquidos

!

Para la demostracién de la actividad antibi6ti-

ca en medios ITquidos se usaron sobrenadantes de cultivo ,

de M. coralloides incubado durante 6 dias, exentosde célu

las por filtracién por membranas de Migllipor‘e de 0./45 mi-
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cras de diametro de poro. L a técnica usada fué la de los po

cillos.

L.os resultados obtenidos en estaexperienciase

exponen en la tabta 2.

Tabla 2.~ Actividad antibidtica de sobrenadantes de cultivo

de M. coralloides.

Bacterias ensayadas Diametro del halo de inhibicién
(x)

E. coli ——

St. aureus +++

B. subtilis ++

Pseudomonas reptilivora -

M. phlei ——
M. lysodeikticus ++

(X) +++ halos de inhibicién de 15-25 mm de didmetro
44+ 0 1 1" Mo o9-14 mm M "

- ausencia de actividad
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Los resultados corresponden a la media de va

rias experiencias. Como se observa, M. coralloides libe-

ra al medio de cultivo un antibiético, que exhibe un espec-
tro antibacteriano selectivo, actuando Gnicamente sobre -

bacterias Gram positivas, con excepcién de M. phlei .
| ;
Estos resultados confirman |as experiencias an

teriores en medios sélidos.

El St. aureus es el microorganismo més sensi
ble, por cuya razén fué seleccionado como organismo de -
prueba para todos los ensayos de actividad realizados en-

o sucesivo.

2.1. 3.~ Sensibilidad de St. aureus frente al antibiético

Una vez elegido el''St. aureus''como organismo
prueba, se realizaron unas experiencias para determinar
el grado de sensibilidad de dicha bacteriafrente al antibié

tico producido por M. coralloides.

Se Ilevd a cabo por la técnica descrita en el -
apartado correspondiente del capftulo de Métodos. Los’ so
brenadantes, de mixobacteria, exentos de células utilizados
fueron esterilizados por filtracién por membranas de Milli

pore de 0.45 micras de @ de poro.

Para facilitar la determingcién del punto Ifm_i
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te, se afiadié a los tubos de ensayo, una vez hechas las di-
luciones y antes de afiadir el St. aureus, una gota por tubo
de pGrpura de bromocresol, que serviria como indicador;el
color violeta no indica crecimiento; el color amariilo, debi

do a la produccién de &cidos, indica crecimiento.

{_os resultados obtenidos de estas experiencias

se exponen en la tabla 3.

Tabla 3. - Sensibilidad de St. aureus al antibidtico produci

do por M. coralloides, determinada por el método

de la dilucidén seriada

COLLOR
Diluciones 24 horas 48 horas
1/2 , Violeta Violeta
1/4 Violeta ~ Violeta
1/8 Violeta  Violeta
1/16 Violeta Marrén
1/32 Marrén Amarillo
1/64 Amarilio Amariiio
1/128 Amarillo Amariilo
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! . . ’
Como tesiigo se inoculo un tubo con St. aureus

£
que contenia indicador pero no caldo activo. A fas doce ho

v

ras el tubo-testigo estaba amaritlo.

2.2. Factores culturales que afectan su produccidn

L.as experiencias preliminares descritas en el

apartado anterior, demostraron que la raza de M. coralloi-

des encontrada pdsee una fuerte capacidad de produccidén de
antibiético, especialmente activo frente abacterias Gram po
sitivas. |

Desde el punto de vista cuantitativo era intere
sante estudiar si la composicién del medio de cultbivo influi’a
sobre la produccidén de antibibtico. Es‘to nos llevd a polari
zar la primera parté del presente trabajo al estudio de los

factores culturales que influyen en su produccién.

Para ello, se realizaron una serie de experien

cias, que se describen a continuacién, en |lasque se estudib
‘ H

el efecto ejercido,sobre |a cantidad de antibiético producido

porM. coralloides, por los siguientes factores: composicién

del medio; modalidad de cultivo ; tiempo y temperatura de

incubacién y pH inicial del mismo.
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2.2. 1. Influencia de la composicién del medio de cultivo so

bre la produccién de antibibtico

l_os primeros trabajos sobre el estudio de los
factores culturales que intervienen en la produccién de an

tibiético por M. coralloides iban encaminados a la bisque-

da de un medio de cultivo apropiadopara la produccién del
antibiético y su posterior aislamientoy purificacién. Ade-
més mediante la privacién de ciertos sustratos se intentd
determinar si la produccién de antibidtico era afectada de

algun modo por los mismos.

2.2.1.1. Composicién del medio de cuitivo

Las experiencias preliminares de produccién

de antibibtico por M. coralloides, se llevaron a cabo uti-

lizando el medio N 111 B de Norén ( 1953a ), con hidroliza
do &cido de la caseina ( casaminoécidos ) y asparagina co
mo sustratos orglnicos. L.a experiencia demostrd, sin-

embargo, que el M. coralloides crece pobremente en es

te medio v que la produccién de antibiético es escasa y
tardlfa, obteniendose actividades de 0.25 - 0.50 U / ml
a los 8 dias de cultivo. La sustitucién de los casami-

noécidos por caseina o casitone { hidrolizado enzimaéti -
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co de la caseina) tuvo un efecto favorable sobre el crecimien

to de M. coralloides, pero apenas si afecté la produccién de

antibibtico, ya que siguier-on obteniendose actividades simila

res ailas citadas anteriormente, después de igu

de incubacién.

: S
ales periodos

L.os resultados de tales experiencias se muestran

en la tabla 4. »

Tabla 4. - Efecto de caseina y de sus hidrolizados écido (ca-

saminoé&cidos) y enziméatico (casitone) sobre'la pro

duccién de antibidticos por M. coralloides, cultiva

do a 282 en agitacién durante tiempos diferentes.

Actividad ( unidades /. mi )

Tiempo de cultivo Medio M=A Medio M-B  Medio M-C
(dias)  (casamino4cidos) (casitoné) (caseina)
40 0 0 0
59 0.1 0.1 0.1
69 0.18 0.18 0.12
79 0.25 0.25 0. 25
8e 0. 30 0. 40 0. 30
. 92 0.50 0.50 0. 40
100 0.25 0. 30 0.25
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2.2.1.2. Efecto de la adicién de glucosa

Los datos existentes sobre el efecto de la adicién
de glucosa a los medios de cultivo de mixobacterias son contra
dictorios (Dworkin, 1966), algunos autores defienden que tie-

ne un efecto favorable sobre el crecimiento de M. xanthus --

(Dworkin, 1962), negandolo més tarde (Watsony Dworkin, 1968)
y aln sobre la produccién de enzimas como han proclamado Hu

ttermann y Kuiihlwein (1969) en el caso de Archangium violaceum.

En relacién con esto, Rodriguez Franco (1973) demostré que
si bien los niveles de enzimas extracelulares de M. xanthus en
ausencia o presencia de glucosa son similares, dichosniveles |
enzimiticos se mantienen altos durante més tiempo en presen—
cia de glucosa.

No obstante,lo expuesto, se considerd convenien-
te comprobar la influencia de ia adicién de glucosa a los me-
dios de cultivo sobre la produccidén de antibibtico , porlio que .
se realizd una serie de experiencias en las que se determind
la actividad antibidtica de los sobrenadantes de cultivo de M.
coralloides en los medios M-A, M-B y M-C adicionados de glu
cosa al 1% . Los resultados obtenidos se exponen en la tabla
5.

Como puede observarse la adicibén deglucosaa los
medios de cultivo afecta drésticamente |aproducciénde antibié

tico ya que se obtuvieron actividades hasta de un orden diez
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Tabla 5. - Efecto de la adicién de glucosa (1%) sobre I'a pro

duccibén de antibibtico por M. coralloides en me-

dios M-A, M-B y M-C.

Actividad ( u/ml ).
Tiempo de cuitivo Medio M-A Medio M-B Medic M-C

202 0 1

3¢ 0.5 2 4
40 1 3 |

50 1 4 5.5

62 0.5 4 5

70 0 4 5.5

veces mayor,que |las citadas anteriormentealos 5-6 dias de
incubacién, ain cuando no se observé diferencias aprecia-

bles en el crecimiento del M. coralloides.

Para comprobar qué concentracién de glucosa-
es la 6ptima para la produccidén de antibiético se realizaron

unas experiencias en las que M. coralloides fué cultivado a

2892 en agitacién en matraces erlenmeyer de 250 mi conj;40 ml
de medio CG, con concentraciones de glucosa comprendidas ’
entre 2.5y 25 g/l.

L.os resultados obtenidos se expresan en la ta-
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bla 6 e indican que si bien dentro de los limites ensayados, la
cantidad de giucosa que se adicionav al medio de culitivo no a-
fecta sensiblemente la produccidén de antibibtico entre el 52 y
62 dia de incubacibn, los mejores resultados se obtienen en
conjunto con concentraciones de 10 g/l, por lo que esta fue la

empleada en experiencias sucesivas.

Tabla 6.~ Actividad antibiética {(U/ml) de los socbrenadantes de

cultivo de M. coralloides en medio CG en funcién de

la concentracién de glucosa y tiempo de incubacién.

Concentracibén de Tiempo de cultivo (dias)
glucosa (g/1) 20 32 40 50 62 70
0 (Medio M-C) 0 0 0 0, 1 0,12 0,25
2,5 0 0,5 2 3 4 3
5 0 1 3 4 5 5
7,5 1 2 4 5 5,5 5
10 | 2 4 5 5 55 5
15 . 1 3 5 5 5 5
20 2 3 5 5 5 5
25 2 4 4 5 5 5
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2.2.1.3. Efecto de otros hidratos de éarbono

Demostrado el efecto estimulador de |a glucosa

sobre la produccién de antibiético por M. coralloides, se

creybé conveniente comprobar el efecto de otros azicares y
polialcoholes. Para ellose realizaron unas experiencias si
milares a las anteriores, en fas que la glucosa fué sustitui
da por igual concentracién (10 g/1) de fructosa, lactosa, sor

bitol o sacarosa.

L.os resultados se exponen en la tabla 7 e(iindi-
can que la sustitucién de la glucosa por los hidratos de car
bono ensayados ho represehtan ninguna ventaja en relacién

i

con la produccibén de antibidtico.

Tabla 7. - Actividad antibiética (U/ml) de sobrenadantes de

cultivos de M. coralloides, en medio M~C afiadido

‘ de diversos hidratos de carbono (10 g/!)

Azucar

Tiempo de
cultivo Glucosa Fructosa Lactosa Sorbitol Sacarosa

20 2 - - - -
30 4 3 2 3 3
40 5 4 4 4 4
50 5 5 5 5 5
60 5,5 5 5 4 5
70 5 5 5 5 4
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: favorable e 18 glucosa, se

Admitido !

considero conveniernia voiver & or

influencia de tos d

dos sobre la produccidn

2.2. 1.4, Efecto de ios sustratos nitrogenados

Se ensayaron los medios M~-AG, M-BG v CG,

‘que llevan respectivamente como sustratcs capaces de le

tar la produccién de antibibtico,hidrolizad *
na {casaminoécidos), cas~ir
zimético {casiton.

l_as e

do el M. coralloides en

a la que se usaron los susiratos nitrogenades fue de 3 /! :

LLos resultados se exponenen ta gréfica 1. Co
mo en las experiencias preliminares el empleo de casami-
noécide, aln en presencis de glucosa, da lugar a un creci
miento muy pobre y la actividad antibibtica, & mas de esca
sa, desaparece rapidamente de !os caidos de cultivo. EI

empleo del casitone y caseina da lugar a un crecimiento si

milar, pero la actividad antibiética alcanzavaloras bastan

te superiores en el primer caso, por lo que entodasias ex

periencias sucesivas se empleb dicho producto.
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Concentracién de antibibtico ( unidades / ml )

Casitone
— e — o — Caseina

p———g  Casaminoécidos

1 2 3. 4 -5 6 7
Tiempo de cultivo ( dias )
Gréfica 1. - Efecto de la caseina y de sus hifdr‘oliz‘_ados -

é?ido { casaminoécidos ) y enzimético ( casitone ) sobre

la produccién de antibiético por M. coralloides, culti-

vado a 282 en agitacién y en funcién del thempo. .
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2.2.1.5. Efecto de la concentracién de casitone

Para determinar la concentracibén de casitone

6ptima parala produccién de antibidtico , el M. coralloi-

des fue cultivado, a 282 y en agitacién, en medio CG con
concentraciones de casitone comprendidas entre 2.5y 15
g / | . Los resultados de tales experiencias se expresan en
{a gréfica 2 y muestran que, entre las ensayadas, la con

centracidon 6ptima de casitone es la de 5 ag/l.

Como complemento de la experiencia anterior

L4
se comprobd la influencia de la oira fuenie de nitrogeno,
asparagina, que de forma rutinaria se venia afiadiendo al

medio CG.

2.2.1.6. Efecio de la asparagina

pPara ello se compard la actividad antibidtica

de los sobrenadantes de cultivos de M. corailoides en me

dio CG y en medio M-CG/7, carente de asparagina. L.Os re
sultados se exponen en la tabla 8 e indican que la presen-
cia de asparagina no influye, pr-acticamente,sobre fa acti

vidad de jos citados sobrenadantes.

No obstante, |0 expuesto, se comprobé lain-

fluencia de concentraciones de asparaginasuperiores a ias
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Concentracibén de antibiético { unidades / m! )

0.5
1
1.5
0.25
5 /I
1 2 3 4 5 6 7.

Tiempo de cultivo { dias )
Gréfica 2. - Actividad antibiiica de sobrenadantes de

cultivos de M. coralleides, incubados a 282 con agi-

tacién, en funcidén de la concentracién de Casitone( % ).
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Tabla 8. ~Efecto de la asparagina sobre la produccibén de an

tibidtico por M. coralloides

Tiempo de cultivo Actividad antibiética (unidades / ml )
(dias) Medio CG Medio M-CG/7

2@ 1 1

30 2 3

40 4 3

52 5 4

62 5 5

79 4 5

utilizadas normalmente (2.5 g/l) sobre laproduccién de an

tibidtico, para lo cual el M. coralloides fué cultivado a 282

en medio CG éon concentraciones de asparagina compren-
didas entre 2,5y 10 g/!.

LLos resultados se expresanen latabla9y -
confirman que la asparaginano influye en la produccién ni

siquiera a concentraciones elevadas.
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Tabla 9. - Actividad antibiética {i/ml)de los sobrenadantes

de cultivos de M. coralloides en funcién de la-

- concentracién de asparagina presente en el me-

dio.

Tiempo de ~ Concentracién deﬁ asparagin;'a (a/1)

cultivo - . _
(dias) 0 2.5 3 4 5 : 7 10

[
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2.2.2. Modalidad de cultivo

En la Introduccién se aludid aquela raza de

M. caralloides empieada, como ia generalidad de las mixo

bacterias, no crece de forma dispersa en medioifquido. En
cultivos estéticos con gran relacién superficie / volumen ,

crece en forma de velo contfnuo adherido al fondo del reci
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piente, misniras que en agitacion lo hace ‘ormando payue -
flas bolitas que suelen aglomerarse en un anitlo que queda
pegado a las paredes.

Afn cuando esta forma de crecimiento hace préc

o]

ticamente imposible la dererminacidn cuantitativa del mismo,
pudo apreciarse que =i crecimiento era ligeramente supe-
ricor en cultivos estéticos, lo quehizopensarque !6gicameg
te la cantidad de antibidtico producido deberfa ser mayor

cuando el M. coralloides se cultiva en dichas condiciones.

Con obijeto de asegurar esta presuncidon vy com
probar si la cantidad de antibidtico varia segin sea una u
otra modalidad de cultivo la empleada,se reailzaroni as expe
riencias opcriunas encaminadas ala determinacidn cuantita
tiva de los niveles de actividad antibidtica de sobrenadantes

de cultivos de M. coralloides en medios CG realizados por

uno vy otro procadimisnto.

_os resultados se expresan en la gréfica 3 vy
muestran que en cultivos en agitacidn se iniciaantesia pro
duccidn de antibiético y se alcanzanniveies ligeramente su |
periores, por’lo que en experiencias sucesivas se empleb

siempre esta modaiidad.

2.2.3. Influencia del tiempo de incubacidn

A fin de determinar el tiempo de incubacibén én
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| Agitacién

e - Estético

Concentracién de antibibético (unidades/ml)

2 3 4 -5 6 7.
Tiempo de cultivo (dias)

Gréfica 3. - Actividad antibiética de sobrenadantes de -

cultivos de M. coralloides, estéticos y con agitacién, in

cubados a 2829.
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el que se alcanza un maximo de actividad, as{ como la evolu
cién de la misma, se realizaron experiencias en las que el

M. coralloides fue cultivado a lo largo deun peri’odo de tiem

po de 20 dias, determinandose aintervalos regulares de tiem

po la actividad antibibtica.

En estas experiencias el M. coralloides fué cul

tivado simultdneamente de forma estética y en agitacién, al
objeto de comprobar definitivamente las diferencias yaobsef

vadas y fijar tiempos éptimos en cada caso.

En ta tabla 10 se expresan los resultados de ta
tes experiencias, pudiendose observar que una vez produci
do el antibibtico, este se mantiene durante bastante tiempo
en los caldo:-“; de cultivo, si bienlosméaximos de actividad se
obtienen ya alrededor de los 6 dias de incubacién en las dos

modaiidades de cultivo.

2. 2. 4. Influencia de la temperatura de incubacidn

En la gréfica 4 se muestran los resultados obte
nidos en cultivos en agitacién incubados a 222, 282y 372.
Como puede observarse los niveles méximos de actividad ob
tenidos son préicticamente los mismos, si bien el tiempo ne~

cesario para alcanzarios es distinto y la estabilidad del an
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Tabla 10. - Actividad antibibtica (u/ml) de sobrenadantes de
| ,
} cultivos esthticos y en agitacién de M. coralloi-

des, en funcién del tiempo de incubacién.

Tiempo de incubacién Actividad antibiética

(dias) Agitacién ‘ Reposo
; 2 2 0
! 3 3 1
4 4 3
5 5 4
| 6 5,5 5
‘ 7 55 5
i 8 5 5
; 10 5,5 5
. 14 4 3.
16 3 3
i8 3 3,
20 3 3

tibidtico producido se ve grandemente afectada cuando se cul

tiva a 37¢.
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e e 228
gt 230

e 370

(o3}
¥

Concentracién de antibidtico (unidades/ml)

1 2 3 4 5 B 1 7
Tiempo de cultive {dias)

Gréfica 4. - Efecto de la temperatura sobre la produc~

cién de antibibtico por M. coralloides.
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2.2.5. Influencia de! pH inicial

En el caso que nos ocupa se determind cultivan
do el Myxococcus coralloides en medio CG tamponado con-

PO K, H-PO HK ,

L.os resultados obtenidos, que se expresan en la gréfica 5,

0.01M a pH comprendidos entre 5 y 8.

muestran que el pH inicial dptimoparala produccién de anti
bibtico es el de 6. A pH de 5y apH 8, no se detectd activi
dad ni'tampoc‘o crecimiemo.: Hay que hacer notar que cuai-
quiera que sea el pH inicial, siempre que per*mitia el c;rec_i_
miento, sus valores aumentan progresivamente er{ el trans-
Curso ‘lde la incubacidn, hasta alcanzar valores ;Sréximos a
pH 8. Este aumento en el pH, no obstante, no guarda rela-
cién con la produccién de antibidtico, sino que probablemen
te se debe a la acumul acién de NH4+ en el medio debida a la
desaminacidén de amino&cidos, como lo demuestra el hecho
descrito més adelante, de que cuando se concentran los'mos
tos por evaporacién al vacio el pH desciende hasta cifras-

préximas a la neutralidad, sin que ello afecte a la actividad

antibidtica de los medios concentrados.
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Concentracién de antibidtico (unidades/mi)

Tiempo de cultivo (dias)

Gréfica 5. - Efecto del pH sobre la produccién de antibié

tico por M. coralloides en funcién del tiempo de cultivo.
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3. CRECIMIENTO DISPERSO
|

3. 1. Obtencién de una raza de "M. coralloides" con creci -

miento disperso

Como ya se aludié anteriormente M. coralloi-

des, debido a su especial forma de crecimiento, cuando se
culti\;/a en agitacién en medio ITquido crece formando pedue
fos grumos o bolitas, lo que impide relacionar la produc-~
cién del antibidtica con las distintas étapas de su ciclo de

vida. Esporello por lo que se intentd obtener una raza de

M. coralloides capaz de crecer de formadispersa en medio
iTquido. - _
Para la obtencién del crecimiento disperso de

M. coralloides se ha seguido la técnica de Dworkin (1962),

“con ligeras modificaciones, y que a cohtinuacién,se descri
be.

A partir de un cultivo en égitacién a 282 de 24

horas en matraces erlenmeyer de 250 ml conteniendo 20 mi

de medio CT, se efectud una transferenciade 1 ml a medio

nuevo, que se incubd el mismo tiempo y en idénticas cénd_i_

ciones. Estaoperacién se realizé diariamente durante apro
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ximadamente 2 meses; a pesar de las numerosas transferen-
cias realizadas, no se observd cambio apreciable en el culti
vo, sin embargo la observacién microscépica de los caldos
de cultivo reveld iapresenciade formas bacilares tipicas ais
ladas de esta mixobacteria, por [o que se tomaron muestras

de los mismos que se sembraron en placas de medio CTA a

fin de seleccionar estas formas. L as placas de CTA se incu

baron a 282 durante 4 6 5 dfas; a partir de las zonas de cre
cimiento se efectué una suspensidn en solucién salina esteril
con la que se inocuié un matraz conmedioCT, que se incubd
en identicas condiciones a las resefiadas més arriba. Se si
guleron efectuando las transferenéias diarias, amedio de cul

- 4 I - L3 ®
tivo nuevo, observandose una disminucién progresivaenliafor

.macién de grumos o bolitas acompafiado de un aumento de la

turbidez del cultivo, hastaque finalmente, después de trein-

ta transferencias, dejaron de aparecer {0s grumos.

Con la raza asf obtenida, M. coralloides D,se

realizaron |as medidas turbidométricas oportunas a fin de es
tablecer la curva de crecimiento correspondiente. Para las
determinaciones turbidométricas de crecimiento microbiano

se usd una longitud de onda de 650 nm en unSpectromc-— 20, -

iomdndose lecturas en absorbancia.

En la tabla 11y gréfica 6 se muestra la evolucién

de la D.O. y curvade crecimiento del M. coralloides D en me

dio CT.




D.O. (650nm)

1.5

©
(6]

e i ") A

12 24 36 48 60 72

Tiempo de incubacién (horas)

Gré&fica 6. - Curva de crecimiento de M. coralloides D ,

en medio CT, a 282 y en agitacidn.
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Tabla 11. - Evolucién de la D.O. en cultivos de M. coralloi-

des en medio CT, incubados a 282y en agitacién.

Tiempo {horas) . Densidad éptica

0 0.07

7 0.13
i0 0.18
23 0.75
27 0.9
31 1.05
47 1.5
56 0. 39
58 0. 31
72 0.1

3 2. Relacibén entre la produccién de antibiético y el estado

fisiolégico de '"Myxococcus coralloides!

3.2.1. Crecimiento vegetativo

¢

Se conocia que laactividad antibibtica era detec
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tada a los dos dias en cultivos en agitacién y a los tres dias
en cultivos estéticos, sin embargo era imposible establecer
una relacién cuantitativa entre crecimiento y produccién de

antibibtico.

Con la obtencién de una raza de M. coralloides

capaz‘de crecer de forma dispersa en medio |fquido, se po-
dia establecer relacién entre produccién de antibiético y es

tado fisiolégico del M. coralloides. A tal fin sedeterminéla

produccién de antibibtico, a lo targo de la evolucién del cre

cimiento vegetativo del M. coralloides:D, mediante discos de

papel impregnados de sobrenadantes de cultivo.

Como se observa en la tabla 12 y gréfica 7, el
antibiético fue producido durante |afase de crecimiento expo
nencial pero de manera principal al final de la miésma, alcan
zando ’un méximo 5 horas despues de que se ini:cie la lisis
bacteﬁiana y manteniendose un nivel constante apér-tirde ese

momento.

3.2.2, Estado de mixc')spor'as

Como se ha visto anteriormente, el antibiético se

produce durante el crecimiento vegetativo del M. coralloides.

Pero dade que el M. coralloides, como la generalidad de las

mixobacterias posee un ciclo de vida, una de cuyas etapas
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Tabla 12. - Produccién de antibiético por M. coralloides D en

medio CG a 282 y en agitacién

Tiempo D. O. Actividad antibiético
(horas) (U/mi)
0 0.04 0
9 0.15 0

23 0.75 1
27 0.88 1
33 1.15 2
36 1.22 2.5
48 1.8 4
49 1.82 4
50 1.5 4.5
53 1.3 5
55 1 5
59 0.6 5
71 0.2 5

comprende el paso de células vegetativas a formas de reposo

= s ) - : 1 -
o mixosporas que se disponen en los cuerpos fructificantes ,

se considerd interesante comprobar si en este proceso de di
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D. O. (650 nm)

o
n

12 24 36 48 60 72

Tiempo de incubacién {horas)

Gréfica 7. - Produccién de antibiético por M. coraliocides D

en medio CG, a 282 y en agitacibn.
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ferenciacién, de forma similar a io que ocurre en la esporula
cién de especies del género Bacillus, se continua o refuerza

la produccién de antibibtico.

Dado que, como ha sido expuesto, las células ve
getativas en cultivos dispersos no llevan a cabo el proceso
normal de diferenciacién, fué necesario inducir la formacién
de mixésporas artificialmente mediantela adicién de glicerina

{(Dworkin'y Gibson, 1964).

Para ello las célulasprocedentes de un cultivo en
fase exponencial, se recogieronpor centrifugacién (15.000 xg
durante 15 minutos a 492), selavaron por el mismo procedimien
Mg 0,1%, pH 6.5, v el sedimento

4
obtenido se resuspendid en un velumen igual al del cultivo pri

to con casitone 1% y SO

mitivo en la disolucién antes indicada. La suspensién asf ob
tenida se adiciond de glicerina 10M hasta conseguir una con
centracidn final 0.5M, y se incubd a282en agitacién continua,

determindndose ia evolucién de la D.O. a lo largo de 48 horas.

En la tabla 13 se muestran los cambios de D.O.
observéndose como tras un descenso en la D.O. que alcanza
hasta 5h. y que se interpreta corrientemente como debido a la
disminucidén del tamafio celutar, dicha D.O. experimenta un au
mento acusado hasta estabilizarse alas 36h. Este aumento se
corresponde con la etapa de diferenciacién final en microquis

tes que lleva consige un gran incremento en el indice de re-
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fraccién de las células. L a observacién microscépica confir
mé que al final del proceso no se encuentran més que formas

’, .
redondeadas tipicas correspondientes a | as mixosporas.

A lo largo de las 48 horas que durd el expe'himen
to, no se pudo detectar actividad antibidtica alguna, durante

el proceso de dlferenCIaclén de células vegetatlvasa miXx0S—

poras.

Tabla 13. - Evolucién de la D.O. en la induccién a mixdspo-

ras
Tiempo '(hor-as) ‘ D. O. (é)
0o 0.138
0.25 0. 115
0.5 0.110
~0.75 0.115
1 0.110
1.5 0.105
2 0.10
2.75 0. 090
4 0.08
5 0.07
6 0.12
12 1.0
24 1.45
36 | 1.52
48 | 1.52

(a) Medida en absorbancia a 650 nm.







4. EXTRACCION ¥

udies previos de extraccidn dei antibid:

caldos de oultive

i. 1. Extraccién con disciventes orgénic

Et T

p

gan el método de tos discos de papel, se e

oo cruces, segdn la mayor o menor actividadde lag fases

o0 organica  de la éxirs

i

Como se deduce de la observacibn de ia tabla
antibidiico puede extraerse cuantitativamente delos

s de cultivo con diferentes disoly

L2, Adsorcidén sobre carbdn asciivadn

L& sustancia activa de los caldos brutos es
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Tabia 14.-Extraccidén del antibiftico con distintos disolven-

tes a diferentes phs,

Actividad relativa

. b ., a .
Disolvente pH  Testigo F.acuosa F.orgéanica
n--zutanol 2.3 +4-+ —— +4
n-butanol | 7 A+ ———— 4+
n-butanol 9 44+ ——— FRwe
Alcohol amftico 2-3 -t — —
Alcohol amllico 9~10 44+ —— N
Acetato de etilo 2-3 - ‘ ——— 44
Acetato de etilo 9..10 o + +++
Tetracioruro de C. 2-3 A+ — —
Tetracloruro de C. 9--10 +++ J— +++
Cloroformo 2--3 +++ + ++
Cloroformo , 9-10  +++ —— 4+
Eter etllico 2-3 +++ —— +
Eter etllico 9-10  +++ ++ +++
Eter de petréleo 3 A+ ++ _—
e de petrdleo 7 e+ ++ +++

Eter de petrdieo 9 et +++ —

a. - Caldo brute activo usado en las diversas extracciones

b. -~ pH ajustado con NaOH({IN} vy CiH{IN)
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adsorbida fuertemente por el carbdn activado, con decolora
cién del caldo, no eluyendose con distintos disolventes orgé

nicos, nl con mezclas hidro—alcohélicés icidas y bésicas.

4, 1.3; DiAlisis

L_as expemencias de dléllSlS, realizadas a 42 y
con agitacién, de los caldos activos frente a tampén pH 7.2,
mostraron que la sustancia activa dializa cuantltatlvamente
a las 24 horas, encontrandose toda laactividad en ias aguas‘
de diéﬁéis, mientras que el contenidoidel tubo de;diélisis era

,,/,ss‘"’"” inactivo.

. it

De acuerdo con las exper'i‘encias prel_iminar:*es de
extraccién, el antibiético puede ser extr'atdo de. los caldos
de cultivo mediante diversos dlsolventes orgénucos a dlstin
to pH.: De la obseérvacién de la tabla l4sedesprende que pue
den existir dos sustancias activas ya que usando un mismo -
disolvente a un determinado pH, aparece actividad tanto en
la fase acuosa como en la orgénica. A'tal efecto; se realiza
ron las experiencias oportunas de extraccién combinada con

distintos disolventes orgénicos.

119



Comoe resuliado de tales experiencias, y posterio-
res estudios de eieciroforesis v cromatografia en papel, se pu

do comprobar la existencia de una Gnica sustancia activa.

Los diversos métodos usados para la extraccién y
purificacién del antibiéiico han sido descritos en Material y Mé

todos. De acuerds con ellos, pasamos a ver los resultados.

4, 2 Concentracidén de los sobrenadantes

Se ilevaron a cabo por evaporacién a vacio enun
Rotavapor-R (Buc:h?) a temperaturas comprendidas entrelos 50~
60°2. L_os sobrenadantes exentos de célulasy procedentes de cul
tivos de 6 a 7 dias, se concentraron hasta un décimo del volu-
men primitive. L.os resuitados obtenidos fueron que los concen
tr«*aéﬂos aumentaban su actividad més o menos proporcionalmente
al grado de concentracién de los sobrenadantes. En este proce
so de concentracidn, el pH de los sobrenadantes que originaimen
te és al rededor de 8, desciende a valores préximos a la neutra

lidad.

4.3, Aclaramientio de los caldos

Si bien al concentrar los sobrenadantes de cultivo,

no se observd la aparicién de precipitado alguno, era i6gico




suponer que sustancias del tipo de pmtélnas u otros compues-~
tos presentes en el medio o procedentes del metabdismot:celu -
jar podrian dificultar los siguientes paéos de extraccién y pu
rificécién, por lo que, como paso previb a la extraccién Yy pu
rificacién del antibiético, se procedié a eliminar parte de las
impur'e:{:as medi ante precipitacién con sglfato aménico, percio

rato sédico y mezc¢las hidroalcohdlicas.

4.3.1. Tratamiento con sulfato aménico

; Se realizb en la forma habiiual, empleando sul -
fato aménico Merck y operando a temperaturas compr*en&ldas
entre O2 y 42; entre la adicién del sulfato améhico‘ y la recu
peracidn de los precipitados se dejaron transcurrir 12 horas.
El tanto por ciento de saturacién de sulfato aménico usa&o fue

de 25%, 50% y 75%.

Los precipitados fueron separados por centrifu-
gacién y disueitos en aproxlrhadamente 1/5 del volumen primi

tivo de tampdén fosfatos pH 7, 2.

Tanto él preciplgado disuelto como al g:aldo ée -
les midio la actividad medi an‘;te el uso de la técnica de los dis
cos de papel. Los resultados obtenidos fueron decfepcvior.ian-
tes, va que si bien las muestras cor-res‘pondientes:a los pre_
cipitados nunca dieron activijdad, los sobrenadantes mostra-

ron uniformemente una actividad muy inferior a la original -
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que mostraban antes de tratar con suifato amdnico.

No se insistié en este sistema de aclaramiento de
los caldos concentrados ya que, como se veri mas adelante ,-
con el tratamiento con etanocl, a parte de ser una técnica més

simple, se obtuvieron mejores resuliados.

4.3.2. Tratamiento con perclorato sédico

L_os sobrenadantes concentrados fueron tratados
con perclorato sédico 1M; lamezciase mantuvo en bafio de hie
io, durante 1 hora aproximadamente, transcurrida la cual el
sobrenadante era separado del precipitado formado por centri
fugacidén. Tanto al sobrenadante como al precipitado, resus-
pendido en tampén fosfato pH 7.2, se les media la actividad -

mediante el uso de discos de papel.

L.os resultados obtenidos de tales experiencias fue
ron buenos, ya que el sobrenadante conservaba toda su activi
dad, mientras que el precipitado no tenia. De este modose con
seguia aclarar >|os caldos sin perdida de actividad de los mis~

mos.

4.3,3. Tratamiento con etanoci

La precipitacidn deios caldos conceritrados con'2 volGmenes de
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etanol del 99-100%, did un resultado excelente, dado qde los
precipitados, separados por centrifugacién, no dieron activi
dad a.lguna, mientras que los sobrenadantes consefrvar‘on inte
gr'amenite la actividad mostrada por los caldos departida, des

pues de separado el etanol por evaporacién al vacio.

independientemente de los buenos resultados obte
nidos mediante la precipitacién directa:con etanol, este"tratg
miento iresuitaba ser muy simple, ‘por lo que se emplebd como

paso previo o punto‘de partida para ulteriores purificaciones.

4.4. Extraccibdn con cloroformo

De la extraccién con disolventesorgénicos a dife
rentes pH se dedujo, como yase indicd anteriormente, que el
uso de algunos de ellos daba como resultado un reparto deuna
dnica sLustancia activa en |las fases orgénica y acuosa. Deto-~
dos los disolventes usados se eligib el _cloroformo:, poréereg

te el disolvente que mejor extraiael antibiético.

Los caldos de cultivo obtenidos en volumenes va
riables dependiendo del tipo de experiencia, previamente con
centrados y aclarados , eran alcalinizados hasta un pH de 9,
con Naé)H IN. L.a extraccidn se realizé en embudqs de decan
tacién, mediante tres tratamientos con cloroformo en propor

cién 1/3 del volumen inicial de caldo, en cada tratamiento. Du
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rante la separacién de fases en l0s embudos, la fase orgéni-
ca arprastra impurezas de_: caldo, por lo que dicha fase se re-
coge directamente sobre tubos de centrifuga, siendo centrifu
gados a 4.500 rpm durante 15 minutos. El disolvente reteni -
d en la interfase, siempre presente a pesar del tratamiento

citado, se recuperd en un 70% por sucesivas centrifugaciones.

Los resultados obtenidos de esta experiencia fue
ron excelentes ya que tras el tercer tratamiento, todala acti

vidad es extraida de los caldos.

Las fracciones clorofdrmicas, asi obtenidas, se
concentraban a 452 en el rotavaporizador hasta un décimo del
volumen primitivo; el extracto asi concentrado presenta un i

gero color amarillo-rosado.

4.5. Tratamiento con sulfato sédico anhidro

Para eliminar posibles restos de agua o humedad
en las fracciones cloroférmicas, obtenidas en la forma ante-
riormente indi.cada,dichas fracciones clorofé6rmicas se trata-
ron con sulfato sédico anhidro; posieriormente se filtraron por

un papel de filtro previamente empapado con cloroformo anhi

dro, vy el extracto cioroférmico se conservd en recipientesher

méticos.
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4. 6. Adsorcién sobre &cido silfcico

L.a fraccién orgénica obtenida por extraccién del
antibiético de los caldos concentrados a pH 9 con cloroformo
fue usada como material de partida para la adsorcién del anti

biético en columnas de &cido silfcico.

P

lL.os resultados obtenidos se expresan en la tabla

15 y gréfica 8.

|

Para usos preparativos se siguié la técnica de -
Vaks (1974), con ligeras modificaciones; procedlendose como
a continuacién se indica: un 2% (p/v) de &cido silfcico se mez
cla con él extracto cloroférmico activo, ;obtenido como anteriopr
mente se ha indicado, y se mantiene en a'gitacién cc?ntinua en
un vaso de precipitados. A continuacién;se filtra a vacio en
embudo de placa filtrante con papel de flltr'o Whatman ne 1, -
hasta un estado de sequedad del &cido stcnco, recogiendose
un sobrenadante decolorado y sin actividad. Posteriormente,
el &cido silfcico se trata al 4% con la mézcla 5% (v/v) ef’anol
en cloroformo, durante 40 minutos en agitacién continua.:‘ Fi-
nalmente pbr filtracién a vacio, al igual que antes, se consi-

gue recoger el sobrenadante que contiene toda |la actividad.

!
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Tabia 15.~ Adsorcidén del antibibtico sobre &cido silfcico.
Material de partida: 7 mi de extracto clorofér
mico.

Columna de &cido silfcico (1x40 cm)
Elucién: 10% etanolen cloroformo
Volumen de ias fracciones : 3 mi
Flujo : 1 mi/min.
Actividad Actividad

F raccibén antibidtica Fraccibén antibibtica

relativa | relativa
1 - 25 4+
2 - 26 ++
3 - 27 ++
4 - 28 ++
5 - 29 +
6 - : 30 +
7 - | 31 -
8 - 32 -
9 - 33 -
10 - 34 -
11 - 35 -
12 - 36 -
13 - 37 -
14 - 38 -
15 - 39 -
16 - 40 -
17 - 41-50 -
18 + 5160 -
19 + 61-70 -
20 +4 71.80 -
21 A 81-90 -
22 4+ 91-100 -
23 bt
24 4t
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Gré&fica 8. - Cromatografia en columna de 4cido siifcico del antibibtico



4.7. Otros métodos ensayados en la burificacién del antibiético

Se han empleado otros métodos de purificacién me-
di ante técnicas cromatogréficas de intercambio iénico y filtra-

cién molecular por Sephadex.

4.7.1. Resinas

Los resultados obtenidos son contradictorios dado
qué la actividad era fijada tanto por resinas catibnicas como -~
anizénicas, quedando los caldos de cultivo inactivadosy decolora
dos. Esto unldo a la falta de reproductibilidad de los resultados
obtenidos, nos llevd a no insistir en la aplicacién de esta técni

ca.

4,7.2. Filtracién por Sephadex

Los resultados obtenidos en la filtracién por Sepha
dex fueron poco alentadores, ya que la actividad siempre apare
cia en el frente de la elucién, independientemente del tipo de gel
utilizado. A la vista de estos resuitados, se deseché el uso de

este método en la purificacién del antibiético
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4.8. g%traccién preparativa y esquema de purific'éacién

Con todos los datos proporcionados pbr las extrac
ciones indicadas en los apartados correspondientes, se elabord

un esquema de extraccidén preparativa.

Para estas experiencias eran usados cultivos de

M, coralloides en matraces de seis litros conteniendo cinco }i-

tros de medio a 282 durante ‘seis dias con aireaciéﬁn y formacién
de espuma controladas. Como antiespumante se usé silicona.
L. a oxigenacién se mantuvo constante a'lo largo dgl cultjvo me~
diante una ""bomba de pecera". Para asegurarlae‘ister'ilidad, se
usaron filtros de Millipore a la entrada y salida del aire. Ade
més dicho matraz tenia salida directa y regulada del caldo, a
fin de poder tomar muestras del caldo decultivoy seguir su evo
lucién. '

L.os caldos de cultivo obtenidos de varios matraces,
en iden’ticas condiciones a las anteriores, se centrifugaron a
flujo céntinuo a 14.000 rpm en centrifuga MSE, para separar
las bacterias. |

| LLos sobrenadantes exentos de células se concentra

ron a vacio en un Rotavapor-;R (Buchi) hasta un vozlumen:.apr'ox_i_
madaménte un décimo del volumen primiiivo. '

Este volumen previamente enfriado a 42 se aclara
con dos volimenes de etanol en la forma que ya se indicé. ElI

precipiitado es separado por ‘filtr'acién con papel de fiitro.
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El sobrenadante, filtrado, se alcaliniza con -
NaOH IN hasta pH 9 y se extrae 3 veces con cloroformo-
en la proporcién de 1/3 de volumen por volumen de caldo.
Desechada la fase acuosa, la fase orgénica y la interfase

(aprovechable en un 70%) se reunen.

La fase cloroférmica previamente tratada con
sulfato sddico anhidro, para eliminar posibles restos de-
agua, se mezcla con 4cido siifcico en proporcién 2% (p/v)
y la mezcla se mantiene durante 30 minutos en agitacién -
continua. Por filtracién é vacio se separa el sobrenadante
sib actividad del &cido siifcico, el cual se eluye con 5%
dé etanol en c!Oroformo en laproporcién ya indicada en el
apartado corréSpondiente. Tras Ia;elucién y posterior fll

tracién, el antibibtico se obtenia en |a fase cloroférmica.

En la figura 1 se esquematiza dicho proceso.

130



Sobrenadante de cultivo exento de células
concentrado 10 veces y eliminacién de
impurezas por precipitacién con etanol

'

v SOBRENADANTE Cloroformo
Precipitado
desechado
f Extraccién con cloroformo l
I -
J b
Fase acuosa FASE ORGANICA Interfase
desechada ligero color rosa _ aprovechable 70%
SO4Na2 anhidro
[ Adsorcién sobre &cido silfcico 2% |
mezclando en agitacién continua 30 min
_ rSeparacién del &cido sillfcico i
filtracién a vacio con papel Whatman n21
. t
Sobrenadante Acido silfcico
inactivo

[Elucién con 5% etanol en cloroformo
mezclando en agitacién continua 40 min.

[Separacién del &cido silfcico ]
filtracidn a vacio :

|
{ 1

Sobrenadante Acido silfcico
ACTIVO

Figura 1. - Esquema de extraccién y purificacién del antibiético

producido por M. coralloides.
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5. ESTUDIOS SOBRE ALGUNAS PROPIEDADES DEL ANTI-
BIOTICO |

Para los ensayos de estabilzidad a dist:intas tempe-
raturas. y pHs,asl como para los tratamientos con enzimas pro
teollticos,se ha partido de extractos purificados en agua desti_
lada, cLlyo pH estaba préximo a la neutﬁalidad, a los que co —-
rrespondia una actividad antibibtica de 10 unidades/mi. Los en
sayos se han realizado por el método de los pocillés.

5.1. Efecto de |la temperatura sobre la estabilidad

En la tabla 16 se esquematizan los res'ultado‘,s de los
ensayos de la influencia de la temperatura sobre la estatSilidad
del antibiético realizados a distintos tiempos. Como puede ob-
servarse a temperaturas de 602 es termoestable para todos los
tiempos ensayados. A temperaturas superiores, 1002 y 120%;se
observa una pérdida de actividad a medida que aumenta ei tiem
po del tratamiento. :

Para comprobar el efecto de |as bajas temperatu -
ras sobre ia estabilidad del ahtibiético, éste fue congelado a
~182 durante 1,2,3 y 4 dias. Tras estos tratamien@os, y descon

gelacién brusca, se probd actividad por el método de los poci -
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ltos . L.os resultados obtenidos indican que el antibidtico es es
tabla a las bajas temperaturas, al menos en los tiempos ensaya-
dos, comparado con los controles mantenidos a temperatura am

‘ biente.

Tabla 16. - Estabilidad del antibiéticp a distintas temperaturas

en funcién del tiempo .*

Tiempo Temperaturas

{(minutos) 609 10092 12009
0 10 10 10
i 20 10 10 10
| 30 10 5 5
60 10 5 1

% Las cifras expresan actividad antibiética de las muestras en

u/mi.

5.2. Efecto del pH sobre la establiidad

En fa tabla 17 se indican los resuitados obtenidos-
en los ensayos de estabilidad, a temperatura ambiente, del an-

tibidtico sometido a diferentes pHs, durante distintos tiempos.

/

#
&
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Como se observa el antibidético soporta muy bien pH alcalinos

y neutros, mientras que a pH acidos, si bien es relativamente

estable, hay una pérdida de actividad, cuando el experimento

se prolonga mas de 6 horas.

Tabla 17. - Estabilidad del antibiético a diferentes pH en fun_

cién del tiempo. Actividad antibidtica expresada -

en unidades / ml.

Tiempo

Citrato Fosfatos Tris
(horas) pH3 pH5 pH6 ~ pH7 'pH8 pH9
0o 10 10 10 .10 £ 10 10
6 10 10 9 | 10 10 : 10
10 8 9 10 10 10 10
24 5 8 10 10 10 10
48 1 6 8 10 10 10
72 0 3 9 10 10 10

Para comprobar el efecto tcombinado de la tempe-

raturay pH en funcién del tiempo, sobre la estabilidad del an

tibidtico producido por M. coralloides, se realizaron las prue

bas oportunas a tal fin.




En la tabla 18 se esquematizan los resultados de
los ensayos de termoestabilidad realizados con el antibibtico

a distintos pH y diferentes tiempos.

Tabla 18. - Ensayos de termoestabilidad del antibiético a dis_

tintos pH. Actividad antibiética expresada en uni-

dades / ml.
Tiempos Temperaturas
{minutos) - 602 1002 1202
10 .10 10 0
pH3 20 - 10 i 0
30 10 0 0
10 .10 10 10
pH7 20 .10 10 10
30 10 5 5
10 10 5 0
pH9 20 10 1 0
30 10 0 0

Como se observa a temperatura de 602 el antibié
tico soporta todos los pH ensayados. A 1002 soporta bien un

pH de 7; a pH extremos es muy |abil a medida que aumenta el
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tiempo de tratamiento. A 1202 unicamente soporta pH neu-

tro y tratamientos cortos.

5.3. Tratamiento con enzimas proteollticos

En la tabla 19 se exponen los resultados del -

.tratamiento del antibiético con los enzimas pronasa y papai

na, segin la técnica de los pocillos.

Tabla 19. - Tratamientos con enzimas proteolfticos. Activi

dad antibiética en unidades/ml

Tiempo
(minutos) Pronasa ~ Papaina
0 10 10
30 10 10
60 10 10

De estos resultados se deduce que el antibié -
tico es resistente a |a accién de los enzimas proteollticos

ensayados.
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5.4. Comportamiento electroforético del antibiético

La fraccién de antibiético purificado, obtenido
por la desorcién del &cido silfcico, se concentra a vacio
hasta un décifno de su volumen y se ensaya su comportamien
to electroforético.

ApH 6.5 y 9 el antibibtico muestra una movili
dad electroforético hacia el &nodo (6 cm.), emigrando més
en el mismo tiempo apH 9 (9 cm. ).

: ApH 2.7 y 4 el antibibético no posee movilidad
electroforética.

A fin de visualizar la zona activa, localizada
biioautogr‘éficamente en el electroforegrama, se intenté so

meter a los mismos a distintos reveladores ( vapores del io

do y ninhidrina ), dando resultados negativos.

L a actividad antibiéticaen el electroforegrama
no se visualiza con |&mparas deultravioletade 254 y 360 nm

asf como tampoco a simple vista.

En todos los casos sélo se observé una Unica

2zona con actividad.

5.5. Cromatogréfia descendente

Cuando se ensaya el comportamiento cromato

gréfico del antibibtico en el sistema Butanol: Plridina: Agua
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(12:3:5) segln ta técnica descendente, éeguido de bioauto~
grafla del cromatograma, se observa que la actiyidad co

rre con el frente del solvente.

Cuando el solvente es Butanol Acido: acétlco-
Agua (12 3:5) la actividad se situa a pocos cenumetros del

frente del solvente, dando valores de Rf del orden de 0.9

En los sistemas Eter de petrdleo: Cloroformo
(4:1) y Eter de petrdleo: Cloroformo (24:1) la actividadtie
ne una movilidad cromatogréfica més baja, dando Rf de

0.23 y 0 13 respectivamente.

En el sistema Eter de Petréleo:Benceno (25:1)

aparecen R de 0. 83.

En todos los casos sbélo se observd una unica

zona con actividad.

5. 6. Espectro ultravioleta

En la figura2se muestra el espectro de absor
cién en el ultravioletadeuna solucién en etanol del antibié

tico purificado. Como se observa, aparece un méximo de

absorcién a 300 nm. E! antibiético no absorbe en el visible.
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Absorbancia

250 3to 370
l_ongitud de onda (nm)
Figura 2. - Espectro U. V. del antibié

tico purificado.
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6. ESPECTRO DE ACCION DEL ANTIBIOTICO

Como ya se aludié en el apartado correspondien

te de experiencias preliminares (tabla 1) M. coralloides se-

grega al medio de cultivo una sustancia de naturaleza antibid

tica activa frente a bacterias Gram positivas.

A fin de comprobar el efecto antimicrobiano del
antibidtico purificado, al mismo tiempo que se ampliaba el nd
mero de microorganismos a ensayar, sé usaron discos dedi_s_
tintas concentraciones de antibiético. Asi mismo, para com-
pletar él espectro antibacteriano se hat;\ usado algunas razas
hospitalarias suministradas por el Departamento de Microbio

logia dé la Facultad de Medicina (Granada. )

i

6. 1. Espectro antibacteriano

En la tabla 20 se muestra él espectro de accién
del antibiético purificado sobre distintds microoﬁganlsmos .
Como puede observarse, el antibiético :puriflcado; muestra -

actlvidad sobre bacterias Gram positivas, con las excepcio

nes de Mycobacterium philei y Nocardia corallina, 'y cocos -
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Gram hegativos tales como neiserias. No se detectd activi-

dad alguna sobre levaduras.

6.2. Comprobacidén de la no resistencia cruzada con otros

antibiéticos

Paf‘a comprobar si existia resistencia cruzada
con otros antibiéticos, se emplearon varias razas de St.
aureus patégenos, proced?ntes del ljepartamento de Micro-
bicloglia de Medicina (Grahada)que son resistentes a varios
antibiéticos. En la tabla 21se exponén los resultados de es
ta experiencia, observdndose cémo el antibiético producido

H

por M. coralloides es activo sobre bacterias que poseen re

sistencia a varios antibibticos, no observandose, portanto,

resistencia cruzada en los mismos.
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Tabla 20.-Espectro de accién del antibibtico producido por M. co

ralloides

Organis : |
rg mos Antibidtico (U) Penicilina

2 .10 +del0 5u
Pseudomonas reptilivora 0 0 0 0
Rhizobium meliloti 0 0] 0 0
Escherichia coli 0 0 0 0
Citrobactef intermedius (b) 0 0 0 0
Salmonella tiphymurium 0 o o 0
- Salmonelia schottmuelieri 0 0 0 0
Klebsiella pneumonie 0 0 0 0
Neisseria sp. 0 0 9 0
Micrococcus luteus (Sarcina lutea) 10 16 20 20
Micrococcus luteus(M. lysodeikticus) 9 12 35 34
Micrococcus sp. 9 20 25 27
Staphylococcus aureus 12 23 29 20
Streptococcus faecalis 9 15 18> 19
Bacillus subtilis 0 14 18 20
Bacillus cereus 0 9 13 0
Bacillus megaterium 0 11 18 17
Arthrobacter globiformis 9 18 34 15
Mycobacterium phlei 0 0 o 0
Nocardia corailina 0 0 0 0
Saccharomyces cerevisiae o 0 0 0
Torula utilis 0 0 o 0

Resultados expresados en milimetros de diédmetro del halo
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Tabla 21. - Comprobacién de la no resistencia cruzada con

otros antibiéticos.

Contenido razas de Staphylococcus aureus

Antibidticos | .

: por disco A B C
Penicilina 10U 0 0 0
Ampicilina 10 pg 0 0 0
Cefalosporina 30 ug 0] 2 2
Estreptomicina 10 ug 0 i 0
Cloxacilina 10 pg o 2 2
T rimetropin-S 50 g 0 2 1
Tetraciclina 30 ug 0 2 1
Sulfamidas 150 pg 2 2 0
Eritromicina 15 ug 0 2 2
Gentamicina 10 ug 1 1 2
Antibibdtico 5U o 2 5

M. coralloides

0,1y 2 corresponde a la zona de inhibicién del crecimiento -
(variando los milimetros, segin el tipo de antibibtico)
respondiendo a resistente, intermedio y sensible, res
pectiyamente. |

A, By C: razas hospitalarias de St. aureus que muestran resis

tencia a varios antibibticos.
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7. MODO DE ACCION

7. 1. Accidn bactericida del antibiético

A fin de determinar el efecto del antibiético
sobre la viabilidad de St. aureus, se realizaron unas ex
periencias en Ivas que a cultivos de St. aureus enfaseex
ponencial de crecimiento se le afadié antibiético a una
concentracién final de 4 unidades / ml, determinando, a
part;ir de este momento D.O. y ndmero de células viables
porjml a intervalos deunahora, durante un periodo total

de seis.

Simultaneamente se realizaron las mismas

determinaciones en testigos sin antibiético.

Los resultados se exponen en la tiabla 22y
gr&ficas 9 y 10, y de ellos se deduce que el ar‘\tibiétjico
tiene un claro efecto bactericida sobre el St. aureus. en
fase de crecimiento exponencial, adn cuando en el perio
do cie tiempo que duré el evxperimento no se observd lisis

celular apreciable.
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Tabla 22. - Efecto de la adicién de antibiético sobre la evo

jucién de la D.O. y del nGmero de células via-

bles de cultivos de St. aureus en fase de cr-eg_i

miento exponencial.

D. 0. N¢e de células viables/ml
Tiempo
{(horas) | Testigo | 4U antibidtico | 4U antibibtico| Testigo
0 0.04 0.04 1. 6x10° 1.6x10"
R 0.08 0.07 6.5x10° 7 x10°
2 0.16 0.09 1 x10® 1.5x10°
3 0.25 0.1 3.2x10° 2. 5x10°
4 0.36 0.08 1 xi10° 3 x10°
5 0. 44 0.08 3 xi0t 3. 1x10°
6 0.55 0. 08 7 x10° 3. 1x10°
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Ndmero de células viables/mi

10

10

108

i0

104

o ——— g &

1 i 1 1 4 ' L

0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (horas)

Gréfica 9. - Efecto del antibiético sobre la via
bilidad de St. aureus. L.a flecha indica la adi_

cibén del antibiético ( tiempo cero ).

-+ Testigo

o————0 4 U/ml antibiético
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{650 nm)

D. O.

e
{F
{

s Testigo /

>

gt 41U/ ml antibiético/

0.1 ¢

0.05 L

-
b

i A

2 3 4 5 6
Tiempo (horas)

e

Grafica 10. - Efectos de la adicién de antibidtico

{4U/ml) sobre la evolucién de la D.O. de culti-

vos de Si. aureus
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Al objeto de comprobar este Gitimo extremo se
realizé una nueva experiencia, identica a la anterior, pero
en la que se siguibé la evolucién de la D.O. a lo largo de un
periddo de incubacién de 24 horas.

Los r-eéultados se expresan en la tabla 23 ygré
fica 11 e indican que apartir de 6-7 horas de incubacién tie
ne Iuéar una lisis exponencial dei cultivo si bien la pendiente

de la gréfica es muy baja.

Tabla23. ~-Evolucién de la densidad éptica en cuitivos de St.

aureus adicionados de antibiético.

Tiempo (horas) Testigo 414 antibibtico
0 0.09 0.09
0.8 0.18 ~0.140
1.5 | 0. 22 ©0.149
2.15 0. 25 0.137
2.80 0.31 o 137
3.35 0.37 ©0.133
3.95 | 0.43  0.133
7. 30 0.61 . 0.125

14 0.69 0.10
20 0. 69  0.08
24 0. 68  0.07
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{ UnrvEReTARIA )

0.5¢

D. O. (650 nm)

Testigo

o———0 4U/ml antibiético

& n A

12 16 20 24

o | 4 8
5 Tiempo ( horas )

-
b

Gréfica 11. - Efectos de la adicién de antibiético -

{4U/mi ) sobre ia evolucién de la D.O. de cultivos

de St. aureus
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7.2. Efecto de la tonicidad del medio sobre la accién del

antibiético

Se comprobd siguiendo la evoluciéndelaD.O.
en cultivos en fase exponencial de St. aureus en presencia
del antibiético ( 4U/ml ) en dos medios de cultivo con las

siguientes caracterfsticas:

Medio hiperténico, con respecto al normal: Medio MC con

4Mg 0, IM.

sacarosa0,5M y SO
Medio hipoténico, con respécto al normal: casitoneal 0,5%

en agua destilada.

El antibiético se afadié a los dos cultivos —

cuando estos alcanzaron una D.O. de O, 18.

L os resultados expuestos en la tabla24y gré
fica 12 muestran que el St. aureus no solamente no muere,
sino cjue sigue creciendo en el medio hiperténico, mientras
que, por el contrario, se lisa répidamente en el ;medio ba

baja tonici dad.
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Tabia 24. ~ Evolucién de la D.O. de cultivos en fase expo-
nencial de St. aureus en medios con distinta toni

cidad afadidos del antibibtico ( 4 U/ml).

Tiempo. Medio % Medio &

(horas) hipotdnico hiperténico
o 0,18 0,18
0, 75 0, 25 0, 38
1,15 0, 23 0, 44
2 0, 21 0, 49
3 0,18 0,52
4 0, 145 0,56
5 0,13 0,6
6 0, 1 0,6
7 0.08 0, 57
8 0, 04 0,52

% veése el texto
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D.O. (650 nm)

0.5

Medio hiperténico

Medio hipoténico’

Tiempo (horas)
Gréfica 12. - Evolucién de ta D.O. de cultivos
én fase exponencial dé St. aureus en medios -
con distinta tonicidad afiadidos del antibiético
(4u/mi) ‘
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7.3. Efecto del antibibtico sobre células de 1St aureus" en

reposo

Células de St. aureus procedentes de un cultivo
en fase estacionaria fueron recogidas y lavadas con solu-

cién salina estéril vy a continuacién suspendidas en el tam-

pén Tris-ClH, 0.02M, pH 7, auna concentracién aproxima-

da de 107 célutas/ml.

Tras incubacién a 372 en agitacién durante tres
horas se afadié el antibiético a una concentracién final de-
4 U/ml (tiempo cero), prolongandolla incubacién durante 4 ho
ras més. A efectos comparativos se ilevé a cabo otra expe-
riencia idéntica, saivo que las células fueron resuspendidas
en medio M-C en lugar de solucién salina. En los dos casos
se determind el niimero de células viables por ml a interva-

los de una hora.

Los resultados se expresan en la tabla 25y gré
fica 13 e indican que el antibiético carece de efecto bacteri

cida sobre células sensibles en reposo.
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Tabla 25. - Estudio comparativo del efecto bactericida ejerci
do por el antibibtico sobre células de St. aureusen
reposo, suspendidas en tampén Tris-ClIH, y encre

cimiento sobre medio M-C.

Tiempo % Ndmero._ de células viables/ ml
(horas) - células en :crecimiento cél.ulas én reposo
-3 ' 1.1x 10 1.1 x 107
-2 l.ZxaIO7 1.1 x 107
-1 l.6xi107 | 1.25 x 107
0 3.7)('107 ‘ 1.3 X 107
1 7.5 % 106 | 1.25'x 107
2 1 x 1106 1.3 x 107
3 1.5 x ?105 1.2 . x 107
4 4 7

1.6 x 10 1.0 x 10

& E! tiempo 0 corresponde al momento en que se aRadid el an

tibibtico ( 4 U/ml ).
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Namero de células viables / mi

10

o——0 crecimiento

&~ — -~-0 reposo

Tiempo (horas)

Gréfica 13. - Efecto comparativo ejercido por
el antibibtico sobre células de St. aureus en
reposo, suspendidas en tampén Tris-CiH, y

en crecimiento,sobre medio M-C.
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7. 4. Efecto del cloranfenicol sobre la actividad del antibié—

tico estudiado

Como complemento de la experiencia anterior se
efectud otra consistente en comprobar si un antibiético con
efecto bacteriostético sobre el St. aureus interfiere la accién

del antibibtico ensayado.

El antibibtico elegido fué el cloranfemcol y la ex
pemenCIa se Hev6 a cabo partiendo de un cultivo en fase ex
ponencial de St. aureus sobre medio M-C con una concentra-
cién de células viables de 2, 84x106cel/mI.El citado cultivo se
dividié en tres lotes iguales, y al cabo de una hora de incu-
bacién adicional se afadié a uno de ellos cloranfenicol a la
concentracién final de 25 pg/ml; a otro 4 U/ml del antib_iéti-
co; finalmente, al tercero se afadié una mezcla de clorénfe-
nicol y del antibibtico estudiado, a las mismas concentracio-
nes indicadas anteriormente. Los cultivos se contmuaron in-
cubando durante 5 5 horas més, determinandose en los tres
casos la concentracién de células viables a lo largo de di -

cha incubacién.

Los resultados se exponen en la tabla26 y gréfi
ca 14, y confirman los obtenidos en la experiencia anterior,
es decir, que el antibibtico ensayado solo es activo sobre cé

lulas en crecimiento.
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Tabla 26. - Evolucién del nlmero de células viables por mi
en cultivos de St. aureus sobre medio M-C en
presencia de cloranfenicol, del antibiéticoensa

yado y de ambos.

Tiempo* Cloranfenicol Antibibtico Cloranfenicol
| (25 pg/ mi)
2
(horas) (25 pg / mi) (4 U/ml) + antibibtico
(4u/ mi)
-1 2.84 x 106 2.84 x 106 2.84 x 106
0 2.6 x 107 2.58 % 107 2.56 x 107
0.5 2.21x 107 1.2 x 10’ 1.41 % 107
1 1.96x107 5 x106 1.26x107
7 6 7
1.5 2.01 x 10 1.01 % 10 1.01 x 10
2 2.24)(107 8.02x105 1.06 x 107
3 l.36x107 2.7 x105 9.9 ><106
5.5 9.87 x 106 5 x 104 7.8 x 106

% E! tiempo 0 corresponde al momento en que se adicionan

los antibidticos.
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Ndmero de células viables / mi

10

10

10

10

G—————0 Antibibtico
64— 4 Cloranfenicol

b

-

E— An'tibi6ti’co+clor-anfenicol

0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (horas) -
Gréfica 14. - Evolucién del nGmero de células viables
por ml en cultivos de St.aureus sobre medio; M-C en -~
presencia de clopranfenicol, del antibidtico gnsayédo

y de ambos.

159






8. EXPERIENCIAS " [N VIVO "

8. 1. Toxicidad para el ratén del antibiético estudiado

Como se indicdé en Material y Métodos,a lotes de
cinco ratones machos de peso aproximado 20 g, se les inyec
to una sbla dosis, en la vena de la cola, con un \)olumeh de
0, 05 ml, de una solucién acuosa de antibidtico, equivalente
a 100 funidades. .Todds los ratones soportaron perfectamen

te la dosis citada.

Para la inyeccién por via intraperitoneal, se
procedié de idéntico modo, salvo que el volumen ' de las do-
sis fue de 0.5 ml. Los resultados fueron idénticos a los de

la experiencia anterior.

A la vista de eétos resultados se reélizé otra
exper-jencia en la que se administrd, por via intraperito -
neal, fa un lote de cinco ratones 3 dosis de 100 unidades de
antibibtico a intervalos de 24 horas. El resultado de esta-
experiencia fue positivo ya que a las 48 horas dé practica-
da la Gitima inyeccién, todos los ratones vivian no observan
dose ningln tipo de sfntomas que indicaran alter‘éciéno tras

torno fisiolégico.
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8. 2. Efecto "in vivo! del antibidtico estudiado

Se llevd a cabo observahdo el efecto producido
por la administracién del antibiético sobre la evolucién de
abcesos provocados en ratones mediante la administracién-
por via subcut8nea de una mezcla de St. aureus y aldmina,

de acuerdo con la técnica detallada en el capftulo anterior.

Séutilizaron dos lotes de 5 ratones, uno de los
cuales se dejé como testigo, administrdndose a cada uno de
los componentes del otro,una Jdosis diaria de 500 unidades -
del antibiético por via intraperitoneal durante 7 dias. Al ca
bov de este tieMpo,tanto lo's ratones testigo como los tratados

,fueron anestesiados a muerte con éter, observéndose, de -
ac;.xer'do con la técnica descrita,el tamafo y vascularizacién

de' los abcesos.

Los resultados de esta experiencia se muestran
en la figura 3 y, aunque |los abcesos fueron en todos los ca-~
sos reducidos, se observd una clara diferencia entre los co

rrespondientes a ratones tratados y sin tratar.
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Figura 3.- Control de abcesos inducidos por St. aureus en ratones
por accidn del antibidtico. Arriba, lote testigo; abajo, lote tratado
con antibidtico.
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DISCUSION



A lo largo del capltulo anterior se ha ido caneQ_
tando e interpretando los resultados obtenidos en ‘todas las

experiencias realizadas, por lo que el presente capftulo es

“simplemente un resumen de lo ya expuesto con anterioridad.

En primer lugarshay que hacer resaltar que M. co
ralloides produce un antibiético de una manera constante ,
siempre que las condiciones de cultivo permitan su desarrollo.
No obsténte, desde un punto de vista cuantitativo, la cantidad
de antibiético producido esta influenciada en mayor o menor

grado,s_egfm los casos,por los distintos factores que afectan

el crecimiento bacteriano. Entre dichos factores la-composi-~: .. .

cién del’ medio de cultivo tiene una influencia decisiva sobre
la cantif.iad del antibiético producido. Partiendo del hecho de
que todés aquellos factores nutritivos que limitan el creci-
miento tf%ienen, como es légico, un efecto negativo sobre la
pr'oducciién de antibiético, como son la naturalezay la con -
centracién de los sustratos nitrogenados a expensas de los
cuales c;r'ecen las mixobacterias, destacael hecho de que en
presencia de glucosa u otros ‘monosacér'idos, a concentracién
del 1% o superiores, incrementa enormémente dicha produc-

cién hasta el punto que a igualdad de sustratos nitrogenados

167



los sobrenadantes de los cultivos muestran una actividad 10-

12 veces mayor que en su ausencia.

Este hecho es un tanto sorprendente dado que, se
gln viene siendo admitido, los azGcares no son utilizados por
las mixobacterias ni afectan su crecimiento, hecho este Glti-
mb que se ha podido comprobar en los trabajos expuestos con
anterioridad. No obstante,dado que en algunasde estas bacte-
rias, han sido detectadas actividades enziméticas relaciona~
dés cén el metabolismo glucldico, cabe suponer que o'bien la
glucosa y los restantes azlicares ensayados son utilizados -

por el M. coralloides y como consecuencia de ello,al hacer me

nos necesaria la utilizacién de algunos amino&cidos utiliza-
dos normalmente como nutrientes, se favorece la desviacidn

del metabolismo de los mismos hacia una via secundaria que
desemboca en la produccién de antibiético, o bien los aziica
res citados actuan como precursores del antibiético produci~
dd lo que naturalmenie incrementaria grandemente su pr‘odug
cién.

'En relaclén con los sustratos nitrogenados,estos
no afectan grandemente la produccién de antibiético en tanto
no limiten, como queda indicado,el ¢crecimiento de M. coralloi
des; no obstante, como puedeobservarse en las experiencias
correspondientes, los resultados éptimos se obtienen cuando
se emplean como fuentes de carbono y nitrégeno un hidroiizg_
do enzimético de la caseina (casitone Difco) a la concentra -

cién del 0.59,.
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Por lo que respecta a la asparagina, que se afa
de de forma rutinaria a todos los medios empleados en el cul
tivo de mixobacterias, henﬁos podido comprobar‘5clar~amente
que su presencia en una amblia gama de concentraciones no
afecta en absoluto la produccién de antibiético y el crec‘imieg

to de M. coralloides. En relacidn con los restantes compo-

nentes del medio, sales minerales, ha podido comprobarse

que el M. coralloides crece perfectamente y pm@uce antibié
tico en un medio que, a méis de los nutrientes ya indicados,
lleve solamente sulfato magnésico y fosfato, posib!ementepo_r:
que los restantes requerimientos de nutrientes inorgénicos
son satisfechos por las pequefias cantidades de los mismos
presentes en los macronutrientes , existentes en e!i aguay reStap_

tes componentes del medio.

Teniendo en cuenta, en adicibénalo expuesto, que
el pH |mcnal del medio de cultivo tiene una marcada mﬂuen-

cia sobre el crecimiento del M. coralloides y produccién del

antibiético de manera que ambos son 4ptimos apHG el medio
de cultavo que consuier‘amos como éptimo para la produccién

de antlbl6t100 por M. corallondes es el siguiente:

Casitone ‘ 5g
Sulfato magnés‘ico 1g
Glucosa 10g

T ampébn fosfato pH 6, 0.01M 1000 mi
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Por lo que respecta a la temperatura de cuitivo
Sptima para la produccién del antibiético, los resultados ob
tenidos indican que tanto a 222, 282 y 372 se obtienen pré_c_
ticamente los mismos niveles de actividad, sibien cuando se
emplean temperaturas de 222 los niveles méximos de antibié
tico se obtienen, como es |6gico dada la menor velocidad de
crecimiento, 24 horas més tarde que en los otros dos casos.
Cuando se emplean temperaturas de 372 |a actividad de los
sobrenadantes desciende répidamente a partir de las 24 ho
ras de haberse alcanzado el méximo. Todo elioc nos hace con
cluirque, la temperatura més adecuada para la produccién

del antibibético es la de 282,

En cuanto al tiempo, los niveles méximos, en -
las condiciones antes citadas, se alcanzan al 62 dia, per-

maneciendo después estacionarios durante semanas.

Finalmente la modalidad de cultivo,en agitaciéno
reposo, afecta poco la produccién de antibiético ; no obstan
te, como en lc;s cultivos en agitacién los niveles miximos se
alcanzan mésv rapidamente y son ligeramente superiores que
en reposo, hémos adoptado dicha modalidad de cultivo yaque,
aparte de ias‘ razones citadas, facilita la obtenciénde voll-
menes grandes de sobrenadantes activos,

Todos los resultados discutidos ha;sta el momento

se llevaron a cabo con la raza silvestre de M. coralloides

que, como todas | as mixobacterias, no crece de forma disper
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' . . . . L
sa en medios Ifquidos, lo que hacia imposible relacionar la
produccién del antibidtico con las fases de crecimiento de

la bacteria o con las distintas etapas de su ciclo de vida.

‘ \ .
Para poder llevar a cabo este tipo de estudios

fue necesario, por tanto, obtener una raza de M. coralloi-

des que diera lugar a un crecimiento dgisper‘so, tal como ha
bfa sido conseguido con otras mixobacierias por diferentes
autores (Loebeck y Klein, 1956; Holt, 1960; Dworkin, 1962 -
Chase 1965; Haska y Norén, 1967; Reichenbach yKIeinihg )
1971). |

L as técnicas empleadas en la obteﬁcién de la ci
tada raza han sido expuestas en los apartados correspon -
dientes, y aqui sélo restadestacar el resultado positivo ob
tenido, que ha permitido disponer de una raza que designa

mos como Myxococcus coralloides D que crece, en los me-

dios empleados, en forma dispersa.

El ci,clo de vida de esta raza esté drésticameg_
te altérado de tal forma que, como pueide observarse (gréfl
ca 6), tras una etapa de crecimiento tfpicamente exponencial
no existe una fase estacionaria ni muchot menos diferencia
cién a mixésporas, sino que briscamente el cultivo entra en
una fa;e de lisis exponencial ala terminacién del 'creCimiep_
to logaritmico.

En cualquier forma, durante e! transcurso de
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la citada fase cie crecimiento exponencial, la pr;oduccién de
antibibtico alcénza los mismos niveles que los iméximos ob
tenidos con la ;aza silvestre,nivel es que se mantienen cons
tantes durante el periodo de lisis, pér\ lo que en principio,
Ilegamos a la cé:nclusién de que al ménos el grueso del anti
bibético se produce durante la fase dé desar‘r'ollo vegetativo.
Para confirmar esta conclusién se efectuaron experiencias
en las que se estudié la posible produccién de antibiético du
rante el procesb de diferenciacién del crecimiento de célu
las vegetativasiamixdsporas. Como queda dicho el M., cora
lloides D no produce mixésporas de forma esponténea en el
medio utilizado pero, sin embargo, como sucede con otras
mixobacterias (Dworkin, 1962), puede inducirse la citada di
ferenciacién mediante la adicién al medio de glicerina, ala
concentracién adecuada.

Realizadas las experiencias correspondientes
se puede afirmar, que enel transcuréo de 1a diferenciacién
de las células vegetativas a mixésporas, no se produce an
tibiético en forma detectable, porlo que reafirmamos la con

clusién a que se habfallegado, de que el M. coralloldes sdlo

produce antibibético en la fase de crecimiento vegetativo.
Aunque sin constituirun objetivo primario de es

ta memoria, ha' sido necesario ponelr a punto técnicas ade-

cuadas parea lagextraccién, concentracién y publficacién del

antibiético, como paso previo para poder estudiar con ==

clertas garantias sus propiedades y rmodo dé accién } a -
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tal fin, y como queda expuesto en el capfltulo anterior, se
ha ensayado la extraccién del antibiético por distintos di
solvéntes orgénicos adiferentespH y la adsorcién del .mig
mo por diferentes materiales y su poéterior elucién. Se-
ha elaborado un esquema, que se expone en la pagina 132,
en el que se combina la cohcentracién de los sobrenadan-
i
tes a! vacio, la eliminacién de impurezas mediante trata-
mient;os con etanol, la extraccién con cloroformo a pH al
cal rn;> y la adsorcién de los extractos por &cido silfcico
y posterior e|uci6n'con una mezcla de etanol en clorofor
mo. De este modo, se consigue preparaciones de antibiét_i
co altamente pUrificadas, como lo demuestra el hecho de
que ho muestren més que un solo pico de absorcién a 300
nm a‘lo largo de todo el espectro ultravioleta y visiblé, y
que én el revelado de los electroforegramasy cromatogra

mas, no se detecte lapresencia de otras sustancias fuera

de la que posee actividad antibiética.

Dado que el objeto de estds estudios, como que
da indicado, fué el disponer de preparéciones lo més puras
posible del antibiético estuﬁi ado, no se han tenido en cuen
ta los aspectos cuantitativos del procedimiento de extrac
cién por o que aun cuando; se puede afirmar, queia activi
dad tbtal que se recupera es menor que la que existe‘ en
los sc;brenadames de los cultivos, no se puede aportar por
el momento ningdn dato ol:rjétivo sobre el rendimiento del

proceso de purificacién emplieado.
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D:Isponiendo ya de extractos con él grado depu
rificacién antes citado, se han estudiado alguhas de laspro
piedades fisicoquimicas del antibiétjico producido por M. co
ralloides : resistencia a agentes fiéicoqurmicos y comporta_

miento electroforético y cromatogréfico.

En relacién con ia temperatura, los extractos-
purificados del antibiédtico resisten, sin perdida apar'ente-
dé actividad, tratamientos a 602 durante una hora y a 1002
y 1202 durante 20 minutos, siempr‘e: que el pH sea neutro.
lgualmente se ha podido comprobar que las congelaciones y
descongel aciones sucesivas no afec:tan en absoluto su acti-
vidad. Adn cuando no se ha realizado ninguna experiencia
especlfica, se ha podido comprobar que los extractos puri-
ficados conservados a la temperatura ambiente y pH neutro,
conservan su actividad varios mese$ después de su prepara
cién. A

Por lo que respecta al ;DH, el antibiético ha de
mostrado ser lgualimente resistente a variaciones extremas
del mismo; concretamente no se advierte pérdida de activi-
dad cuando se conserva durante 6 horas a temperatura am-
biente, a pH comprendido entre 3y 9 . A pH aicallho, 7~ 9,
no se ha detectado pérdida de actividad despues de 3 dfas,
igualmente, a la temperatura ambiente. Asl mismo, los ex
tractos conseprvan toda su actividad cuando se incuban a 602

durante 30 minutos. A pH 7 como, ya ha sido indicado ante

174



riormente, resiste tratamientos de 1002 y 1202 durante 20
minutos. VY, finalmente, a pH 9, hay una pérdida de activi_
dad a ‘temperaturas de 1002 o més grados, aunque el trata
miento sea corto. Aun cuando las expériencias de extrac-

cibén y su espectro ultravioleta parecian descartar la natu

raleza peptidica del antibiético producido por M. coralloj-

des se ha querido comprobar ese extremo, mediante obser
vacién del efecto ejercido por enzimas proteollticos sobre
su actvividad; en ningdn caso, los citados enzimas originan
pérdida de actividad, ai menos en ias condiciones detal | a-
das, bor lo que sin ser concluyente aboga a favor de lo an

teriormente indicado.

I_a electroforesis del antibiético purificadoen
papel,: de acuerdo con las técnicas deécr'itas, parece indi_
car que la actividad antibiética reside en un solo tipo de -
sustancia que emigréhacia e! &nodo a pH superiores a 4,
lo quelindica un punto isoceléctrico acu:sadamente bajo. lgual
mente ‘la cromatografia en papel, utiliiando varios siste -
mas solventes, muestra aparentemente |a existencia de un
sdlo tipo de sustancia con actividad an}tibiética. Aunque -
ninguna de las dos pruebas son excluyentes, los resultaaos

de las mismas nos lieva a considerar que el M. coralloides

produce un solo tipo de sustancia con actividad antibiéti-
ca.
El especiro de accién del antibibtico purifica-

do coincide con lo ya observado enlas pruebas directas de
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antagonismo entre M. coralloides y diversas bacterias.Con

excepcidén de las pertenecientes al orden Actinomycetales,

todas las bacterias Gram positivas brobadas son sensibles
a la accién del antibibtico; por el cbntrario, las bacterias
Gram negativas no se afectan por elj mismo, con excepcibn -
de una especie del género Neisserié, cuyo crecimiento es
inhibido, si bien, a c0ncéntraciones elevadas. EI antibl6t_|_

co es totalmente inactivo frente a levaduras.

En cuanto a su efecto sobre las bacterias sen-

sibles, los ensayos efectuados sobre Staphylococcus aureus

muestran una actividad de tipo claramente bactericida, que
comienza a hacerse patehte en las c;ondiciones ensayadasgy-
uha hora despues de la adicidn del antibibtico; por el con -
trario, la detencién del crecimiento no es inmediata, ya -
dque este no se: detiene halsta pasadaé 3 horas de la adicién
del antibiético. L.a muerte de las bécter-ias sensibles a su
accién, va acompafiada de una Ifsis de las mismas que, co
mo se muestra en la gré&fica 11, con;nienza a las 4 horas de
aRadi r el antibiético y silgue un curso exponencial, si bien
Iaipendiente de ja gréfica correspondiente no es muy acen-—
tuada. . | |

Tanto el efecto bactericida como el ‘Iltico esté
grandemente influenciado‘ por la tonicidad del medio en que
se llevan a cabo |as experiencias. én medios hiperténicos,
con respecto a los ﬁOrma'lmente utilizados, no solamente no

tiene lugar el fendmeno de lisis, sino que las bacterias sen
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sibles ;continuan su crecimiento en forma practicqmente idén
tica a la de los testigos sin antibiético. Por el contr*arfo, en
medios hipoténicos, una hora después de afiadido el antibibti
co, se produce una lisis exponencial y répida que Ileva"pr*a_t_:_

ticamente al aclaramiento total del cultivo.

Finalmente, se ha comprobado, la accién del an
tibiético sobre células en reposo y sobre células cuyo creci
miento ha sido detenido mediante la adicién simulténea de clo
ranfenicol. En ambos casos el antibibtico es totalmente ine~
fectivo, lo que Indica, que solo actua sobre células en creci
mi ento. | ‘

El conjunto de las experiencias descritas nosile
va a la conclusién de que el antibibtico interfiere con la bio
sintesis del mucopéptido de la pared de las bacterias sensi-
bles, ya que al igual que ocurre en el caso de las penicilinas,
cefalosporinas y otros, el efecto bactericida es‘consecuen_
cia de la ITsis de los protoplastos o esferoplastos resultan -
tes en el proceso de divisién, debido al desequilibr'io osmébti

co existente entre el exterior e interior de la célula.

Por Gitimo, se Han realizado estudios sobre el -
efecto "'in vivo" del antibibtico purificado. Se ha comprobado
su toxicidad para el ‘ratdén y aun cuando, las experiencias rea
lizadas deben ser completad‘as, todo parece indicar que es -
atéxico o de muy baja toxicidad, cosa de otra parte 18gica si
como se ha expuesto anteriormente,actua a nivel de la s:fnte—

sis del mucopéptido. Se han realizado estudios preliminares
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del efecto "in vivo! sobre bacterias, concretamente estudian
do la proteccién que confiere al ratén en relacién con la for-

macién de abcesos producidos por inbculacién subcuténea de

St. aureus en mezcla con almina; como en el caso anterior,

los resultados ho son concluyentes, dado el escaso nmero -
de experiencias realizadas, pero parece indicar que al igual

que "in vitro!! es efectivo sobre la citada bacteria.

Re;umiéndo todo lo anteriormente expuesto enes
ta Discusibén, se puede afirmar por t:anto, que el M. coralloi-
des produce un antibiético en cantidades bastante notables, —
susceptible de ser extraido y purificado facilmente, con una
enorme resistencia alos agentes ffsi¢os y quimicos, y un efec
to antibacteriano y modo de accién s#milar al de la penicilina,
y que en principio parece ser at6x106 y efectivo %in vivo". -
Creemos que el citado antibibtico puéde sepr de gran utilidad
en la préctica ¢linica de confi r‘marsé su efecto in vivo!' so -
bre todo, teniendo en cuenta que,no huestr*a resistencia cru-
zada con las penicilinas y cefalosporinas, tal como se despren

de de las experiencias citadas.
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CONCLUSIONES
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1. - Se ha aislado una raza de M. coralloides quej siembre

‘que las condiciones de cultivo permiten su desarrollo,
produce de manera constante un antibiético que se acu

mula en el medio.

2. - L a cantidad de antibiétic;o producido esté afectada deci
sivamente por la composiﬁcién del medio de Ct.;ltivo, en
especial por la pr‘eéencia de glucosa, y, en rﬁenor es-
cal§, por las restantes condiciones culturales; pH, tem
per:atura, etc., habiéndose fijado |as condiciones 6éti—

mas que permiten su méxima produccién.

3.~ L.a biosintesis del antibiético sélo tiene lugar durante

el crecimiento vegetativo del M. coralloides, coincidien
, N

do la méxima actividad de los sobrenadantes de cultivos
con el final de la fase de crecimiento Iogarftm?co, y. no
detecténdose produccién alguna durante el pi*oceso de

diferenciacién de las células vegetativas a mixésporas.

4. - El antibiético producido muestra una marcadé resisten
cia al calor, condiciones extremas de acidez y alcalini
dad, asf Como atratamiehtos con enzimas protgeolftiqbs,
lo que le permité su facil concentracién y purificacién

en condiciones muy diversas.

5. - Con excepcién de las especies del orden Actinomyceta-

les , el antibidtico es activo frente a todas las bacte-

m——

181



rias Gram positivas ensayadas y algunas Gram negati
vas (Neisseria sp.), no mostrando resistencia cruza

da con una gran variedad de otros antibiéticos.

6. - El antibiético ejerce un efecto bactericida y ITtico so
bre las bacterias sensibles a su accién, pero exclu_
sivamente cuando éstas se encuentran en fase de cre
cimiento, siendo totaimente inactivo sobre céiulas en
reposo o cuyo crecimiento ha sido detenidopor la ac~
cién de otro antibibtico bacteriostético. lgualmente es
inactivo sobre células en crecimiento en medios con

una tonjcidad elevada.

7.~ Pr‘ovisionaln{epte, se concluye Que el antibibtico estu
[

diado debe inferir con alguna de las etapas de la bio

sfntesis del mucopéptido de |la pared celular de las cé

lulas sensibles.

8. - EI antibiético producido por el M. coralloides parece
ser atbéxico y activo "in vivo!, como se desprende de

los estudios preliminares efectuados en ratén.
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