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INTRODUCCION.

La eritromicina (A), descubierta en 1952 —-—

(Mc Guire y cols., 6) es un antibibtico macrélido producido por

Streptomyces erythreus. Terapéuticamente tiene una gran impor
tancia, pues es sumamente eficaz contra bacterias gram positi—
vas (Tabla 1). Es el antibiético de eleccibn en varios padeci—-——
mientos de vias respiratorias, tales como neumon{a, bronconeu-
monia, amigdalitis y en otras infecciones como enteritis ¢ in——-

toxicaciones estafilococcicas, sffilis, tétanos, meningitis vy difte_

ria, siendo tocas ellas frecuentes en nuestro medio (CNIDS, - -

1977). Actla como un antibibtico bacteriostético que al interac--
cionar con la subunidad 80 S ribosomal, impide la continuidad -

de la sintesis de protefnas (Otaka y cols, 1971; Oleinick, 1975).

Es un antibibético con notables ventajas, ya que dosis terapéuti--—

cas prescntan muy baja toxicidad, no es alergénico ni dafa la -
flora intestinal normal. En casos de hipersensibilidad a pentcll_’t__

na puede ser el antibibtico de uso alternativo (Kagan, 1975; -
Oleinick, 1975).
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Quimicamente consiste en un anillo tacténico
macrociclico, constitufdo por un &tomo de oxfgeno y trece Ato—-
{

mos de carbono, y por azlicares no comunes como desosamina,

cladinosa y micarosa (Fig. 1) (Wiley y cols, 1957).

Dicho antibibdtico, al igual gque otros metabo-
litos secundarios, no se requiere ni para el crecimiento ni para
la reproduccibn del microorganismo que la produce y su sinte——

sis estd asociada a una determinada etapa de su ciclo de vida.




BIOSINTESIS DE LA ERITROMICINA,

El nGcleo de la molécula de la eritromicina-
es el eritronblido. Esta estructura se sintetiza por la polimeri-
zacibn sucesiva de siete unidades activadas de propionato, con -
reacciones de condensacibén similares a las de la biosfntesis de-
los &cidos grasos (Fig. 1) (Lynen, 1967; Vanek y Majer, 1967).
La localizacibén de los grupos oxo e hidroxilos en la molécula de
la eritromicina sugieren que ésta se forma como una cadena po

licarbonflica. Estudios de incorporacién de propionato de sodio ~

doblemente marcado (Kaneda y cols., 1962; Grisebach y cols, -

1960) y de metil~-malonil-CoA (C14) en esta estructura apoyan -

el argumento anterior. La biosintesis se inicia con una molécula

de propionil-CoA y continla con la condensacibn sucesiva de - —

seis moléculas de 2 -metil-malonil-CoA (Frieman y cols., 1964).

Formacibn de Subunidades Ac{l-CoA. Una --

primera activacién se realiza al formarse propionil-CoA por las
actividades concecutivas de una propionil cinasa especifica y de-
una acil-CoA fosfotransferasa (Fig. 2). La actividad de la prime

ra enzima parece ser un factor limitante en la blosfntesis de ec

te antibibtico. Existe una estrecha correlacién entre la actividad
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de la propionato cinasa y la prodthcién de eritromicina en tres-
cepas de S. ermr‘eus, contando con los valores menores de —-—-
Km hacia propionato, las enzimas de las mejores cepas produc-
toras (Raczynska-Bojanowska y cols, 1973; Holjevac y Vlasic, -
1976). Los niveles intracelulares de propionil-CoA se regulan--
por tioesterasas que desfosforilan 2 este intermediario. En S. =
erythreus las actividades de esta enzima y de la enzima fosfort
lante presentan 6rdenes de magnitud similares, lo cual sugiere -

que ia primera podria tener relevancia como mecanismo de con-

trol (Fig. 2, Raczynska-Bojanowska, 1974).

Formacién de 2-metil-malonil-CoA. La ener

gla libre necesaria para que el eritronblido se sintetize, es ob—

tenida de las descarboxilaciones del 2-metil-malonil-CoA duran—

te las reacciones de condensacién. La participacién directa de -
subunidades de propionil-CoA, aunque factible estructuralmente,~-
no favorece que la sintesis del eritrondlido ocurra en este sen—
tido (Stryer, 1980). La propionil-CoA caboxilasa es la encarga—
da de esta segunda activacién. Esta enzima, dependiente de ATP,
utiliza di6éxido de carbono para carboxilar el proptonil-CoA. Su-

actividad es estimulada por citrato y por propanol _t_g_ vitro. Ac—

tinomicina D, inhibidor de la transcrtpcién del DNA, suprime -




dicho efecto, lo cual sugiere que dichos moduladores actian de -~

manera directa o indirecta a nivel de la sfntesis de la enzima -

(Figs. 2 y 3 ).

A partir de oxaloacetato, por una reaccibn
de transcarboxilacién, también se puede obtener metil-malonil—
CoA, sin embargo, esta reaccién tiene un papel secundario en —
la sintesis del antibibtico. La expresidn de dicha actividad en es
te actinomiceto solo se presenta durante la trofofase, cuando el -
oxaloacetato abunda y no en la etapa de sintesis de la eritromici

na, mientras que la actividad de la propionil carboxilasa es para

lela en el tiempo, a la formacién del antibibtico (Raczinska-Boja

nowska y cols. , 1970).

Metil-malonil-CoA puede derivarse de cier~

tos aminolcidos: alanina, valina, treonina, isoleucina y metioni -
na, sin embargo se desconoce el grado de sus participaciones --

(Fig. 3) (Stryer, 1980). En algunos macrblidos, valina e isoleu-~

cina se incorporan al aglucbn (Gersch y cols., 1977),

Sfntesis del 6-desoxieritronblido. Poco as lo

que se ha estudiado sobre la macrblido sintetasa y hay ciertas -



evidencias que sugieren que esta actividad, se deriva de la sin-
tetasa de los Acidos grasos. La sintetasa de los &cidos grasos -
de S. erythreus es més parecida a la de los hongos que a la -
de la bacterias. Sé caracteriza por ser un complejo multienzi--
mé&tico no disociable y ser activado por flavin-mononuciebtido, -
Sintetiza Acidos grasos a partir de acetil~-CoA y malonil~CoA; -
si se sustituye el primero por propionil-CoA, presuntamente se

forman Acidos grasos de cadena non (Corcoran, 1974).

Un complejo multienzimético macrélido sin
tetasa, parcialmente purificado, ha sido descrito. Incorpora pro
pionil-CoA y 2-metilmalonil-CoA radiocactivos en un intermedia~-
rio no volatil, aparentemente similar al 6-desoxieritronblido. Es

te metabolito parcialmente se convierte, por micelio intacto de

S. erythreus, en el eritronflido B (Fig. 2) (Corcoran, 1973 y
1974).

La cerulenina es un inhibidor plenamente i

dentificado de la sintetasa de los &cidos grasos (Martin, 1976).
Se desconoce su efecto sobre la actividad de macrflido sinteta-
sa. Serfa sumamente interesante el demostrar que este {nhibi--

dor bloquea también esta actividad, lo cual apoyar{a el argumen
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to de que estas actividades anflogas, en etapas fisiolégicas dife

rentes, son realizadas por el mismo complejo (Lépez, 1979).

El requerimiento de cofactores reductores,

como el fosfato de nicotinamida-adenfn-dinuclebtido (NADPH), -
es mucho menor en la s{ntesis del macrélido no poliénico, que
en la sintesis de los &cidos grasos. En este Glitimo caso, cada
proceso de elongacibn contiene dos reacciones de reduccibn. En
la eritromicina, la mayor{a de las funciones policarbonflicas se
encuentra sin reducir (Martin, 1976). AdemAs se ha observado,
que la regeneracién de cofactores por NADP-deshidrogenasas —-

dependientes no es un factor limitante en la biosintesis del anti

bibtico (Roszkowski y cols., 1971).

Modificaciones finales del 6~desoxieritrond

lido. Una vez formado el 6~desoxieritronélido, sc hidroxila,su -

fre dos glicosidaciones, por azlcares derivados de la 6-desoxi -

glucosa (VVanek y Majer, 1967), y es sujeto a metilacibén antes-

de ser convertido en la eritromicina biolégicamente activa.

El eritronflido B, producto hidroxilado dol

6-desoxieritronélido, se condensa secuencialn-ente con los azlca

res micarosa y desosamina, para dar lugar al micarosildesosa-



10

nil-eritronblido B o eritromicina D (Fig. ?). Este intermediario
al ser nuevamente hidroxilado se transforma en eritromicina C,
que por una reaccibn de transmetilacién se convierte répidamen
te en eritromicina A. De acuerdo a lo anterior, se ha observa-~
do que cepas industriales de S. erythreus no acumulan eritromi
cina C. La eritromicina E puede ser un precursor alternativo -
del producto final (Martfn y Golstein, 1970). La caracterizacién
de estos (Oltimos pasos metabblicos ha sido favorecida por el --

uso de diferentes mutantes de la via (Fig. 2). (Queener y cols.,

1978).

En condiciones especiales, por biotransfor—-
macibén de la eritromicina A, puede obtenerse eritromicina E, -

estructura que presenta una unién orto éster adicional entre la -

cladinosa y el eritronflido (Fig. 2) (Martin y cols., 1975).

Si bien los precursores e intermediarios de

la vla se encuentran plenamente identificados, el conocimiento -

es mfnimo sobre la enzimologfa y la regulacién de la vfa de bio

sinteslis.




REGULACION DE SU BIOSINTESIS,

Estimulacién por Propanol. El propanol y el

propionato estimulan la produccién de la eritromicina (Fig. 3). -
El propanol, agregado a fermentaciones industriales, ejerce un-~
notable efecto estimulatorio sobre la produccidn de este antibib-
tico (Hockenhull, 1963). Adem&s de su papel de precursor, el -
propanol induce la actividad de la propionil-CoA carboxilasa de -

S. erythreus. Tal efecto estimulatorio parece ocurrir a nivel

transcripcional (Racynska Bojanowska y cols., 1870 b).

Propanol y propionato también estimulan la -

biosintesis de otros dos antibibticos macrélidos: candicidina - —

(Martin y McDaniel, 1976) y turimicina (Gersch y cols., 1977).

Regulacién por el Producto Final. La biosin

tesis de un gran nimero de antibibticos es inhibida por la acu--
mulacibén de su producto final (Tabla 2) (Martin y Demain, 1980).
En la mayori{a de los casos, el mecanismo de retrorregulacidén-
se desconoce. En el caso de cloranfenicol, éste os capaz de re
primir a la arilamina sintetasa, primera enzima en su via blo—
sintética, la cual se inicia con un intermediario del metabolig~ -

mo de aminolcidos aromAticos (el &cido cor{smico). La enzima
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es producida justo antes de la formacién del antibibtico y deja —
répidamente de sintetizarse cuando el cloranfenicol ha alcanzado
una concentracién critica. La represién de la arilamina sinteta—

sa es inversamente proporcional a la concentracién del cloranfe

nicol externo agregado, ni el crecimiento ni las actividades de -~

otras dos enzimas se ue'g'an a modificar (Jones y Westlake, ~ ~
1947). Para el Acido micofenélico, la Gltima enzima de la via, -
una O-metiltransferasa, es inhibida por & como producto final -
(Muth y Nash, 1975), inhibicién similar se presenta en la bio——

sintesis de puromicina (Sankaran y Pogell, 1975). En el caso de

aurodox, éste al ser agregado al medio de cultivo inhibe su pro
pia produccién, la inhibicidn esti en funcibn directa del antibié—

tico exbgeno y es reversible (Liu y cols, 1975).

En antibibéticos macrélidos, resultados simi—

lares a los anteriores no han sido reportados.

En el caso particular de la eritromicina, se
ha observado que ésta estimula su propia produccién. La adicién
de altas concentraciones del antibiético (2 mg/ml) a células de¢ -
S. erythreus, al cuarto difa de la fermentacién, aumenta casi —

en un 50% la velocidad de sintesis de la eritromicina. Cicho ~—~—




efecto, sin embargo no se observa si las adiciones se practican
al inicio de la fermentacién, o dos dfas después. Se desconoce-
el mecanismo por el cual se lleva a cabo la estimulacién (Smith

y cols., 1962). El presente estudio, en términos generales es -

compatible con los resultados anteriores.

A nivel enzimético, se ha estudiado el efec~

to de la eritromicina, producto final de la vfa, sobre la propio-
Nnil-CoA carboxilasa y la eritromicina transmetilasa de S. eri--
threus. La primera enzima, involucrada en la sfntesis de meti_l_
malonil-CoA, no altera su actividad in vitro con concentracio--

nes de eritromicina equivalentes a las producidas de forma natu

ral (Raczynska- Bojanowska y cols., 1970). La segunda enzima,

catalizadora de la transformacién de la eritromicina C en eritro

micina A, es inhibida in vitro por el producto de su reaccidn —

(Corcoran, 1975). Es factible que este efecto regulatorio tenga -

importancia a un nivel fisiolégico.

Regulacién por la Fuente de Carbono. La ~--

produccién de eritromicina es dependiente de la fucente de carbo

no. AzGcares como glucosa, sacarosa, manosa o glicerol redu—

cen la produccibén especffica del antibiético (Eacalante y cols,, -



1981). L.a regulacién por la fuente de carbono, es un mecanis— -

mo involucrado en la biosintesis de un gran nimero de antibibé~—
ticos. Estif bien establecido que la biosintesis de estos idiolitos
es inhibida o reprimida por fuentes de carbono facilmente cata—
bolizables, como la glucosa o el citrato (Martin, 1978), sin em
bargo el mecanismo molecular de tal regulacién se desconoce —-
(Tabla 3). Para el caso particular de la eritromicina, aparente-

mente la glucosa ejerce una '"represidn transitoria" sobre la bio

sintesis del antibiético (Escalante y cols., 1981),

Regulacién por Fosfato Inorgénico. Un efec—

tor negativo de la biosintesis de muchos idiolitos, inclusive de -
la eritromicina, es el fosfato inorglnico (Tabla 4). Los antibibé—
ticos se sintetizan Unicamente en concentraciones de fosfato inor
g8nico subdptimas para el crecimiento. La minima concentracién
inhibitoria de fosfato inorgénico se encuentra entre 1 y 50 mM -
para los diferentes antibiéticos. Con concentraciones superiores,
la produccién del antibiético se inhibe o se suprime totalmente,~
mientras que el crecimiento se estimula con concentraciones de
fosfatos superiores a 500 mM (Martin, 1977). Concentraciones -

de fosfato inorgénico mayores a 4 M inhiben la produccién de-

la eritromicina (Romero, 1981),




TOLERANCIA A LOS ANTIBIOTICOS DE LOS MICROORGANIS-

MOS PRODUCTORES.

Entre las sustancias més potentes, biolégi
camente producidas, se encuentran los antibiéticos. Es realmen
te notable que los microorganismos que las producen puedan so
brevivir y permanecer met;abélicamente activos en sus propios-—-
medios. Aln si se considera que la acumulacibébn del antibibético

puede alcanzar concentraciones tan altas como 50 mM (Demain,

1974).

Dentro de los mecanismos propuestos para
evitar el suicidio de las especie‘:s productoras de antibibticos se
tienen las siguientes: i) la alteracibén del sitio de accibén del an
tibibtico, ii) la disminucién de la permeabilidad del antibibtico-

hacia el interior de la célula, una vez que ha sido sintetizado

y excretado, y iii) la modificacién enzimética (y por lo tanto 1a

destoxificacién) del antibibtico por la especic productora.

—— - >

Demain (1974) y Vining (1979) han revisado uste tema en espe-

cial.



OBJETIVOS.

i) Determinar el efecto que la eritromicina -
A ejerce sobre el crecimiento de Strep-—

tomyces erythreus, microorganismo que -

la produce.

ii) En condiciones de cultivo que no alteran -
el crecimiento, determinar el efecto que -
la eritromicina A ejerce sobre su biosfh-

tesis.




§y PRI S R U D
?Amnm;esrxfnu;wﬁrg?ﬁ%mﬁ?z
RITN T Tn T

XSt i,

e S et STy
2 T v
4

MATERIALES Y METCDOS.

Microorganismos.

L.as cepas de Streptomy—-

ces erythreus NRRL 2338, silvestre, productora de eritromicina

A, y Sarcina lutea NRRL B-1018 gram positiva sensible a eri-

tromicina A, fueron obtenidas del A.R.S. Culture Collection - -

Research, U.S. Department of Agriculture, Peoria IL.

Condiciones de Cultivo. S. erythreus fue - -

crecida en un medio completo para Streptomyces, constitufdo —-

por 4 91-1 de extracto de levadura, 10 91-1 de extracto de mal
ta y 4 91-1 de glucosa. El1 pH finalmente fue ajustado a 7.3 - -
(S&nchez y Smiley, 1975). La agitacién rotatoria fue de 170 rpm
y la temperatura de incubacién de 29° C. Los inbculos para los
experimentos fueron crecidos por 24 h a partir de esporas. Es-

tas fueron cosechadas entre los ocho y diez dfas de su siembra,

en el mismo medio suplementando con agar 15 gl“1.

Ensayo de la Eritromicina. 1 antibiético -~

del medio de cultivo fue cuantificado por la tlcnica microblolég‘L{
ca de difusién en agar, la cual se basb en el reporte de Kava--

nagh (1978). Discos de 6 mm, de papel filtro, conteniendo S50 —
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ul de medio centrifugado (13000 g, 10 min), fueron colocados-
en cajas de agar nutritivo; estas fueron cubi.:er-tas por asper—-—-—
sién de un cultivo de S. lutea. Los halos de inhibicién del cre
cimiento fueron medidos, y la cantidad de eritromicina fue es-

timada, utilizando una solucibn estandar de eritromictna A - -

(Fig. 14) (para detalles suplementarios véase el apéndice).

Crecimiento Celular.

Muestras de micelio

fueron cosechadas, lavadas con dos volimenes de agua destila—
da y secadas a 80° C, hasta alcanzar un peso constante. En -

otros casos, la absorcibn a 540 nm de los cultivos fue vtiliza

da para determinar su crecimriento.

La eritromicina A se obtuvo de lcs L_ab_g

ratorios Fermic, S. A, de C. V., México, D, F,, corrobo—-
rando su identidad antibiftica y cromatogr&fica con eritromici-
nas A de los Laboratorios Abbot, México, D, F. y de Sigma
Chemical Co., S. Louis, MC. El 2-metilmalonil-CoA C14 y -

el 2-propionato de sodio C14. fueron adquiridos de New England

Nuclear, EBoston MA,

Actividad de la VV{a de Bios{ntesis de Erttrc
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micina. La actividad de la vfa biosintética se determiné por la-
incorporacién global de propionato de sodio cl4 en 1a eritromi—
cina A y en sus precursores metabblicamente cercanos., El pre
cursor radioactivo fue agregado desde el inicio del cultivo, 200~
uM y 0.682 uCi umot—1 (exceptuando los casos particularmente ~

indicados). En algunos experimentos se utilizé metil-malonil— -

CoA C14, precursor del antibibtico (Friedman y cols., 1964), pa
ra ello se utilizé 0.8 uM y con 48.2 uCi unol=!. En los tiem--
pos seleccionados, la eritromicina A y sus precursores metabb-
licamente cercanos fueron recuperados del medio de cultivo li--
bre de células, ajustlndolo a un pH de 9.8, extrayendo con clo-
roformo (v/Vv) dos veces, lavando con agua y evaporando al va--
cfo casi a sequedad. Finalmente se obtuvo un aceite viscoso de-
color amarillo. L.a radioactividad giobal de estas muestras se -
cuantificé, descartando previamente por cromatograffa en capa -
fina, que no contenfan impurezas radioactivas significativas, co-~
mo \{pidos en la zona de migracién superior o alguna otra sus—

tancia de rmrayor polaridad, en la zona inferior que las eritromi

cinas. LLas muestras fueron dilufdas en solucibén de Bray (1960)-

y cuantificadas en un contador de ifquido de centelleo.,

Experimentos de transporte del precursor ra



dioactivo indican que éste no se afecta cuando S, erythreus se

crece en presencia de eritromicina.

Cromatogr»af{a en Capa Fina. Muestras ex

trafdas de manera similar a la descrita, fueron corridas en —-
placas de silica~gel 60 (Merck), de 0.25 mm de espesor,me——-
diante un sistema de disolventes constitu{do por diclorometano,
metanol e hidréxido de amonio (80/10/ 1 Vv/v/V) (Martin v Gold-
stein, 1970), y reveladas segin el caso, con una mezcla de e

tanol, p-anisaldehido y &cido sulfirico concentrado (9/1/1 v/v/V)

y calentamiento (Majer y cols., 1977), u observadasg directanizn

te con luz ultravioleta de onda corta.

Radiocromatograma. La distribucién de la

radioactividad a lo largo de la placa de cromatografia fue deter

minada por un detector Packard de radioactividad para placas.
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ANALISIS DE RESULTADOS.

EFECTO DE LA ERITRCMICINA SOERE EL CRECIMIENTO DE

Streptomyces erythreus,

Streptomyces erythreus (NRRL 2338),

micro

organismo que sintetiza eritromicina, es sensible a su propio —

antibibtico. Esta sensibilidad se presenta durante su fase de cre

cimiento, antes de iniciarse la produccién natural del antibibti—-

co, que ocurrird durante la idiofase.

El fenbmeno inhibitorio se ha observado en -

dos condiciones:

i) Si S. erythreus es crecido en un medio,

gue inicialmente cuenta con 200 ug/ml de eritromicina exégena

se advierte un retraso considerable en el inicio del crecimiento.

ii) Si la adicidon de la eritromicina es poste

rior al inicio del cultivo, pero ocurre durante la trofofase, cl

crecimiento celular se detiene temporalmente (Fig. 4)



En el primer caso se observa que para al
canzar, en la fase logaritmica de crecimiento, una densidad ce

lular similar a la del control, se requieren de aproximadamen-

te 10 h adicionales. En el segundo caso, después de la adicibn
hay un periodo no menor a 6 h, donde la densidad celular no -~

se incrementa, mientras que en el cultivo control todavia hay -

crecimiento.

El retrasoc en el inicio del crecimiento a-

parentemente depende de la concentracidén celular externa del -

antibidtico (Fig. 5). En nuestras condiciones experimentales, u

na fase lag de 10 h en un control sin exposicién a la eritromi
cina, se alarga hasta tener 24 h de duracibén, cuando es incuba
do con 1 000 ug ml"‘I del antibiéticc;; concentraciones interme—
dias del antibibético ejercen un retraso también intermedio. Pa-
ra concentraciones de 50 ug ml"'1 de eritromicina, o menores -

a ella, no se observa la inhibicién del crecimiento

L.a eritromicina inhibe sintesis de protef-
nas a nivel de la traduccibén del ARNmM. Al combinarse con la -
subunidad 50 S del ribosoma bacterianc implide la translocacién

normal del aminocacil ARN, (Gale y cols., 1872). Las bacterias
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gram-~positivas acumulan més eritromicina que las especies ~ -
gram-negativas, en las cuales la droga penetra la pared celular
con cierta dificultad (Tanaka y Weisblum, 1975). S. erythreus -
con ribosomas 70 S tipicos bacterianos (Deley, 1964) y como -~
gram-positivo que es, en su fase de crecimiento no parece li--

.

brarse de esta susceptibilidad.

Sin embargo, en los casos estudiados, la-
inhibicidn sobre el crecimiento es solo temporal, aln con 1000
ug/ml. Y en la fase exponencial subsiguiente a la fase lag, los

tiempos de duplicacibén celular son similares al de un cultivo —-

control (Tabla 5), Si la adicién de la eritromicina es posterior

al inicio del cultivo, durante la trofofase, el efecto también es-

transitorio (Fig. 4). Es posible que en estas fases més tardfas

del desarrollo, se cuente ya con un mecanismo maduro de tole-

rancia hacia este metabolito.

Conviene hacer notar, que una segunda adi

cibn de eritromicina a un mismo cultivo, que ya se ha sobre--

puesto a un contacto inicial, no parece ejercer sobre &l ninglin

efecto (Fig. 4).



La insensibilidad posterior a la.eritromici
na no parece deberse a una degradacibén o inactivacién de ella
en el medio extracelular, pues los perfiles de actividad antibié_
tica, medidos por el ensayo microbiolbégico, se mantienen més
all4 del momento de restablecerse el crecimiento (hasta las —-
45 h) (Fig. 6); més aln, tales actividades ni siquiera se aproxi

man a las presentes de manera natural, en un cultivo normal.

La estabilidad extracelular del antibibético -

sugiere gue se induce un mecanismo de resistencia, no existen-
te en un principio, que permita tanto la sintesis de las protei—

nas participantes an el metabolismo secundario, como la sobre

vivencia del microorganismo, cuando menos durante la etapa i-

nicial de formacié4n del antibibético.

Por otra parte, es notable la gran capaci-

dad de resistencia desarrollada hacia la eritromricina. §. ery—-—

threus es capaz de seguir multiplicdndose, con un tiempo de du
plicacién cclular muy normat (5.1 h) con 1000 ug ml—-1 , concen-
tracibn veinte veces mayor a la gque producirfa normalmente --
(40 ug m1'1), y entre 10% a 10° veces mayor a la requerida pa

~a inhibir ol crecimiento de otras bacterias gram-—
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positivas sensibles de interés clfnico (Tablas 6 y 1).

El manejo del fenémeno de sensibilidad, —-
descrito anteriormente, pudiera tener implicaciones précticas. -
En S. goldiniensis, productor del antibiético aurodox, la selec-
cién de cepas resistentes a dicho antibibtico ha permitido obte-
ner productividades mayores de este metabolito (Unowsky y Ho-
ppe, 1978). Cepas mutantes que se desarrollan en presencia de
2 g 1=' de aurodox llegan a producir hasta 5 veces més de es-
te antibibtico que sus antecesoras, que originalmente toleran --
concentraciones menores a 0.05 g 1“1 de aurodox. Correlacio—-
nes similares han sido descritas para otros microorganismos —--

productores de antibiéticos. Es posible que en S. erythreus - -

(NRRL2338) también se presentase esta asociacién de eventos.

A diferencia de otras especies productoras

de antibibticos, donde este metabolito no ejerce peligro en nin—
gin momento de sus ciclos de vida, como ser{a el caso de la -
penicilina para hongos del género Penicillium (Vining, 1979), en
nuestro caso, §_. erzthreus es sensible a la eritromicina dur*ag

te la trofofase y requiere aparentemente de la induccién de un -

mecanismo de proteccién.



tibioticus, un productor de actinomicina,
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Dentro de otros Streptomyces, hay casos -

similares, que ilustran el contraste existente, entre una resis—-
tencia en etapas tardias del desarrollo para el antibibtico produ

cido y una sensibilidad al metabolito en cultivos jévenes del mi-

croorganismo: El crecimiento, a partir de esporas de S. griseo

carneus, es inhibido por S ug de estreptomicina por ml cuando-

300 ug/ml adicionados al micelio de un cultivo de 24 h ya no --

tienen efecto (Benedict y cols., 1951). El crecimiento de S. an

es inhibido en un E0% -

por 4 ug/ml de actinomicina, aunque esta cepa es capaz de pro

ducir cerca de 120 ug/ml durante la idiofase. Resultados simila

res han sido reportados en S. parwvulus, otro productor de acti-

nomicina (Hitchcock y Katz, 1978). El desarrollo temprano del -

productor de tetraciclina S. aureofacieus es inhibido por 400 --

ug/ml de clorotetraciclina, aln cuando se presente sintesis de -~

protefnas durante la idiofase tardfa, en presencia de 2000 ug/ml

(Mikulik y cols., 1971) (Tabla 6). De manera similar, el cloran

fenicol inhibe el desarrollo tanto de §_. niveus como de §_. ste—

roides, que son productores de novobiosina (Al'Nuri y Egorov, -

1968; Hoeksema y Smith, 1961)., Para productores de eritromi-

cina u otro antibibético de la familia de los macrélidos no se ¢n

contraron reportes al respecto.




Posibles Mecanismos de Resistencia.

Dentro de los mecanismos propuestos para

evitar el suicidio de las especies productoras de antibibticos se

tienen los siguientes: i) la alteracién del sitio de accién del an

tibidtico, ii) la disminucién de la permeabilidad del antibibtico-

hacia el interior de la célula, una vez que ha sido sintetizado y

excretado y 1ii) la modificacidn enzimaética intracelular (y por -

lo tanto la detoxificacién) del antibibtico por la especie producto

ra.

En procariotes, el efecto inhibitorio del —

crecimriento por la eritromicina, se atribuye a la interferencia-—

que ésta ejerce en el paso de traslocacidén del aminoacil-ARN,

durante la sintesis de proteinas (Otaka y colz., 1971; Cleinick,

1975). En bacterias resistentes de importancia clinica, la meti-

lacién enzimAtica del ARN 23 S ribosomal disminuye considera-

blemente la afinidad del antibibtico hacia este organelo (Lai y -

Neisblum, 1971).

En el caso particular de csta cepa de Strep

tomyces erythreus (NRRL.-2338), se han encontrado diferencias -




importantes en su patrén de metilacién para las adeninas cons—
tituyentes del ARNMN,. 23 S (Yang Graham y Weisblum, 1978), que
bien pudiera asociarse a la tolerancia observada por nosotros, -
de este microorganismo a su propio antibiético. Lo anterior - -
también es consistente con la evidencia de insensibilidad obser—
vada por Teroaka y Tanaka (1974). Comparando estos investiga—
dores los ribosomas de §_ erythreus cdn los de otra cepa de -
S. griseus, encontraton que los del productor de la eritromici-—
na son incapaces de unirse a éste u otros antibibticos macrdli--
dos (Fig. 7). Sin embargo los ribocsomas de S. griseus dan re-
sultados positivos. Las evidencias anteriores sugleren que la --
metilacidén del ARN, estd implicada como posible mecanismo por

el cual S. erythireUs se protege de su metabolito,

Sin embargo queda en duda como es que

se induce molecularmente el mecanismo de tolerancia y as{ tam

bién la identidad de los posibles componentes involucrados.



EFECTO ESTIMULATORIO DE LA ERITROMICINA SOBRE SU -
VIA DE' BIOSINTESIS.

La actividad global de la via de sintesis de-

la eritromicina, puede determinarse por la incorporacién de pro
pionato de sodio c'4 en el anillo lacténico. Esta estructura, de
nominada también eritrondlido, estd formada por siete subunida-

des de tres carbonos, las cuales son derivadas del propionato —

(Fig. 1) (Lynen, 1967; Vanek y Majer, 1967). El eritronblido —

es una estructura comidn tanto para la eritromicina A, producto
final de la vfa, como para sus precursores inmediatos: Eritrond
lido E, micarosil-eritronblido, eritromicinas C, B, C y E (Figs
1y 2) (Queener y cols., 1978). Al contar con isbtopos radioac;
tivos C14 incorporados en dicho anillo, podemos cuantificar pa—
ra diferentes condiciones experimentales, la actividad metabbli—
ca de toda la vfa biosintética, ain a pesar de presentarse fluc—
tuaciones entre las concentraciones rclativas de las diferentes -
eritromicinas., Sin embargo, la tlécnica en sl no permite deter-

minar las concentraciones individuales de estas (ltimas.

Haciendo uso de esta metodologia, se ha oh-

servado que la cinética de actividad biosintética de esta Vi
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presenta una correlacibén muy estrecha con la cinética de produc
ciébn de eritromicina A, determinada por su capacidad de anti-—

biosis (Fig. 8). Si bien ambas técnicas son sensibles y cuantita

tivas, la primera presenta gran precisibén en sus determinacio——

nes.

Por anflisis cromatogréfico, se observa que

casi la totalidad de la radicactividad presente en una muestra —
del cultivo de S. erythreus, esti asociada a la zona de migra—-
cibn de la eritromicina A. Sin embargo, en el control hay una-
pequefa fraccidn radioactiva no despreciable, que se asocia a un

compuesto no identificado (Figs. 11 y 12).

Haciendo uso de esta técnica de ensayo, ex-

perimentaimente se ha observado que la eritromicina A de ori--
gen externo, estimula apreciablemente la actividad metabdlica de
su misma vfa de formacién. Este efecto estimulatorio se presen
ta al utilizar, tanto propionato de sodio C14, como metil-malonil
CoA CM, quec son dos precursores con distinta posicién en esta
via metabblica. (Tabla 7). Experimentos adicionales descartan la
existencia de un transporte preferencial del precursor radiocacti-

vo, que fuera la causa de la estimulacibén observada, pues ni la
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velocidad de transporte ni la radioactividad total intracelular, —
al equilibrio (1 h aproximadamente) son menores cuando el mice

lio es crecido en ausencia del antibibtico (no graficado)

l.a estimulacién de la biosfntesis ocurre —-

con una mfnima concentracidén de eritromicina A, 2 ug mi-t - -

(Fig. 9; Tabla 8), cuando normalmente se produce mé&s de diez~

veces dicho wvalor (Tabla 9).

LL,a velocidad de incorporacién del precur—-

sor radioactivo a la molécula de la eritromicina, parece depen—

der de la concentracién de eritromicina adicionada, pues aunque

las diferencias no son importantes, reproduciblemente, la ma-~-

yor estimulacibén se presenta con 200 ug/ml del antibibtico, que

fue la méxima concentracién de eritromicina probada. Conse--——

cuentemente, los valores méximos de radioactividad incorpora--

da, a las 70 h, llegan a ser hasta de ocho veces mayores con -

respecto al control (Fig. 9).

En el rango de concentraciones estudiado, —

el crecimiento de S. erythreus es normal, y es entre los cua--

tro cultivos experimentales préacticamente similar, Como era de




esperarse, no se observa la inhibicién del crecimiento, con con
centraciones no mayores de 200 ug mi~! de eritromicina A - —-
(Fig. 9). Asimismo, al no presentarse tales diferencias, no hay
discrepancia entre un anflisis comparativo de productividades es
pecificas (cpm mg peso seco*‘) y otro anélisis de productivida—

des volumétricas (cpm ml“) como el anterior (Fig. 13)

LLas cinéticas de incorporacién de propiona
to de sodio C'4 son similares entre si y difieren bAsicamente -
en la magnitud de sus velocidades de incorporacién. Después de
una etapa previa de minima incorporacién, se presenta otra de-
una incorporacidén sostenida, por un perfodo de tiempo aprecia——
ble (70 h aproximadamente). Esta etapa se inicia al final de la-

trofofase y se mantiene presente en la idiofase. £l comporta-—

miento es tfpico de un metabolismo secundario. En estas etapas
tard{as se alcanzan valores similares de incorporacién, para to
dos aquellos cultivos expuestos al antibibtico, si bien a distintos
tiempos dependiencdo de sus particulares velocidades de forma—-
cién. En el caso del control no se llega a observar dicho valor
(Tabla 8). No se descarta que lo observado en este sentido, seca

un artefacto por una limitacién del precursor radioactivo.
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EFECTO ESTIMULATORIO SOBRE LA PRODUCCION DE ERI--
TROMICINA A.

Los resultados experimentales anteriores ha
blan de una estimulacién global de la via biosintética, causada -
por la eritromicina exbgena. A continuacién se discuten los re—
sultados, que sugieren que la formacibn de la eritromicina A —-—

como tal, también se ve estimulada.

En condiciones de cultivo de S. erythreus —-

similares a las anteriormente descritas, se observa que la con-

centracidn extracelular de eritromicina A, determinada por el —
ensayo microbioldgico es significativamente mayor en la etapa -
de produccibén, que el antibibtico inicial adicionado como agente-

estimulante (Tabla 9). La estimulacién es mayor cuando la con—

centracién inicial del antibibtico as{ lo es. Te tal forma que de

17 ug/ml de eritromicina A, como produccién maxima en los ~—
controles, se puede llegar a tener cerca de diez veces méis - -

(159 ug/ml) de produccidn neta cuando el cultivo es expuesto a —

la maxima concentracién de eritromicina A exbégena probada,

Al graficar la méxima actividad antibidtica -
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producida en funcién de la actividad inicial de la eritromicina A
adicionada a los cultivos, puede observarse, que con 20 y 200 -
ug mi=1 del antibiético exbgeno, se tiene una produccibén nueve —
veces mayor que la que presenta un cultivo control. Es notable-
que el efecto sea m&s claro en las concentraciones elevadas - -

(Fig. 10).

Si bien la estimulacién se ha observaco a-

dos niveles distintos: i) actividad de la via de biosintesis y ii) -

formacibén del producto final, no hay una correlacién estrecha —

entre ambos ensayos. En el primer caso, la estimulacién que -

se logra con concentraciones minimas, no es muy diferente de -
lograda con concentraciones mayores a ella (Fig. 9). En el se—
gundo caso, de manera inversa vemos que el grado de estimula
cibn es dependiente directamente de la concentracibn del efector,
por lo menos hasta la maxima concentracién estudiada (200 ug -
ml"") (Fig. 10). Indudablementc la variacién relativa entre las -
concontraciones de los intermediarios inmediatos al producto fi-

nal, y el producto final pudieran modificar tal correlacidn.

El anflisis por cromatograffa en capa fina,

de la muestra de un cultivo estimulado, indica que el principal ~



producto radioactivo biosintetizado es eritromicina A, El revela
do caracter{stico con p-anisaldeh{do, la migracién paralela a un

estandar y su actividad antibiética 1o confirman (Fig. 11).

Si bien esta técnica es parcialmente cuanti

tativa, puede observarse la estimulacidén al comparar el perfil -

descrito anteriormente (Fig. 11) con el perfil de un cultivo con-~

trol (Fig. 12).

Es interesante hacer notar, que el perfil -
del radiocromatograma se modifica de forma relativa por el - -
efecto de adicionar eritromicina A, no marcada al medio de cul
tivo (80 ug/ml). Mientras que la radioactividad asociada a eri—
tromicina A aumenta (cerca de EO veces), la correspondiente a-
un compuesto importante en el control (Rf,., = 0.8) disminuye. —-—
Desconocemos la identidad de este dltimo compucusto, sin embar
go, por la tincibn azul caracter{stica con el revelador y su ac-
tividad antibibtica, pudiera ser uno de los intermediarios de la-
eritromicina A. El uso de estandares adecuados de tales precur

sorgs permitirfa discernir a que producto corresponde.

Si este presunto intermediario fuera tal, -




los resultados sugerirfan, que cuando ocurre la estimulacibn - -
existe una canalizacién de intermediarios hacia la acumulacién -
del producto final. Se aprecian ademds, otros picos de radicac—
tividad menor (dos en el control y tres en el estimulado) inme-—

diatamente anteriores al de la eritromicina A. Una técnica con-

mayor resolucibn permitirfa su anflisis individual.




CONCLUSIONES,

La biosfntesis de la eritromicina, metaboli
to secundario de gran importancia terapéutica, es un ejemplo —-
mas de que los mecanismos regulatorios de los sitemas biolbgi-
cos pueden ser complejos en su comprensidén, requiriendo del —
experimentalista, una visién amplia, sin restricciones, para - -

identificar la 18gica biolégica.

Un microorganismo, capaz de sintetizar un

metabolito téxico para él, lo produce solo cuando ya no ejerce—
r& ningin peligro directo. Asi vemos que S. erythreus, NRRL -

2338, microorganismo que sintetiza eritromicina, es sensible en

su trofofase a su propio antibidtico, sensibilidad dependiente de-
la concentracién del antibibtico. Sin embargo, tal efecto es solo
transitorio, pues ain con concentraciones veinte veces rmayores a

las producidas de manera natural (40 ug/ml), el microorganismo

recupera su velocidad normal de crecimiento.

Puesto que la actividad del antibiético en -~

el medio extracelular, se mantiene constante, es posible que -~

S. erythreus desarrolle un eficiente mecanismo de resistencia ~




hacia su metabolito téxico que le permita crecer adn en concen

traciches de 1000 ug ml"1 de eritromicina, veinte veces supe--

riores a las que nroducirfa normalmente.

Por otra parte, la sintesis de la eritromi-

cina es estimulada considerablemente. La adicién del antibidtico

al inicio del cultivo, afecta tanto la actividad biosintética de su

via de formacién, como la produccidn particular de ella, La —-—

produccibén neta del antibibtico llega a ser hasta nueve veces ma

yor al ser comparada con la produccién de un cultivo control.

El efecto observado no parcce deherse a -

una simple deficiencia de un precursor de su biosintesis, pues -
hay un incremento neto en el antibidtico producido, sin embargo

sugiere la activacién o la induccién de un paso enzimético limi-

tante.

Estudios particulares sobre la alteracién

dc la actividad catalitica de pasos enzim&ticos clave de la via, -

nos permititdn apoyar (o descartar) esta hipbtesis de estudio,



APENDICE .

PROGRAMA DE CAL.CULO DE LA PRODUCCION ESPECIFICA

DE ERITROMICINA

El programa permite calcular de manera -—-

sencilla la produccién especifica de la eritromicina, as{ como -

otros parfimetros experimentales de interés,

Valores

Requerimientos

tiempo

concentracidn de:
eritromicina
proteina
peso seco
radiocactividad

produccibén especffica de:
eritromicina / proteina
eritromicina / peso seco
eritromicina / X
eritromicina C14 / protefna
eritromicina c'4 / peso seco

eritromicina cl4 7 %X

directo

hato, m, e°
Aggos Volumen, m, b.
peso neto, wvolumen

cpm, volumen

e, protefna

e, peso seco

e, X

e~C! 4, protefna

e.—C1 4 » peso seco




El programa cuenta con los siguientes médulos:

12. Eleccibén cdel tipo y del tftulo del subprograma.

13, Eleccibén del subprograma. Programa ejecutivo.

14, Relacién tiemrpo, eritromicina.
1€. Relacibén tiemrpo, protefna.
16. Relacién tiempo, peso seco.

17. Relacién tiermrpo, eritromicina,

peso seco, produc—-
cién especffica.

18. Relacibn tiempo, eritromicina, protefna, produccién

especifica.

19. Relacibén tiempo, halo, eritromicina, peso seco, pro

duccibén especifica.

20. Relacibén tierrpo, halo, eritromicina.

21. Relacidn tierrpo, X.

22. Relacibn tierrpo, halo, eritrorricina, rrotefna, pro-

duccibén especifica,

La implementacibn del programa se lleva a cabo en el

equipo formado por una calculadora HF 98B21A, un dispositivo de

interfase para teletipo HPF 11201A y un teletipo Facit,

A continuacibén se describen los difcrentes médulos que ~

constituyen este programa.
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4 Efecto de la eritromicina sobre el crecimiento de Streptomyces erithreus.

Los cultivos fueron
crecidos en presencia de eritromicina ex6gena como se indica posteriormente

(200 ug/ml en cada adi~
cibn) gz en las condiciones experimentales referidas en materiales y métodos. S{mbolos: @ control sin
antibibtico;

adicién del antibidtico a las 24 hs; A adicién del antibibtico a las 0 hs; A adicibén del ~
antibiético a las 0 y a las 24 hs.
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Figura 9 Efecto de la eritromicina A sobre la actividad metabblica de su vfa de biosfntesis. En la se-
rie de gréficas inferior se presentan las cinéticas de incorporacién de propionato de sodio C'4 en la ert
tromicina A y sus precursores inmediatos. Cada cultivo de S. erythreus fue incubado con eritromicina-
A exbgena, no radioactiva en las siguientes concentraciones: O 0.000, ® 0.002, A 0.020 y A 0.200 -
(mg ml"’). En la extrema derecha se presentan las cinéticas en conjunto. En la serie de gréficas supe-
rior, se tienen las curvas de crecimiento respectivas para cada cultivo. El crecimiento fue determinado

por la concentracién del peso seco micelial. Las técnicas de e¢traccibn y cuantificacibn se detallan en -
materiales y métodos.
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Figura 11. Cromatograffa en capa fina de una alicuota equivalentc a 10 ml do cultivo -
de S. erythreus. El microorganismo fu€ crecido en presencia de 50 ug ml~! de eritromi-
cina A no radiocactiva y de propionato de sodio C!* (5 wCi pm—', 200 uM). En la parte -
superior se presenta el perfil de radioactividad de la placa. la técnica cromatografi-

ca y el tipo de extraccifn realizados, se describen en Materiales y MStodos. Rf' de la
eritromicina A: 1.0.
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igura 12. Cromatografia en capa fina de una alfcuota equivalente a 10 ml de cultivo -
S. erythreus. A diferencia de la cromatograffa de la figura anterior, aquf el culti
fué crecido en ausencia de eritromicina de origen externo y en el momento de la cro
tografia se agregaron 20 ug de eritromicina A (no radicactiva) como un control inter
. Mayores detalles de las técnicas utilizadas se describen en Materiales y M8todos.
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Tabla 1 Sensibilidad hacia la Eritromicina de Bacterias Gram-positivas de Interés Cifnico.

*

Organismo

Concentracibn
inhibitoria
(ug mi~

Streptococcus Grupo A
Streptococcus Grupo B
Streptococcus Grupo D
Pneumococcus sp.
Staphylococcus albus
Staphylococcus aureus
Sarcina lutea

Bacilus cereus

Bacilus subtilis

Clostridium sp.
Corynebacterium diphtheriae
Actinomyces israeli
Mycobacterium Kansasii
Mycobacterium tuberculosis

0.01-0.1
0.2
0.2-6.73
0.02-~0.05
1.6

0.4

0.02

0.4

0.5
0.1-2.0
0.01-0.1
0]
0]
1

.5-2.0
-10

* Tomado de Finland et al. (1952); Fusillo et al. (1963); Hudson et al. (1956); Guy ¥ - - —

Chapman (1961); Molavi y Weinstein (1971).
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Tabla 2 REGULACION POR EL PRODUCTO FINAL EN LA BICSINTESIS DE ANTIBIOTICOS.

]

ANTIBIOTICO REFERENCIA
Cloranfenicol Jones y Westlake, 1974
Cicloheximida

A. Micofendlico

Aurodox

Penicilina

Ristomicina
Virginiamicina
Puromicina
Fungicidina

Candihexina

Kominek, 1975 a, b
Muth y Nash, 1975

Liu y cols,, 1975
Gordee y Day, 1972
Revilla y Martin, 1977
Egorov vy cols., 1971
Yanagimoto y Terui, 1971
Sankaran y Pogell, 1975
Spizek y cols., 1965

Martin y Mc Daniel, 1974

* Adaptada a partir de Martin y Demain (1980).
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Tabla 3  REGULACION POR CAREONO EN LA BIOSINTESIS DE ANTIBIOTICOS.,
ANTIBIOTICO FUENTE INHIBITORIA FUENTE NO INHIBITORIA REFERENCIA
Eritromicina Glucosa Lactosa, Sorbosa Escalante, 1981
Penicilina Glucosa Lactosa Johnson, 1952
Actinomicina Glucosa Galactosa Gallo, 1972
Estreptomicina Glucosa Mananas, L-Ramnosa Demain, 1970
Siomicina Glucosa Maltosa Kimura, 1967
Indolmicina Glucosa Fructosa Hurley, 1974
Bacitracina Glucosa Citrato Haavik, 1974 a, b
Cefalosporina C Glucosa Sacarosa Demain, 1963
Cloranfenicol Glucosa Glicerol Smith, 1963
Violacefna Glucosa Maltosa De Moss, 1967
Prodigiosina Glucosa Galactosa Ramsey, 1973
Mitomicina Glucosa Glucosa* Kirsch, 1967
Neomicina Glucosa Maltosa Majundar, 1971
Kanamicina Glucosa Galactosa Basak, 1973
Eniatina Glucosa Lactosa Audhya, 1975
Puromicina Glucosa Glicerol Sankaran, 1975
Novobiocina Citrato Glucosa Kominek, 1972
Candidina Glucosa Glucosa* Martfn, 1974
Candihexina Glucosa Glucosa* Martfn, 1974
Butirosina Glucosa Glicerol Howells, 1972
Cefamicina Glicerol Asparagina, Almidén Aharonowitz, 1976
Tilosina Glucosa

A. Grasos

Sprinkmeyer, 1977

* Cultivos alimentados con bajas concentraciones de glucosa.
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Tabla 4 CCNTROL DE LA SINTESIS DE ANTISIOTICOS POR-

FOSFATO INORGANICO (Martfn, 1977).

Antibibtico Cepa Productora Rango. de ortofosfato -
inorgénico que permi-—
te la produccién de an
tibibdticos (MmM). -

Estreptomicina S. griseus 1.56-15
Novobiocina S. niveus 8~-40
Monamicina s, jamaicensis 0.2-0.4
Neomicina S. fradiae
Clortetraciclina S. aureofaciens 1-5
Oxitetraciclina S. rimosus 2~10
Vancomicina S. orientalis 1-7
Viomicina S. sp. 1-8
Eacitracina S. licheniformis 0.1-1
Ristomicina P. fructiferi 0.2-5
Actinomicina § . antibioticus 1.4-17
Polimixina B. polymyxa
Tetraciclina S. aureofaciens 0.14-0.2
Kanamicina S. kanamyceticus 2,2-5.7
Cicloheximida S. griseus 0.05-0.5
A-9145 S. griseolus 0.28~2.24
Piocianina P. aeruginosa 0.12
Prodigiosina S. marcescens 0.05-0.2
Butirosina E. circulans {5.6
Corineicinas C. sp. 2,24%
Oleandomicina S. antibioticus 0.5%
Gramicidinas B. brevis 10-60
Gramicidinas B. brevis 508
Cefamicina S. clawuligerus 25
Amfotericina B S. nodusus 1.56-2.2
Aifactina S. aureofaciens 1-17
Candicidina S. griseus 0.5-5
Candidina S, Vviridoflawus 0.5-5
l.evorina § . levoris 0.3-4
Micoheptina S. mycoheptinicum 3.52
NMistatina S. noursel 1.6-2.,2
Ristomicina P. fructiferi var

" ristomycin~ ¢2.8
Eritromicina S. erythreus <4.0

2 Concentracién 6ptima de fosfato para la produccibn de antibié-

tico.




Tabla & CRECIMIENTO DE Streptomyces efythreus EN PRESENCIA DE ERITROMI-

CINA.
Eritromicina * A/540 nm Fase Lag. T.D.C, **
-1

(ug M™% 0 h 24 h 30 h ) h
00 0.06 0.15 0.50 10 5.1

50 0.05 0.10 0.50 10 5.0

200 0.05 0.11 0.32 18 5.2

500 0.07 0.10 0.21 21 5.5

1000 0.07 0.06 0.10 24 5.1

* Concentracién de eritromicina ex6gena al inicio del cultivo.

** Tiempo de Duplicaciébn Celular, calculado en la trofofase. Coeficientes de correla—

cién respectivos: 0.98, 0.84, 0.97, 0.93 y 0.98.

89




Tabla 6 Sensibilidad de Microorganismos Productores a su Propio Antibibtico.

Microorganismo Antibibtico Sensibilidad en Resistencia en
Trofofase * Idiofase *

S. griseocarneus estreptomicina 5 300

S. antibioticus actinomicina 4 120

S. parvi.slus actinimicina 4 100

S. aureofacieus tetraciclina 400 2000 **

* ug mi~t,

LR ]

por sintesis de protefnas.
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Tabla 7

Efecto de la Eritromicina A sobre la actividad de su Vfa de Biosintesis. Uso de

Propionato de Sodio y de Metil-malonil-CoA como Precursores Radioactivos.

fempo de Incuba-
tén con el Precur

or.

)

15

Actividad Biosintética de Eritromicina

(cpm mg“1 P.S)

Propionato de Sodio ct4

Metil-malonil~CoA c14

con Eritromicina

(200 ug mi—hH

Control con Eritromicina Control
(200 ug mi—hH

1030.0

3679.4

12.6 19.3 3.9
135.4 19.8 4.4
139.9 32.3 4.4

Cultivos de S. erythreus crecidos por 30 hs en presencia de 200 ug mi-! de erttromicina, -

o sin ella en el caso de los controles, fueron incubados con propionato de sodio c14 200 -~

uM vy 0.62 uCi umol"1, o con metil-malonil-CoA 0.8 uM y 48.2 uCi umol"1 .

En los tiempos

indicados en la tabla, se determin la radioactividad de extractos del medio de cultivo. Vea

se materiales y métodos para mayor detalle,
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Tabla 8 Efecto de la Eritromicina A sobre la Actividad de su Vfa de Biosfntesis.

Tiempo Eritromicina A Inicial no Radicactiva
h) (ug m1™ 1)

000 2 20 50 200
32* 35 26 27 36

0
32 26 45
34 252 302 320 418

52
36 270 298
86 495 373 399 510

140
104 443 420

* Radioactividad incorporada a la eritromicina (cpm mi-! de medio) en distintos tiempos. -

Cada cultivo fue incubado con las concentraciones de Eritromicina A no radioactiva indic_a_
das en la tabla, desde un principio.
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Tabla 9 Efecto de la Eritromicina A sobre su Biosfntesis.

Tiempo Eritromicina A
Q) (ug mi~y
I 11 11 v
0 000™* 2 32 178
30 017 6 53 184
M&xima O17** TH* 55** 337**
Produccibn

Mediante el ensayo microbiolégico, se determind la concentracibn de eritromicina A en cua-

tro grupos de cultivos de S. erythreus, que fueron crecidos desde un inicio con eritromici—
na A exbgena, en las concentraciones indicadas a las O h,

* \Valores promedio de tetraplicados,

** Concentracién de antibibético al momento de mé&xima produccibén, en c/u de las cuatro - -
condiciones.
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