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RESUHEX

La estreptomicina es un antibilético con amplio espectro de
actividad que tiene gran 1mportancia clinica principalmente en
el tratamiento contra Mycobacterium t{uberculesis, por lo que
se encuentra dentro del cuadro bdsico de medicamentos. Este com-
puesto tiene ademds gran importancia para la agricultura pues se
utiliza para prevenir Yy combatir algunas enfermedades de plantas
de ainterés econémico. Sin embargoe, este antibiético no se produ-
ce en Héxico por lo que la tstalidad de la demanda se cubre con
su importacidn. Debido a lo anteriormente expuesto resulta inte-
resante la posibilidad de preducir estreptomicina en Héxico, y
uno de los factores limitantes en este sentido es la carencia de

cepas que permitan niveles de produccidén adecuados,

El presente trabajo se encamindé hacia la obtencién de una ce
pPa de Streptomyces griseus que permitiera una mayor produc-
clén de estreptomicina a partir de \‘.\na cepa reslstente a fagoes
que se tenla disponable, esto por medloc de un procese de mutagée-
nesis con Mitrosoguanidina y la posterior seleccion del microor-
ganismo mejorado. Dicha selecciéon se vio facilatada por un feno-
meno que se presenta frecuentemente en microorganismos producto-
res de antibiéticos que consiste en que un incremento en la re-
sistencia hacia su propie producto corresponde a un incremento
en la cantidad de antibiético sintetizada, por lo que al selec-
cionar mutantes con resistencia a estreptomicina ilncrementada se
obtuvoe una cepa que produce hasta 1100 npg/ml de estreptomicing,
cantidad superior en un 100 r a la sintetizada por la cepa de la

cual se partio.



{STRODUCCION

Los metabolitos Primarios son molec.ulas rorsamc’as‘ que tienen
un papel esencial ya sea en el crecimiento o eh 12" reproduccion
celular. A diferencia de estos compuestos, los. llamados metabo-
1110s. secundarios no tienen una funcién aparente para el orga-
nismo que los produce. Estos son sintetizados generalmente en
las waltimas etapas del ciclo de crecimiento {67) Dentro de este
grupo de metabolitos se encuentran los antibidticos, gue comer-
clalmente son el grupe mas importante. Un antibiotico se puede
definir como un compuesto organico de bajo peso molecular sinte-
t1zado POr un mMICroorganismo gue suprime especificamente el cre-
.cimieénic o destruye a clertcs mMLCroorganismos cuando se encuen-

- tra. en dilucién muy alta (3&4).

En:‘ la’ actuajidad se conocsn mas de $000 antibiotices, cifra
.que aumenta a razon de 300 por ano aunque la mayoria son t0XiCos
Vbrrxrn‘o'bera'ntes. De "estos, los hcongos producen alrededor de un 257
Y los actinomicetos un 75 7% ¥y dentro de este grupo el genero
Streptomyces produce el 754 (21). De 1la totalidad de los an-
ti1bioticos conocidos, en el mercado existe solamente alrededor
de un centenar, la mayoria cbtenido de estreptomicetos, aunque
éste estd dominado por cefalosperinas y penicilinas las cuales

son sintetizadas por hongos i)

En Hexico se producen amplciling, cloranfenicol, eritromici-
na, penicilinas Y gentamicina (estos dos ultimos se lmportan par
cialmente); por otro ladoe se importan adriamicina, anfotericina,

bacitracina, diclozacilina, griseofulvina, neomicina, polimlXi-



na, rifampicina, Kanamiclna y eStreptomicina en mMayor Proporcion

ademas de otros que se importan en cantidades menores.

pebldo a que la estrepiomxcma no Se produce en Méxice y se
encuentra dentro del cuadro. bdsico  de medicamentos, resulta
interesante la posibilidad de ‘produciria en nuestro pafs. Sin
embarge, no se cuenta con la tecnologfa apropiada para su

adecuada produccion.

Cuando un metabolito secundario tiene importancia comercial,
como es el caso de la estreptomicina, son varlas las estrategias
que se pueden seguir para optimizar la produccién. MHucho se pue-
de hacer alterando la composicién del medio, regulando el cre-
cimiento del microorganismo Yy un 1nstrumentc poderoso en ia op-
timizacion de un proceso es la seleccién de cepas Yy su mejora-

miento genetico (348).

Bl me)oramiento genético de cepas Pproductoras de metabolites
de 1nterés industrial por medilo de métodos empfricos ha sirdo am-
pliamente utilizade Y ha tenido un éxito considerable desde el
descubrimiento de estes productos. En la actualidad, a pesar de
que exlsten numerosas técnicas para el mejoramiento de cepas,
las técnicas de genética tradacional siguen siendo de gran uti-

lidaa 174).



on procariontes Gram positivos que se

lmporianie papel en los suelos al descomponer’ la
Yy contribuir a la formacién de la estructura

suelo gracias a sus hafas (30).

; iri:ly"“een‘e';o : Streptomyces (Waksman y Henrici, 1943), perte-
.:necxem.‘e,'a” l‘a‘ fﬁm;f&a Streptomycetaceae, agrupa unas 600 espe-
,cxes:qu_é‘ forman hifas basales y aereas muy ramificadas. Ei mice-

lio ,basal es no fragmentado y el micelio aereo forma largas ca-
‘dehas de esporas que se& generan por septacion regular de las

_-hifas.  Estas artrosporas se encuentran encerradas en una vaina

delgada y"ﬂbrosa. En Streptumy'ces griseus al madurar las
esp:pras Y separarse quedan iibres de la vaina a diferencia de lo

ti{ué ocurre’ en otras especies del género (15).
MICROURGANISHOS PRODUCTORES DE ESTREPTOMICIHA.

streptomyces griseus es el principal microorganismo pro-
ductor de estreptomicina utilizado ‘en la industria, aunque este
compuesto -tamblén . es . sintetizado .por. S, A.DJKJnJenst, S. qrna-v
‘tus, S. galbus y Streptoverticiliium mashuénse (64,24).



CARACTERISTICAS DE LA ESTREPTOMICINA.

La estreptomicina fue descublerta en 1v44 por Waksman y col
Fue e} primer antibiotico comerclalmente exitoso producido por
un actinemiceto gracias a su efectividad en el tratamiente de la
tuberculosis (19}, Ademas fué el primer miembro reportado de los
antibioticos aminoglucdsidos, que son sintetizados por varias

familias de microorganismos (13).

De acuerdo a la clasificacidén de Janos Berdy (7), la estrep-

tomicina Se encontrari{a dentro del sjgulente grupo

FAMILIA 1. Antibidticos que contienen carbohidratos en su  es-
tructura,

SUBFAHILIA 2. Antibioticos aminoglucosados, caractérazados por
poseer una molecula de aminociclohexanol,

GRUPO 1. Derivados de estreptaminas. *

TIPO 1. Estreptomicinas,

La estructura de este antibidtico fue elucidada por Kuehl y
col. en 1947 (13), se trata de un trisacidrido compuesto de tres
subunidades dnicas de D-estreptidina, L-estreptosa y HN-metil-L-

glucosamina (figura 1}70).

Ex1sten alrededor de 300 derivados de estreptomicina obteni-
des por modificacion de la estructura, ya sea por meétodos qui-
mices © Dblolegicos, Clinicamente se utilizan dnicamente dos de

ellos (7} Otras estreptomicinas se 1ilustran en la figura |.
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n_ me 10 simple de ;

ireaccldn muestra ‘la’.con- -

3.5 Glucosa “Estreptomicina

S8 griseus utilizaila .:'al\..xénaa,,”phr'\cxipram\e‘nga ,par Bt via
Emhden 'Ké}'erhoi Y el cicle del acxdo.tmcarboxnxco; “luna peque-
'na parte se metabollza via hexosa-monofosfato, El grado de cata-
bolismo ‘de la glucesa es regulade por la transferencia de O, Y
por la concentraciéon de fosfato en el medio (19). De hecho altas
concentraciones de fosfato aceleran la utilizacién de ia glucosa
por otras vfas y provocan una dismlauciéon en la produccisn de

este antibiodtico.

La via blosintetica de la estreptomicina se puede observar
en 1a figura 2. Los derivados de inositol y los nuclestidodifos-
foazdcares son los precurscres de las tres estructuras anulares

de la molécula.

t.a estriptidina estad constitulda por una molécuia de cicli-
H

tol con dos grupos guanidino (-HH-'C'-NH Para la sintesis de

2 *
sada grupe guanldinoe de esta molécula a partlr de un grupe hi-
arexile del ciclitel se requieren $ reacciones: primero ocurre
wna deshidrogenacisn para tarmar el cetociclitol, posteriormente
se da una transaminacion, For medio de ia cual el srupo 2-amno
.ae. la L-glutamina se une al cet.qc.tclu.ol, luego ocurre una trosfo

~ilaclon del’ grupo hidrcxilo de 13 posicidn para al  grupo

amino,:-la.conversion del',gt\;,po amino a Vguamdmo 5¢ Za por una
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traﬁsa.:m')‘.‘arnira‘c@ﬁ ut;xlxza‘ndc;r L-arginina como donador, seguldo es-
ft'o‘ rie :\u'ia. 'd‘es"fosfc;r.\.hcxon. Esta serle de reacclones ogurre dos
_veces y“'al parecer ﬁmbas son llevadas a cabo por diferentes en-
zZimas salvo en el caso de las dos transamidinaciones Yy posible-
mente las dos fosforilaciones que podrian ser catalizadas por

una sola enzima en cada caso (60)

La estreptosa de la molécula de estreptomicina proviene de
la desoxitimidindifosfo-D-glucosa (dTDP-D-glucosa) la cua) es
convertida en dTDP-L-dihidroestreptosa por accién primero de la
dTDP-D-giucosa-4,6-dehidratasa, iuegoe una epimerasa y finalmente
por la dTDP-L-dihidroestreptosa sintasa que se encuentran ipndi-
cadas en la figura 2. El ensamble de los tres compenentes de la
estreptomicina 1inicia con la formacioen del disacaride al ser
transferido el dihidroestreptosil de la dTDP-dihidroestreptosa a
la estreptidina~-6-pP, catalizandose este paso por una transferasa
{31). Estas enzimas, al 1gual que lag que catalizan la sintesis
de la estreptidina-6-P se sintetizan en idiofase, justo antes de
ia aparicién de la estreptomicina en el medio. La HN-metil-L-glu-
cosamina que Sse encuentra unida a un nucledtido es transferida
al disacdrido formandose dihidroestreptomicina-6-FP que poste-
riormente forma la estreptomicina-6-P (47, #48), la cual no tiene
actividad antibiotica, En las etapas tempranas del cultiveo la
estreptomicina-6-F es convertida en manosidoestreptomicina que
es una forma menos activa {4i), aungque hacia el final ¢ste la
e#nzima D-manosidasa vuelve a formar la estreptomicina-6-P (36)
que finalmente se desfosforila por accidn enzimatica al pasar

por la membrana.



FACTORES DE REGULACIOH.

Aun cuandoe un microorganismo posea la informacién genética
para la sintesis de algdn antibidtico, la produccién de éste de-
pende de numerosos factores como la disponibilidad de fuentes de
carbono, nitrogeno y fosfatos (38, 71) as{ como de las condicio

nes de cultivo (pH, temperatura, oxigenacién, agitacion} (36}

Ademas de los nutrientes, son necesarios ciertos iones para

+ “++

la Dblosi{ntesis de estreptomicina, principalmente Na ,Zn ,
+4 + ++ +
Co , kK , Ca . Generalmente todos ellos, saivo el Na ,

se encuentran en concentraciones adecuadas en los medios com-

plejos utilizados noermalmente (29, 73, 13).

La glucosa siempre ha sido la fuente de carbono de eleccidn
para la produccion de estreptomicina (36, 13), a pesar de que
con d(+)manosa Yy galactosa se obtienen buen crecimiento ¥y pro-
duccion al i1guail que c¢on algunos dxs;carxdus como maltosa y lac-
tosa y polisacaridos como las dextrinas y el almidén {27) La
concentraciéon de glucosa empleada generalmente es de 10 g/l pues
se han reportado bajas en la produccion en concentraciones de 15
g/1 o mayores (29). Este efecto es debido a la represion de la
enzima D-manosidasa que convierte la manosidoestreptomicina, que
es una forma menos activa, en estreptomicina (20). Sin embargo,
en el medic de Carbajal (i1} (medio 5) se emplean concentracio-
nes de 60 g/l sin gue se vea disminuida la produccién en la cepa

S. griseus ATCC 12475,

Y]



El amonio es una fuente de nitrogeno adecuada debido a que
¢l microorganisme ifo utiliza rdapidamente (26). Ademis e)erce un
efecto positive en la formacion de este antibiético al acelerar
la oxidacion del acido a-cetoglutdrico hasta glutamina cuando
se  encuentra en concentraciones altas {hasta de 5 g/1) al inicio
de la fermentacién, permitiendo asi{ una sobreproduccién de glu-
tamina, que es el donador de grupos amino para las reacciones de
transaminacién en la sintesis de la estreptidina y la glucosami-
na-6-P  (43) (figura 3). Sin embargc hay que considerar que las
sales de amonic tienen una desventaja al provocar cambios de pH
perjudiciales para una buena produccidn, aunque esto se ha so-
lucionado - con .la; adxcxbn de Caco3 al medio de cultivo para man-
/tenér an pH ‘a:n.o 'f‘a,voral‘)le. Son también buenas fuentes de nitrd-

geno l? prbv:lma.' la casewna y la harina de soya (26).

El.‘ fosfato: inorganico, al! 1gual que en la sintesis de otros

ant;\hxoucos. eerce’ un efecto negativo en concentraciones mayo-
.

res de .40 mM, a pesar de que el crecamiento es estimulade hasta
300 mH (71, 54, 13). Por ello, la formacién de estreptomicina se
incrementa baje condiciones limitantes de PiL {42). Este fenomeno
se debe a la inhibicion de las fosfatasas, lo que promueve la
acumulacién de estreptomicina-6P hasta en un 87 % en 17 mH de
fosfato (56, 64 La obtencion de mutantes resistentes a este
efecto negativo posiblemente permitirfa incrementar !a produc-
ci6n, aun en csncentraciones no inhibitorias y tal vez se obten-
drfan aun me)ores rendimlentos 1incrementando la concentracién de
fostato para un crecimlento mayor sin el efecto inhibitorio, tal

Yy como ha sido reportade para otros antibioticos (54)

11



- MECANISHO DE ACCION DE LA ESTREPTOMICINA.

‘ebx-a;om.u':ma se ‘encuentra dem;x{o &:e,l‘ s:xf_!l.u-::o".‘;dle.,";nt;hlo-
<‘t.‘1cés _une,;‘xnh'l.ben' 1a Bissintes:s de ‘proteinas blbqu‘éandc;: la’ tra-
dyi.iytr:‘czﬂQn a ‘nivel del’ rxbpsoma. Todos "los comp\ienos que “causan
errores de lectura del RNAm acttan sobre la subunidad ribosomi-
cya‘ menor. La estreptomicina sc une Jirreversiblemente a la pro-
telnar Si2 de la subunidad 30S ribosomal, la cual interviene du-
rante la formacisn del complejo de 1niciacidn. De esta manera
los aminoacil tRNA no se pueden unir al sitio receptor que se
encuentra distorsionado y se libera la formil-metionina-tRNA. La
elongacién también es retardada en los ribosomas que ya se en-

cuentran en fase de sintesis (77,68).

RESISTENCIA A LA ESTREPTOMICIRA EN &:. griseus.

LOS Organismos productores de 'sus;ahc'nés"ant.i'p’w't‘xc
cesariamente poseen cierta resistencia .que.. los cabacitk"para
evitar el dafio por su propio producto. :

S, griseus es sensible a su propilo antibidtico cuando és
te se encuentra en concentraciones elevadas, pues interfiere con
ta’ sintesis de proteinas en todos los procariontes, Y en este
microcrganismo se ha repertade que el mecanismo de accion es el
mismo, Sin embargo, la sensibilidad al antibiotice cambia en el
transcurse de una fermentacien ¥ asf, las ce¢lulas de la fase es-
tacionaria, durante la cual se sintetiza este compuesto, son mas
rasretantas que durante 'a fise de crecimiento debido a que hay

una reguccién de ita permeabilidad a la estreplomicina {12). Aun-

12:-,



quc la resxstencxa del mmrooraamsmo productor‘ es deblda prin-

c1palmente a 1a : actxv:dad de la . enzxma estreptumxclna -6~fosfo-
‘transferasa que conv.ler'te Ia esu‘eptomxcma a estreptomxcxna -6P
que es.-una -forma inactiva 'y no to:;zcn, 'pues no tiene la capaci-
dad de unirse al ribesoma (61). La :;ac_u“vxd‘aldﬂ de la fosfotransife-
rasa’ es tambien ‘responsable “de ,'a Eésxrsbtenc;a de los productores
de otros - ‘antibioticos: tipo és{répto;uicihé como 1a hidroxiestrep-
tomicana "'y la dxhldroestreptbmxcma. Es 1mporlante hacer notar

que en todos los casos ‘se observa una correlacion entre la re-

sxstencxa. la acnvmad de la fosfotr'ansferasa Yy el rendimiento

en l1a: prpduc,cmp‘;del -anublouco (64_-).

d.l mxcroornamsmo con su antibidtico estable

los .u.mxtes en el rend;mxento alcanzado en la fer

Deb hecho las cepas mutantes que son resistentes

a-su ,'prop.\o',janub;onco. -fracpentemente muestran un elevade ren-
i 100, ,'Sobre 'la relacmn produccidén-resistencia las

la bio-

PGPtOl‘n cxna' han aportado una explicacién antere-
a- cual se expone en la seccion refe-

rente ‘a los estudms de geneuca de la produccion de estreptomi-

cina; ‘o

be 10 qhe respecta a la resistencia que se presenta en las
bacterias. de - aislados clfnicos, la inactivacidén enzimdtica es el
pPrincipal mecanisme responsable, ya sea por fosforilacién o por

adenilacion de la estreptomicina (43).

13



GENETICA DE LA PRODUCCIOK DE ESTREPTOMICIHA.

Los avances que se han legrado en los dltimos afos en las
técnicas de clonacion molecular, han permitido elucidar meca-
nismes de control de la bros{ntesis de antibidticos, lo que ha
permitido incrementar su rendimiento. Algunas de las posibilida-
des brindadas por estas técnicas son la amplificacién génica y
la produccién de nuevos antibiéticos por combinacién de genes de
diferente origen (50). En el caso de la estreptomicina los genes
de la blosi{ntesis son suceptibles para estudios de este tipo da-

do que la via estd parcialmente elucidada.

Uno de los genes que 38 ha estudiado por medio de estas téc-
nicas es el que controla la sintesis del llamado factor A (2-is30
capriloil-3R-hidroximetil-y -butirolactona) (39), el cual es un
facter de regulacidon de la sintesis de este antibidtice (33, 46)
Posibiemente debido a su 1interacclon con la actividad de la en-
zima glucosa-6P-deshidrogenasa, lo que imp:ide la utilizacidon de
1a glucosa en la vi{a de las pentosas (55), lograndoss canalizar
esta molécula hacia la produccién de estreptomicina en vez de al

metabolismo primario.

De estos estudios de clonacién también ha resultado el des-
cubrimiento de que varios (posiblemente todos) de los genes gque
codifican para las enzimas de la via de biosf{ntesis de la estrep
tomicina tienen una localizacién adyacente en el genoma de S,
§#riseus. Este ligamiento fisico de los genes 1incluye ademds al
gen que codifica para la enzima gque confiere la resistencia del

microorganismo a su propi1o antibidtico (fosfotransferasa), as!
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come a un gen regulatorio positivo, localizandose estos dultimos
en. la regidén central del agrupamiento (63, 24, 22). Este gen re-
gulatorio se ha demostrado que afecta positivamente al menos al
gen de resistencia y Al gen de la amidinotransferasa que se en-
cuentran en la vecindad de éste, aunque posiblemente regule tam-

bién 1a expresién de otros de los genes de la biosfntesis (63).

Ademas del gen gque codifica para la fosfotransferasa y la
amidinotransferasa, se ha demostrado la presencia en esta zona
dael genoma del gen que codifica para l!a transferasa que cataliza
la unién de la estreptidina-6F y la dihidroestreptosa (63) y es
probable que también de varios de los genes involucrados en la
biosfntesis de la K-metil-L-glucosamina (50) y varios de los que

intervienen en la formacisn de la estreptidina-6P (23, 24, 22)

La existencia de agte arreglo adyacente de genes ds blosin-
tesis, regulatories y de resistencia parece temer relacién con
fenoémenos de ragulacion coordinada (9), lo que explicarfa la re-
lacién observada de mayor resistencia - mayor produccidon de al-
gunas cepas mutantes productoras de antibidticos (fundamento de
la metodologfa del presente trabajo) y permite adquirir infor-
macién sobre la regulacién de 1la biosintesis del antibidtico por

medio del estudic de la expresion de la resistencia (78).

£l caso de la estreptomicina no €s ¥nico ya que se han en-
contrade arreglos similares en los genes de otros antibidticos

Como ei bialafos en S. hygroscopicus {49, 58, 2), la metile-

nomicina (i16), la eritromicina en S. erythraeus (7T4), la -ac-+

tinorrodina (52), 1a neomtcina (9), la hidroxiestreptomicina .en

15



S, glaucescens (35, 7T8) y muy probablemente esto ocurra con
muchos otros antibildticos, ya que estos arreglos de genes alta-
mente acoplados pueden haber evolucionado en organismos y vias
biosintéticas tan diferentes por la alta presién selectiva que

implica el que estos metabolitos sean toxicos para el productor.

HUTAGRHESIS,

El mejoramiento genético de cepas tiene gran importancia en
el desarrollc comercial de un proceso fermentativo. La ingenie-
ria genética probablemente tendra una repercusién importante en
esta actividad, pero la mutagénesis y seleccidn permanece compa-

rativamente como un procedimiento efectivo y de bajo costo.

Los miembros del género Streptomyces al producir numeroc-
sas esporas uninucleadas y haploides facllitan el trabajo de mu-
tagénesis. En este género, las condiciones para el tratamiento
con H-metil-H*-nitro-N-nitroscguanidina (NTQ) han sido debrxda-

mente reportadas (18).

La KTG es un agente mutagénice que actda como alquilante del
DRA. Induce frecuencias de mutacien altas con mortalidad modera-
da (T2} Las condiciones oéptimas de tratamiento con este com-
puesto en el género Streptomyces son muy diferentes a las
determinadas para otros procariontes, ya gue se requiere de tra-
tamientos mas largos e intensos. as{ pues, la concentracién ade-
cuada para un buen rendimiento de mutantes en estas especies es

de 3 mg/ml y los tiempos de tratamiento Se encuentran entre ! y
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2 horas, a 30°C ¥ a un PpH alto (alrededor de 9)18). Estas con-
diclones favoracen la descomposicion de la KTG en diazometano,
que probablemente es el agente efector de !a mutacion, al menos
en estos valores de pH. Esta afirmacién aun es muy discutida, ya

que el mecanismo de accién de la HTG no es aun claro (18).




OBJETIVO
HEDIAHTRE UH PROCESO DE HUTAGENESIS Y SELECCION
OBTERBR Y CARACTERIZAR UMA CEPA MUTANTE DE
STREPTOMYCES QRISBUS QUE SEA RESISTENTE A
ESTREPTOMICIHA EN ALTAS CONCENTRACIOHES Y QUE

PRESENTE UHA HAYOR PRODUCCION DE ESTE AHTIBIOTICQ

18



MATERIAL Y HETODOS

MICROORGARISMOS EMPLEADOS.

La cepa productora de estreptomicina empleada fue Strep-
tomyces griseus ATCC 12475 (Amertcan Type Culture Collection)
BM-B-231 del cepario del Departamento de Biotecnologfa del IIBM
UHAM. Bsta cepa fue obtenida originalmente de un aislado de lodo
del ric Ohio an Lawreneebury, Indiana en 1945 y mejorada poste-
riermente por mutacién con luz UV; seleccionande su capacidad de
crecer en presencia de estreptomicina en bajas concentraciones.
Posteriormente, y también por mutacion con luz UV se gelecciond
la resistencia a fagos de esta cepa (11), caracteristica 1mpor-
tante s1 consideramos los problemas que estos pueden ocasionar

en la fermentacién ({10).

El microorganismo sengible a estreptomicina empleado en los
bloensayos para la cuantificacién del antibtético fue BPacilius

subeilts HRRL 3366 (Horthern Regional Research Laboratortes).
PRESERYACION DE LOS HKICROORGAHISHOS.
%. griseus ATCC 12475 se obtuvo 2 partir de un liofili-

zado, la activacion del microorganlsmo se llevo a cabo en el

siguiente medio:

Medio 1. Extracto de levadura 0.4 =
Extracto de malta fio =z
Dextrosa 0.4 7

Agar 1.5 % Apustado.ca.pH . T
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HEDIOS Y CONDICIOHES DE CULTIVO PARA

LA PRODUCCION DE ESTREPTOHICINA.

Se comparo la produccién de estreptomicina

ATCC 12475 en varios medios de cultivo.
Los medios probados fueron los siguientes:

Hedio 5.- medio de Carbajal (1) (g/1)

(NH,),50, 10 " HgS0,+TH,O
Dextrosa 10-50 FeS0447TH,0
Dextrinas sol. 10 ZnS0,'TH,0
K,HPO, 1 HnSO,
NaNO, 2 CacCo,

NacCl 3

por  S. griseus

0.2

0.03
0.03
0.01

10

A)ustado a pH 7.5 antes de

afiadir Cacosy esterilizar.

HMedio 6.- medio minimo para estreptomicetos (g/l)

HH,Cl 5 HMRClL, 4 H,0
X,HPO 1 €aco,

HaCl 5 Dextrosa
FeS041TH, O 0.02 ; Dextrinas sol.
Znsoq 07H20 0.05

0,001

3

10

10

Ajustado a pH 75

20



La obtencién de las esporas para la conservacion de. esta ce-

pa se llevo a cabo en placas con medle de esporulacion a 29 C:

Hedio 2.-
Glucosa 14 Lev. de cerveza 2.5 1/
NaKOy 0s % K, HPO,
MEgSU4¢TH 0O oLz FeS04¢TH,0
ZnS04+7H,0 - -0.0002%. - ..CaCly

Hacl e Aw I Agar s

Ajustado A iPH.T

Las
rosca de
Hed1o 3-7

vadira 04 %

‘Extractode malta:: G %

La densidad: eptica a 540 nm de la dilucién

“de

1:10- de esta sus-

pensién ‘de esporas fue de 1.2, leida en un espectrofotémetro

Spectronyc 21, Bausch “& Lomb.

El microerganismo de prueba BSaciilus subtilis HRRL 3366

se conservo en placas del siguiente medio;
Hedlo 4.-

gExtracto de levadura 1 -4

Peptona 2 4
Glucosa . 1 7

Agar 1.5 - %



Hadio 7.
Gl\icoia
* Extracto-de carn

Medio 8.

Hedlo $.-
Ext.facto'fdewm‘ana T w
Extracto 'de - levadura 04 ‘%
Glucosa - R

.

Medio 10.-

_Extracto de malta 0.4 7

gxtracto de levadura 0.4 4

Glucosa [ O3

Todos 105 cultivos se llevaron a caboe en matraces de 125 ml
conteniende 25 ml de medio. Se inocularon 2 matraces de cada me-
dio con 04 ml de la suspensién de esporas en cada uno. En el ca
50 de los medios 5 y 6, 2 matraces adicionales fueron inoculados
con 2 ml del medio 10 en el cual se precrecid al microorganismo
durante 6 horas. Todos los cultivos se mantuvieron a 29°C y con

agitacion a 180 rpm en una agitadora de ampbiente controlade Psy-



crotherm;: Ne unswick Scientific.

n muestreados-a  lntervalos. de 24 horas to-

mando: alfcuotas de 1 ;'baJ‘o‘»_ condiciones’ asépticas.

AHALISIS DE LAS: HUESTRAS.

. 'GUANTIFICACION DEL CRECIMIENTO.
‘ La cuantificaciéon del crecimientc del microorganismo se rea-
1126 determinando la cantidad de proteina presente en las mues-
trras para conocer su concentracién en el cultivo, Dichas deter-
minaciones se llevaron a cabo por el método de Lowry et.al(si),
que se basa en la formacién de un compiejo colorido entre el
grupo fenélico o aromatice de la tirosina, triptofano, fenilala-
nina o histidina, y el acido fosfowolfamo-molfbdico que orida al
aminodcido en condiciones alcalinas, dando un color azul como
producto de la reaccién, que se puede cuantificar a 595 nm, lo
que permite estimar la concentracién de proteina comparando con
un estandar de albumina sérica bovina, Las determinaciones se
llevaron a cabo de la sigulente manera: Se prepararon las si-
gurantes soluciones:
Solucién A

Ha, 003 al 24 en NaOH O4 H

‘Tax‘trato de sodio y potasio 1%

Solucion de CuSO4 SH,O 0.5%

. En. proporcién de 9.8:0.1:0.4 en el orden presentadc

Solucion B

Reactivo de  Folin-Ctocalteau diluido en agua 1:3

ra
[



Las muesf.rxjasy de 2 ,m.l del ;cuyl‘uvo‘fuv‘cenuﬁfugaron a 5000 rpm
du:énﬁ»e,é&f'fyz’upu.ﬂ.o"s recupérai'{g’os.e“e,l:, botén, -el cual se resuspen-
dm enl V,mi“‘fc‘le' racmb trlclcr;acetlco ;l 107, se centrifugd nue-
. va@entg Y sc.«le adicioné -t ml de HaQH 0.4 M., Se agito para di-
Vsolver"la 'Proteina y - se -tomaron ‘alicuotas de: 100 ul, aforandolas
_a{(i'm!.‘ Las allcu?tas de ia :ol\icidn'dralbnmzna sérica para la’'
curva patroén igualmente se aforaron.a i ml. A las muestras y a
ia. curva patron se les ad,\c.\.onaron‘ 5 ml de 1la asolucién A, se
agitaron y se dejaron reposar durante 10 minutos, al teéerminc de
los cuales se adicionaron 500ul -de -la solucién B, se agitd vy

tras una incubacién de 30 min. a temperatura ambiente se leyo a

595 nm en. un espéctrofolometro Spectrenic 21 Bausch & Lomb.

CUANTIFICACION - DEL ARTIBIOTICO EN LAS HUESTRAS.

La produccidén de estreptomicina se cuantificé por ensayo mi-
‘crobxolouco convencional por el meétode de difusidén en agar (2%5)
de "la: sigulente manera: 25 ul de las muestras del caldo de cul-
“tave se aplicaron en discos de papel.Vhatman de 7 mm de didme-
tro, 1los cuales fueron colocados posteriormente sobre placas

conteniendo 10 m] del sigulente medio para bioensayo!

Hedlo fi.-
Extracto de levadura 05 «
Triptona [

Hact - R 05 %

agar.
S ‘Aus

tado
El microorganismo -sensib recrecido en el medio 4 (U~
quido) a’ 37°C: y :afladido jal “medio’ ii-al ‘momento de prepzrar las

placas. Los didmetros-de la zona de ‘inhibicién de crecimiento de



la ¢epa f indicadora, -l_os cuales ' tienen una relacién’ logaritmica

con 1. concentracisn” deé antibidtico presente, se midieron des-

" Pues ‘de ‘24 a 48 ‘horas de incubacién de las placas a 29°C. Las

:concentraciones de estreptomicina de estimaron utilizandoe una
curva: estidndar de sulfato de estreptomicina Sigma a diferentes
r'oncentracmnes en los discos de papel en las migmas condicie-

rnes. e

MEDICION * DEL pH.

El pH dE las muestras se cuantifice en un potenciometro Beck

man dlntal modelo 3500 uuuzando el sobrenadante dé “cada’ una-

,de las mue:tras ob'.emdas en cada condicion axper'lmen'.al.

‘DETEVRHINACtON DE LA SENSIBILIDAD

DE -8, GRISEUS A LA ESTREPTOMICINA.

La concentracion mfnima de estreptomicina que 1inhibe el cre-
cimiento de la cepa productora se determiné en placa. Se sembré
‘04 mi de una suspensién de esporas (aproximadamante 3000 espo-
‘ras}) en cajas de Petri con medic YHG (nem. i) ajustado a pH 8,
el .cual contenia suifato de estreptomicina en concentraciones
crecientes {(de 0 a 100 pg/mi). Es :mportante hacer notar que el
medio fue ajustado a pH 8, ya que el antibiotico es menos esta-
bie en rangos de pH A4cidos (26). Ademds, la tolerancia de S,
griseus al antibistico se ve disminuida en medios alcalinos a
un pH de alrededor de & (12). Previamente a su adicién al medio,
el antibiético fue disueito en amortiguador de fosfatos 01 M pH
8 vy est_.emyuzado pasandolo por un filtro HMillapore tipc HA de

210,48 am. Las cajas fueron incubadas a 26°C por 4 dfas, al térmi-



‘no-de los cuales se realizo el ‘contes ‘de ‘lascolonias’ que logra-

ron ‘cracar en- presencl.a del antibiétice.’

MUTAGENESIS.

Para una operacién eficiente de bdsqueda de mutantes, la do-

sis optima del mutdgeno es aquella que da- una proporcién alta

del mutante deseado en Ja poblacién sobreviviente. Por esta
razén se elaboré una grafica de frecuencia de mutantes en la

poblacien sobreviviente contra dosis del mutdgeno (37)

Bl agente mutagénico empleado fue NTG a una concentracién de
3 mg/ml en un amortiguador Tris-maleatos 005 H a pH 9 ajustado
con NaOH 10 M (18). Se disolvieron 30 mg de este agente en 6 mi
de amortiguador a 4°C, esta solucién fue esterilizada por fil-
tracién en una membrana HMillipore tipo HA de 0.45 um y colocada
en un matraz de 50 ml estéril. De la suspension de esporas, des-
crita en la seccion referente a preservacién de ios microorganis
mos, s¢ tomaron 4 ml y se colocaron en el mismo matraz. La mez-
cla fue inecubada en un bafd de agitacidén a 30°C y 160 rpm, to-
mandose muestras de é&sta a los sigulentes tiempos: 10, 20, 30,
40, 75, 90, 120, 150, 180 y 210 minutos. Al cumplirse cada inter
vdlo de tlempo se tomd i ml de muestra, se colocé en un tubo que
contenfa 9 ml del amortiguador estéril y se centrifugo a 7000
rpm durante 7 minutos, se decantd y el boton fue resuspendido en
10 ml del miame amortiguador, repitiendose el lavado y la centri
fugacion hasta completar 3 veces con el objeto de eliminar 1la
HTG. Tras la ualtima centrifugacion, las esporas se colocaron en
t0 ml de amortiguador conteniendo 40 % de glicerol para su con-

servacién a -20°C. El control consistlé de 0.4 ml de la suspen-
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s16n de espords en 9.6 ml d amoruguador con glicerol. Para ia

elaporacion de .la curvas d.e 'sob vx.,venc:.a.r frecuencia de mutan-
tes resxstentes se plateo 01 m‘l‘ de‘ dﬁﬁerentes diluciones en
placas de medio YHQ (medio i) aJustado a.pH 8 sin y con estrep-

tomicina en una concenu*acxon de. 60 hg/ml
SELECCION DE HUTANTES RESISTENTES.

En base a los resultados de sensibilidad de las esporas de
la cepa original a su proplo antibiético y los tiempos de muta-
génesis adecuados para una frecuencia alta de mutantes resisten-
tes, se decidid utilizar esporas mutagenizadas de tiempos de tra
tamlento de 90 minutos y platearlas en placa con medio YHA (nu-
mero 1) conteniendo 1inicialmente 60 ng/ml de sulfate de estrep-
tomlcina, aumentidndose posteriormente a 75 pg/ml al no obtenerse
resultados de produccién satisfactorios. Al término de una se-
mana de incubacién a 29°C las colonias que lograron crecer se
tomaron de las cajas de Petr1 y fueron transferidas a cajas con
el mismo medio y concentracién de antibidtico para purificar asi
ias cepas mutantes. A estas colonias posteriormente se les de-

termind su capacidad de produccién de estreptomicina.
DETECCION DE MUTANTES RESISTENTES CON HAYOR PRODUCCION.

Para 1dentificar las cepas con 1ncremento en la produccién
de estreptomicina, las mutantes que resuitaron resistentes a 60
y 75 pg/ml del antibistico fueron probadas en placa. Este método
permite probar un gran numero de aislados en poco tiempo. El pro

cedimiento seguido fue el siguiente:
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Las cepas. resistentes ya purificadas se dejaron crecer en
medio con antibiético y una vez esporuladas se transfirieron a
una placa conteniendo 20 ml de medio para bloensayo (namero i),
realizandose este paso con palillos de madera estériles de 2 mm
de diaAmetro, procurando aplicar las esporas en el nuevo medio de
manera que crecieran colonias de £feorma regular. Despues de 5
dias de crecimiento de las colonias transferidas (periocdo en el
que alcanzan un buen desarrollc y hay produccién del antibidti-
€O), se prepard una suspensién del microorganlsmo sensible a es-
treptomicina en selucion salina (NaCl 085 Z) ¥y se hizo una as-
yversién de ésta sobre las placas, Las cajas se incubaren 36 ho-
ras a 29°C y se midieron los diAmetros tanto del halo de 1inhi-
biciéon del crecimiento del microorganismo de prueba como el de
las colonias productoras para poder obtener la relacitn diimetro
del halo/diametro de la colonia (indice potencia), la cual per-
mitié una mayor obJetividad en la seleccion al eliminar los
efectos producidos por el tamatic de la colonia sobre la produc-
cién (72). As{, el {ndice obtenido se compard con el de la cepa

original.

SELECCION DE LAS MEJORES PRODUCTORAS EN LIGUIDO.

81 cultive en medio liquido reproduce mas cercanamente las
condiciones de produccion a nivel industrial y permite una selec
ci6n de resolucién mas alta que e! cultivo en placa (724 sin em
_bargo, el primere requiere mas atencion Yy tlempo por lo que se
pueden probar menos alslados, por esta razén solo se probaren
por este metodo aquellas colonias con mayores posibilidades de

presentar una produccién mejorada. Este tipo de cultlvo permite



aucﬁa: congcer de manera mas precisa cual es el nivel de produc-
ci16n que puede alcanzar una cepa bajo determinadas condiciohes.
Los cuitivos se realizaron en el medio de Carbajal (medto 5} con
10 g/t de glucosa, a 29°C de la manera descrita anteriormente.
Toqas las fermentaciones se. corrieron utilizande simultdneamente

“'ia ‘cepa  original como control,

CARACTERIiACIOK DE LA:CEPA MUTANTE OBTENIDA.

PRODUCCION.

El 1ncremento alcinzado en. los niveles de produccién por la
cepa mutante seleccionada se determind al reailizar las pruebas
de seleccidn en l{guido y por comparacidén con la cepa original,
primero en el medio de Carbajal conteniendo 10 g/1 de dextrosa
Y, debido a que en la patente del medio (1t} se hace referencia
al incremento en la produccidén que se puede lograr con un aumen-
te de 1la concentracion de dextrosa, se probaron también las dos
cepas incrementando la dextroesa a 50 g/l Las fermentaciones se
realizaron de la manera descrita anteriormente, aunque debido a
la escasa esporulacion de lJla cepa seleccionada se realizaron mo-
dificaciones en cuante al tipe de intculo para evitar el manejg

de esporas.
IHCREMENTG EN RESISTEKCIA A LA ESTREPTOHICINA.
La nueva resistencia de la cepa mejorada se determind en pla

ca con medio YHMG (namero 1) ajustado a pH 8, de la misma manera

descrita para la determinacion de la sensibihidad de la cepa
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of‘lﬂlnal a - la estreptomicana. Se utilizaron ¢<oncentraciones de
. sulfato de estreptomicina 3 veces mas altas Qque las “empleadas
con ‘la cepa original, plateandose también 04 ml de una suspen-
s16n - de esporas del mutante aislado, resultando en {300 ssporas
aproximadamente por placa. El conteo de las colonias resistentaes
para la determinacion de la proporecidén de resistentes se realizo

a los 4 dias de incubacion.
ESTABILIDAD DE LA CEPA.

Es muy frecuente que las cepas mejoradas presenten una dege-
neracién o reversién de las caracter{sticas adquiridas cuando
estas son transferidas serialmente sin una presion de seleccion
que 1mpida este fenomeno (66, 59, 62, 79), Bs por esto que exis-
te la necesidad de conocer la estabilidad de la nueva cepa Yy las

condiciones necesarias para su conservacion.

A partir de las cajas en las que se mantenfa la cepa pura se
hjicleron transferencias a cajas que contenfan medio para esporu-
lacién (ndmero 2) sin antibidtico, Una vez que el microorganismeo
crecié en estas placas, aproximadamente a los 6 dias, se tes
transfirié a placas nuevas. Este procedimiento se repitie un to-
tal de 7 veces, al término de las cuales, de cada una de las
placas de cada transferencia, se tomé al microorganismo y se co-
locéd con palillos de madera estériles en placas de 20 ml del me-
dio para bioeénsayo (numero 11), donde s& permitié el desarrolle
de las colonias durante 5 dfas para ser rociadas despuss con el
microorganismo sensible y apreciar as{ la produccién de antibié-

tico del cultive en placa como se describié anteriormente. De
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esta  manera ‘se siguib la. produccisn de’la’cepa’ Lrgs_caﬁa trans-

ferencia. .

Una ° presién ‘efeg:tixva.v" con’i;.ra[ la“ reversion es. el ‘crecer al mi-
’croorgamémo’en'_‘pre/sencxra' de esifeptomxcxna en una concentracién
adécuada (79 pbr lo quye‘ ‘se‘r‘ea.uzaron transferencias en medio
suplementado con estreptomicina e igualmente se observo el efec-

to de ¢stas sobre la produccion en placa,
PREPARACION DE IKOCULOS COH La CEPA MUTAKTE.

Debido a la mala esporulacién de la cepa mutante se decidio
probar inéculos preparados <con el microorganismo precrecido en
el medio 10, tanto de la cepa mutante como de la cepa de colec-
cidn. Ademds, debido a la reversién que se podf{a presentar al
precrecer al microorganismo antes de colocarle en condiciones de
produccién, se prepararon tambieén inéculos de la cepa mutante
precrecida con 50 png/ml de sulfato de estreptomicina, concentra-
cien en 1la que no hay crecimiento de la cepa original en este me

dio0 liquido.

Los 1néculos se prepararon a partir de cultives llevados a
cado en matraces de 25 ml con 25 ml de medieo YHG (namero i}
Estos cultivos se desarrollaron a partir de esporas hasta lograr
un. buen crecimiento de o3 milcroorganismos. Una vez alcanzado
¢ste, se centrifugoé para separar las celulas, las cuales se co-
lozaron en tubos estériies con medio 3 para su conservacién a
-Z37C. La densidad d¢ptica en espectrofotdémetro a 540 nm de estos

1nsculos fue de alrededor de 4. De esta forma se obtuvieron
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los Lnbéu)oé‘ precr‘e‘cxdos d’eb la cepa original y de la cepa mutan-
_ te-crecidaen: medio 5in Yy con 50 mg/ml de estreptomicina. Ade-
mAs.'L para- fines de comparacién, en este experimento también se

realizaron fermentaciones de ambas cepas inoculadas con esporas.
PURIFICACION -E IDEKTIFICACION DEL ANTIBIOTICO PRODUCIDO.

Dado que Streptomyces griseds es un organismo dque pro-
duce no solo estreptomicina sinoc algunos otros antibidticos como
la cefamicina (65) y la candicidina  (54), se planted la necesi-
dad de demostrar que la actividad antibiética que se encontraba
en el caldo de cultive del mutante correspondiera efectivamente
a la esireptomicina, le cual, a pesar de ser lo mids probable
puesto que es el antibiético producido por la cepa de la cual se

parti¢, necesitaba ser corroborado.

El antibiético del caldo de fermentaciéon se purlficé en una
columna de 1intercamblo 1iénico. El intercamblador empleado fue
amberlita IRC-50 Sigma, Ho.A-5893, que es5 una resina de 4cido
carbox{lico, por lo que e! grupo guanidino de la estreptomicina,
que es fuertemente basico, lleva a cabo las reacciones de 1inter-
cambio (75 6, 4, 5, 60). Esta resina Se lavé preaviamente con
una solucidn al 10 % de H, S0, y se activé a la forma H; con
HaOH al © % Una vez activada se empacé la columna y se lave con
agua destilada. Las dimensiones vy caracter{sticas de la co-
lumna fueron las siguientes:

Didmetro 1.5 cm
Altura 15 cm

Flu)o 1.6 ml/min



,sa pumﬂco tanto el anuhmtzco producido por la cepa mu-

tante como el'de la cepa ATCC 12475, los cultivos empleados para

este f1n :e llevar-on a cabo en medxo 5 y el tiempo de fermenta-

cxon fue de 120 horas. Como control se emples sulfato de estrep-

tomxclna. ;dxsu;eltq‘en -medlo de cultive previamente esterilizado,

el ‘cual. s‘e‘ ixtm.zo como estandar para la identificaciéen, El vo-

'lu{men"’ :mliléadd ‘fue de 26 ml en lo tres casos, y en cada uno de

ellos s3e llevd a cabo el sigulente procedimiento: se acidifico

el 'cald.o a pH 3 con sto,, al 10 %, lo cual precipita proteinas y
permitidé su remocicn por centrifugacién a 5000 rpm durante 10
minutos. El pH de! sobrenadante se reajusté a 7, pasindelo pos-
terxorrﬁente por la celumna. Una vez terminado este procese Ja
columna se Jjavé pasando agua destilada., E] antibioético, que que-
d¢ adsorbide en la columna, se eluyd con upa solucién de H, SO,
al 10 #. Las fraccicnes colectadas se ajustaron con Nazcosa un

pH de 8 y se cuantificéd el antibidtico presente por bicensayo.

La 1dentificacién del antibidtico se realizdéd por cromatogra-

kfiar en papel Whatman 3MH ut:lizande la siguiente mezcla de sol-

ventes (8): n-butanol- A4cido acetico -agua {2:i:1). Para el re-
velado se rocidé el cromatograma por aspers$idén con una solucién
de hinhidrina 0.25 7 en pipridina-acetona (i) y se calente du-
rante aproximadamente 10 minutes a 105°C (8). Esta cromategraffa
s§ cﬁrrlé con un estandar de suilfato de estreptomlcina., el anti-
bxoi:;co purificade de S. griseys ATCC 12475, el antiblético
‘pu‘r:‘.hcad‘o de la cepa mutante, el antibidtico recuperado del me-

*le —de culuvo esteril y. mezclas del antibiotico de las 2 cepas

Fon el estandar. En todos los casos las muestras colocadas en el

papel- conten(;\n aiﬁ*cximadamente 12 pg del antibiotico.
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RESULTADOS Y DIsCUSIOR

. SELECCION DE UN HEDIO DE CULTIVO ADECUADO
PARA LA PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA.

De los 6 medios de cultive que se compararon, el 5 y el 6 se
Vprobaron con dos tipos de 1noécule (04 ml de la suspensién de es
poras y 2 ml del microorganismo precrecido), el resto se inocuié
unicamente con esporas. Come se puede observar en las figuras 3
Y 4 en todos los medios probados el microorganismo logrd un buen
crecimiento, aunque en el mediec 9 (grafica E) no es tan alto co-
mo en los otros medios. En el medio 7 (grafica G) se observe la
mayor cantidad de Dblomasa pero pricticamente no hay produccién
de estreptomicina. Tampoco en el medio 6 (grafica C) se observé
sintesis del antibidtico. En todos los medlos en los que hubo
produccién del antibiotico es notoria la caida en la cantidad de
proteina en el momento en que la concentracién de #ste se 1ncre-
menta. Este fenomeno muy probahlemer;te es debido a la lisis celu
lar, pues el microorganismc es sensible al antibiotico producido
Y a pesar de que se ha reportado que a lo largo de la fermenta-
ci6n la resistencia se va incrementandc (12), para el momento en
que aparece la estreptomicina esa resistencia no se estd expre-
sandoc por completo, comc sucede en etapas posteriores en las que
itnclusive se observan ligeros 1incrementcs en el crecimiento.
Esta disminucién en la biomasa no se derbid a cambios de PpPH, pues

éste no sufrié camblos considerables.

De acuerdo a las producciones ailcanzadas en estos medlos se

selecciond el de Carbajal con 10 g/l de glucosa ({(medio 5), pues
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noéulo'gdef esporas ‘como con 1noéculo precrecide se al-

canzaron producciones muy superiores a las de los medlos restan-

Enel g:iabso_ ‘del ,yinoculo de esporas (grdafica A), la produc-
cion ’,aylcaﬁzo ‘en’ los duplicados Yy en la repeticién de este ex-
N "p’érunyer’xto. los 300 pg/ml de estreptomicina entre las 72 y 96 ho-
“ras ‘de cultive, por esta razen se decidid emplear la formulacién
de este medio para las pruebas de produccién en medio liquido de
las mutantes que se obtuvieron y para su comparacion con la cepa
‘de. 1a cual se originaron. En todos los casos se emplearon espo-
ras” como 1ndculo, aunque una vez que se obtuvo la cepa mejorada
fue necesario hacer modificaciones ya que resultdé poseer una ca-

pacidad de esporulacion muy disminuida.
SENSIBILIDAD DEL MICROORGANISMO PRODUCTOR AL ANTIBIOTICO.

Con la finalidad de conocer la concentracién adecuada de es-
treptomicina para la seleccidon de mutantes con un aincremento a-
preciable en su resistencia, se determind la sensibilidad de
5. griseus a su propio antibidtico cuantificando el porcentaje
de germinacion de esporas en placas conteniendo concentraciones

crecientes de sulfato de estreptomicina.

La determinaciéon de una concentracién que inhibiera comple-
tamente la germinacién de las esporas se vio dificultada por el
hecho de gque algunas de las esporas presentan mayor resistencia
por (0 que la tolerancia mdxima esta relacionada directamente
con la cantidad de esporas presentes. S1 el numero de éstas es
muy grande la concentracién gque implide la germinacién de todas

eilas se 1ncrementa notablemente, aun cuando en términoes de por-



traciones, o bien tomar en cuenta. para cualqu r conclusxon, el

numero de esporas inoculadas.

Otro hecho digno de tomarse en consideracion es que la resis
tencia presento varitaciones dependiendo de si se utilizaban es-
poras o micelio Y ademds el estado fisioldgico de la celula. Una
explicacién se encuentra en lo reportado sobre las varitaciones
tanto en la permeabilidad al antibiético como en la actividad de
ia fosfotransferasa dependiendo de si1 el micello proviene de la
fase de crecimiento o de la fase estacilonaria del cultivo (12)
Bsto suglere una explicacién a algunas dificultades que se pre-
sentaron en la reproducibilidad de los resultados en experimen-

tos preliminares.

En la figura 5 se grafican los porcentajes de germinacion obp
tenidos en las concentractones probadas. Se puede observar gque a
partir de una concentracién de 30 jng/ml los porcentajes de ger-
minacién son 1inferiores al { /% y para la cantidad de esporas
utilizada, el desarrollo de colonias a los 4 dfas de incubacién

es nulo en 60 npg/ml de estreptomicina.

De los resultados obtenidos se concluyé que concentraciones
de estreptomicina &0 ug/ml o mayores, en placa, son las adecua-
das para buscar variacieones en los naveles de resistencia al an-
tibiotico en las cepas mutantes. Es importante hacer notar que
esto es cierto para los casos en los que se utilizan esporas y

en el mismo medio, pues la resistencia de células de micelio



PORCENTAVE DE RESISTENTES (%)

39

Streptomyces griseus ATCC 12475

1004,
DOJ N,
1] ‘e,

70 \

60 \

807 Y
404
20 \

20 \ ’ 1

° 10 zo 30 @ 50 €0 i

CONCENTRACION DE ESTREPTOMICINA ( ng/ml)

FIGURA.No. 5. Resistencia de las esporas de Stteptomyced arlseus ATCC 12475

a concentraciones crecientes de estreptomicina en medio } ajustado a p¥ 8.



que se transfieren.a placas con antibiético fué muy superior, y
probablemente oiros “medios de .cultivoe proporcionen resultados
diferentes, ya -‘que  incluso’ el “mismo medio sSin agar resulté en

una concentracién inhibitoria muy d'xferente.
HUTAGEHESIS,

Los tiempos. de tratamiento con HTG permitieron obtener altas
proporciones de mutantes resistentes dentro de 1a poblacién so-
breviviente. Como se puede observar en la figura 6, leos tiempos
de tratamlento de 90 a 180 minutos 1incrementaron el porcentaje
de resistencia a2 mas de 2 / de resistentes a 60 ng/ml de estrep-
tomicina. De acuerdo con estos resultados se decidié utilizar
esporas tratadas con NTG durante 90 minutos para la busqueda de
resistentes para las pruebas de produccion, ya que tiempos mAsS
largos probablemente resultarian también en mutaciones de otro
tipo. A pesar de obtener buenos rendimientos de mutantes y de
estar basados en lo existente en la bibliograff{a para microorga-
nismos de eéste geénero (18), los tiempos manejlados fueron muy se-
veros de acuerdo a los resultados de sobrevivencia mostrados en
la grafica. La mortalidad que se alcanzd después de los 40 mi-
nutos de exposicién fue superior al 999 7, esto incrementa las
probabllidades de que las mutantes obtenidas presenten ademas
mutaciones 1ndeseables en genes no relacionados con la produc-
cié6n del antibidtico. 3in embargo, las proporciones obtenidas de
mutantes resistentes en tiempos de exposiciébn mas cortos resul-
taron muy bajas, lo que dificultar{a encontrar mutantes con di-
ferencias 1mportantes en resistencia y producién del antibidti-

co. Es probable que para mejorar estas cariacter{sticas en el

A0
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tantes resistentes a 60 pg/ml inducida por el putdgeno,



 microorganismo. seal necesario- queise’'presente ‘mas:de una’ mutacion.

en los genes -involucrados ue ‘el tratamiento deba ser

au‘p' cuvand_q“ e: afecten otras regiones

mas’ intenso  para lograrlo,.

del aehoma. Ad'em’as. el 'perﬁl‘dye‘tv‘l.a iéur“;va de porcentaje de re-
sistentes es el tipico obtenido para mutaciones que provocan in-
creméntos en el rendimiento de dn producto en la que se observa
un pice optime Y una postericr ‘caida en el porcentaje a aitas
dosis del agente mutagénico (16). Esto parece sugerir gque efec-
tivamente esos tiempos sean los mas favorables para la obtencidn
de este fenotipo, aun cuando pueda parecer muy largo el trata-

miento con NTG.
SELECCION DE MUTARTES RESISTENTES.

Como se tmenciond en la metodologia, se utilizé una concentra
cién  de 175 Pg/ml de estreptomicina en placas de medio 1, en la
cual practicamente no hay germinacién de esporas de la cepa de
coleccién, por lo gque aquellas coloma..s que Jograren crecer pre-
sentaron un notable 1ncrementoc en su resistencia y consecuente-
mente una mayor probabilidad de mejor producciaén. Asi, para las
esporas tratadas durante 90 minutos con HTG la £frecuencia de mu-
tantes resisientes obtenido {fue de alrededor del 0.7 7, es de-
cir, de las 5x10'® esporas/0.4 ml que aproximadamente existian
al tiempo 0O, a los 90 minutos de tratamiento sobrevivieron 1x10°
Y de elias alrededer de 7000 podrfan ser resistentes a esta con-

centracién de antibiético.

Inicialmente se emplearon 60 ng/ml de estreptomicina para la

seleccidén, obteniendose varios cientos ‘de mutantes resistentes.
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La pfoduccmn de 50 de estas cepas mutantes fue probada en placa
no observdndose diferencias con 1a cepa original. Por eata razén
Y pa:"a disminuir el namero de cepas a probar se decidié aumentar
la concrentracmn del antibidtico a 75 png/ml, lo cual permitié la
obtencién de aislados con una notable diferencia en su resisten-

cia Yy, como se discute a continuacisn, con mejor preduccion.
HUTANTES RESISTENTES CON MAYOR PRODUCCION DE ESTREPTOMICINA.

La seleccién en placa de las cepas con produccién incremen-
tada resulté ser efectiva. En las mutantes seleccionadas en 60
)xx/mi no se pudieron observar incrementos en la produccién, tal
vez debido a que las diferencias fueran pequefias o a que no
existiera entre las cepas probadas alguna con esta caracter{sti-
ca, ya que existe la posibilidad de gque el incremento en resis-
tencia presentado fuera debido a mutaciones diferentes a las que
se buscaban, pues la resistencia al antibiético también puede
darse por modificaciones no relacionadas con 2l gen de la fosfo-
transferasa y su regulacién. Ademas, hay que considerar que es
posible gque en estas condiciones de produccién (en placa y con
un medio diferente), no se esté expresando el incremento en la
produccidén, aun cuando pudiera exastir la informacién genética
para esto. Sin embarge, de las 80 mutantes resistentes a 75 he/
ml probadas, resuitaron 3 cepas con una relacion diametro del ha
lo/diametro de la colonia mas alta que la de la cepa original
que tuvo un valor de 3. Una de ellas presenté una relacién de
5.3, la cual es considerablemente mas alta. Este resultado se

repitic al probarlas nuevamente.
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Antes de habex‘ establec.l.do esta técnica de seleccién en pla-

‘ca se’ probo l produccmn cle algunas mutantes resistentes en me-

-.d10 liq\udo. entre ! esta ,cepa, que en esas condiclones

o'"lb'l.gmal. Ambos resultados sugerian

que._ ssta mutante tenia uy buena capacidad de produccién de

estreptom.\.cma por'lo ‘que ‘se’ realizaron  nuevas pruebas en medi1o

1{quido.

Intclalmente - las . pruebas de. produccién en matraces de {25 ml
se realizaron en medio 5 con 10 ¢/1 de glucosa. En estas condi-
ciones la cepa original produjo entre 200 y 300 )ulxnl del anti-
biético partiendo de indculos de esporas. Para las cepas mutan-
tes se procurd obtener 1inéculos semejantes a los de la cepa de
coleccién para poder establecer comparaciones. De las tres cepas
con 1indice potencia aito solo una mostré diferencias considera-
bles con respecto al control. En la figura numero 7 se grafican
los resultados de un cultivo en el que se comparéd la cepa mutan-
te con la que le dié origen. Como se puede observar, la produc-
cién de la cepa mutante fue de alrededor de #00 )Jg/ml, aunque en
otros experimentos alcanzé 500 )Ja/ml. manteniéndose aproximada-
mente el doble de producciétn que la del contrel en todos los

casos.

Al realizar modificaciones al medio en cuante a la concentra
ci16n de glucosa (el agregar 50 g/! en lugar de 10 g/}) tiene un
efecto positivo sobre la produccion del antibiotico en ambas ce-
pas. En la figura 8 se 1lustra un cultive en el que Streptomy-
ces griseus ATCC 12475 con esta concentracidén de fuente de

carbono logrdé producciones de 500 }xe/ml del antibioticoe mientras
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FIGUEA No. 7. Cinfticas de crecimiento (@) y produccién de estreptomicina
(# de la cepa original y de la cepa ﬁgtanté en el medic de Carbajal con
16 g/1 de dextrosa (medio 5} (11).
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éue blla cepa mu;.a:n‘te al,c'a'n:za‘ .lobs'
el _:he‘ch"oj : | ; cion ‘de.f'gluc‘osa estimule la pro-
,duc;:x“anybud’ x;a‘s"xdo reportado el fenémeno
‘:(29), en concentraciones de 15
Y on"la- qonsecuer;i'e ﬁxémxnuCLOn de la concentracién
de a:nubmtixco‘
.gxplic.-‘scié;n‘e_‘ﬁ',ell hecho e que en el reports mencionado se trata
de 'cevpastde' Sigriseus’ diferentes y probablemente en la cepa
con : la due se realizé este trabajo no se presente este efecto

negativo,’ pues como ya sé ha mencichado es una cepa que ha sido

sometida a mejoramlento genetico (11).

Cen las concentraciones de glucosa de 50 g/l nuevamente se
repiti16 el resultado observado de una produccién de aproximada-
mente el doble de la cepa original por lo que se procedio a de-

terminar algunas otras caracteristicas de esta mutante.
KUEVA RESISTENCIA A LA ESTREPTOHICINA.

En la figura 9 se encuentran graficados los procentajes de
germinacién en presencia de estreptomicina de la cepa mutante,
Como ya se menciond, las esporas de la cepa original no fueron
capaces da germinar en presencia de 60 jug/ml del antibiético,
Por el contrario, la cepa mutante presentd una resistencia muche
mayor, ya que aun en 100 ug/ml, que es casi el doble de ia con-
centracién que prdacticamente inhibe el crecimlento de la primera
cepa, un 4% % de las esporas logrd germinar y desarrollar colo-
nias. Concentraciones de {50 Jug/ml permiten un & 7 de resisten-

-tes ¥y eé arriba de 200 ,ug/ml de estreptomicina cuando no se ob-
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la " resistencia se

résistencia cayd rdpidamente al in-

- crementar: la concentracien, 30 pg/ml.

Resulté” -interesante el que al hacer transferencias con asa

mxcroblolbuca de Jla cepa mutante de placas sin antibidtico a
o{ras con 250 pg/mi haya un buen desarrollo de micelio, contra-
riamente al escaso crecamiente que se esperarfa y resulta des-
concertante el hecho de que en esta concentracién tambisén la ce-
pa original logro desarrollarse bien s1 se hacen las transferen-
cias de esta manera. Este fenomenc posiblemente encuentre expli-
caciéon en el hecho de que con e] asa se esta transfiriendo ade-
mas de esporas m'xcel.lo, que se encuentra metabé¢licamente activo
a diferencia del estado de latencia de las esporas en medic con
glicercl, Ademas, la cantidad de esperas que se toman c¢on el asa
as varios ordenes de magnitud mas grande que la de la suspensién
de esporas uttlizada en los experimentos de la filgura 9, por 1o
que a pesar de ser un porcentaje de germinacién muy bajo, fue

suficiente para el desarrollo del microorganisme en la placa.

La resistencia de la esporas en medio 10 1{quido con anti-
bidtico fue también diferente. Ba)o estas condiciones la cepa
mutante crece hasta en 50 ).xg/ml 4e estreptomicina y concentra-
cisnes superiores diffciimente permiten su desarrolle. La cepa
original resistié concentraciones mucho mas bajas que la menclo-

nada en las mismas. condiciones.
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‘ESTABILIDADYDE LA7CEP

o ﬁaY' estreptomicina, tendiendo a re

Este fenomeno se 1lustra en la gra-

dismi uyendo:en:-cada: transferencia aproximindose al va-

1ndlce'§ote’ncia ‘de 1a cepa de la cual se partié, el cual

A 'pesaf :'d'e'que este resuitadoe no es el mas deseable, hay que
l»en‘ekr/ e’n" c\;énta que. el ‘afadir estreptomicina a las placas de me-
q;;\o::'ab‘e'r»z' uhavconcentracxon de 2000 ng/ml impide esta reversion.
7»'\1 realizar -'7 transferencias en estas condiciones y llevar a ca-
bo .\ln cultive en medio 5 con las esporas provenientes de la dl-
tima de ellas no se observéd disminucion en !a produccién. De es-
‘ta manera fue posible conservar a la cepa mejorada sin rever-

si1én, lo cual resulta i1mportante,

Como ya se mencioné¢ anteriormente, es frecuente que las ce-
pas mejoradas reviertan st no son mantenidas en condicionas es-
peciales, sobre todo si la inf:crmacién de interés se encuentra
codificada en plasmidos (lo que no sucede en el caso de la es-
treptomicina en este  MICroorganismdl Existen reportes de cepas
mejoradas pr:sductoras de estreptomicina que presentan este fe-
noxﬁeno de reversion y dé como la presencia de estreptomicina en

dg'@gvlabmformacxon de la cepa (79) lo

el medio impide
 que -concuerda con . esultados. sbtenidos y es logico esperar

- -1 temamosiieni-cuentasla regulazion. zoordinada del gen de resis-
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FIGURA No.lG. Estabilidad de la cepa mutante: Efecto de las transferencias se-
riales en ausencia de estreptomicina. sobre la produccién en placa, exprecada
como Indice potencia (didmetro del halo/ diimetro de la colonia). La 1Inea con

tinua indica el indice de la.cepa.original.-
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~ INOCULOS PRECRECIDOS

el genoma

f.e'ncxafy los d posible por .8l .arreglo de éstos-en

.El esulta o del experl.mento en. el que se precrecid al mutan

‘te con Y "s.m antibiotice ‘se encuentra graficado en la figura nu-
mero 11. Las araficas A Y B corresponden a cultives con la cepa

“original inoculados con esporas y con el microorganismo precre-

c1do respectivamente. Al 1gual gque en el experimento en el que
se compararon distintos medios de cultivo, en este, el 1inocular
esporas permitld alcanzar mayores concentraciones del antibioti-
co en la fermentacion (420 contra 310 uag/ml). Lo mismo ocurrid
con el cultivo de la cepa mutante a partir de esporas que alcan-
z4 los 1070 ).xg/ml de estreptomicina (grafica ¢C). Como se observa
en la grdfica D, s1 esta cepa es precrecida en medio sin estrep-
tomicina al parecer presenta un fendmeno de reversién, pues su
produccién alcanzé apenas los 395 )u/ml, concentracion similar a
la sintetizada por la cepa original. Esto no sucede en los cultf
vos en Jos que se utilizé como inéculo el mutante precrecido en
el medio con 50 pg/ml del antibiotico. Bajo estas condiciones,
la produccién, aunque mas baja que la de! cultivo de esporas,
s1guid siendo muy superior a la de la cepa de la cual se partie,

alcanzande los 870 pg/mi (grafica E)

E]l precrecer a la cepa mutante en presencia de estreptomici-
na. permit1é obtener 1indéculos can facilidad, evitando as{ el mang
Jo de esporas de esta cepa que presenta una escasa esporulacién.

Tal vez sea posible obtener producciones similares a las de los



culuvos' de esporas Si: sSe realizan modificaciones de las condi-
ciones empleadas para obtener los 1inéculos precrecidos. Una de
esas posibles modificaciones es l!a del medio empleado para el
precrecimiento Yy esto dependiendo del medio que ge utilizara pa-
ra la produccién del antibiético, ya que el cambio de un medio
de cultivo a otro de diferente composicién tiene una repercusién
importante 3obre el metabolismo del microorgansimo como lo de-
muestra el experimento de la figura ii. En esas grdficas se ob-
serva un claro retrasc en el crecimiento del microorganismo en
los casos en los que se 1noculan células precrecidas en un medio
complejo y no esporas (graficas B, D y E). Ademds, la produccién
del antibiético se vié también notablemente retrasada, alcanzan-
dose las maximas concentraciones hasta las 158 horas, siendo po-
sible que aun después de ese tiempo se incrementen, ya que no se

Si1guld el cultivo después de ese tiempo.

Otra modificacién que podria repercutir en la cantidad de
estreptomicina producida es la del tamafo del indcule, Ya que en
otros experimentos se ha vi¢o que éste la afecta notablemente y

durante el presente trabajo esta variable no fue optimizada.

Una tercera variable que puede tomarse en cuenta es la can-
tidad de estreptomicina 2 arnadir en el medio de precrecimiento,
pues también es posible que esto afecte la produccién alcanzada,
¥ en este experimentc simplemente se wurtilizé una concentracién
en la que no se permitia el crezimiento de la cepa original para
evitar la reversién de la fiutante. Hay que tener presente ademds

que esto dependera de los medios de cultivoe empleados.
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FICURA NO. 11. Comparacién del crecimierto (@) y la produccién de antibidei
co".(®) aleanzados con diferentes indculos en la cepa original y en la cera

mutante. Las. grAficas A y B corresponden a cultivos de la cepa original cor

indculos de esporas y precrecido sin antibidtico respectivamente. Lac gr
cas C, Dy E corresponden a la cepa mutante cor indculos de esporas, precre-
cido sin antibiStico y precrecido con 5. m3/ml de estreptomicina. El medis

empleade para los cultivos fue el nfimero 5 gon 50 g/1 de dextrosa,
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_ IDENTIFICACION DEL" ANTIBIOTICO

PRODUCIDG .POR LA GEPA. HUTANTE:

Previamente a1l otico fue ‘necesa-

rio  realizar ‘su purt 'thfas moléculas. del

caldo de culu‘v}é tiu’e podrfaniinterferir:al realizar: la cromato-
grafia en papel y idé/ntxficadién. Este: proceso se

lleve a cabo de ‘una manera efecuva en la. amberlita IRC-50, pues

no se observo annbxotlcoral llevar a .cabo el biroensayo de los

caldos -de “cultivo’ que’ ueron pasados por la. columna, mientras

qu_e en las fragcxoﬁes_rcolectadas durante -la elucién con acido se
demostré la presencia de este compuesto. Et flujo de la cclumna
fue de -aproximadamente 1.8 ml/min, aunque. este fue dlsmxnuygndo .
al cambiar e! pH de la resina, pues al acidificarse #sta se com-

pactd retardando as{ el paso del eluyente,

Resulta tnconveniente en la técnica empleada el que  al re-
ajustar el pH de las fracciones a & para la deteccion del .anti-
biotico se formd una cantidad muy grande de sales por la neu-
tralizacion det acido, ya gque muchas de las fracciones presen-
taban un pH demasiado bajo (nferior a 1) Posiblemente ser{a
mas conveniente utilazar una menor concentracién de Aacide para
la elucién, ya que aun en pHs de 3 y 4 el antibidtico fue recu-

perado.

La cromatograffa en papel se realizé previamente cor. suifate
de estreptomicina disuelta en amortiguador fosfatos 0.1 H de pH
8 para determinar el Rf de esta mciécula con la mezcla de solven

tes empleada (n-butanol-dc.acético-agua; 2:1:) 'y probar el re-



Como _sé, puede’ apreciar en la figura 12, los Rf son muy simi-

bl’ab'es"‘en" 'Lordo's: /Iros"cvasos y de alrededor de 0.62, ademas, en los
carriles ’en i6s que se colocarcn mezclas de sulfato de estrepto-
mxcxnar con el antibisétice de las cepas, dnicamente aparecid una
mancha, por lo que se puede afirmar que el antibidtico producide
por la cepa mutante efectivamente es estreptomicina como era de
ssperarse, ya que la produccién de estos metabolitos es cepa-es-
pectfica y el macroorganismo del cual se partid es un Pproductor
de estreptomicina. La cromatograffa que se muestra presenta las
manchas correspondientes al antibi¢tico un tanto dispersas de-
bido a que las sales contenidas en las muestras se depositan en
el papel y dificultan el corrimiento de las muestras, ocasionan-

do que el antibistico se disperse ligeramente.
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£ Fo. 12. Cromatozrafiz en papel del antitidtico producide gor las

as. En el carril 1 se encuantra un estandar de sulfato de estrept

uelto.en amortiguador. Los carriles 2 y5 ccxresponden 2 un estindar )
‘cuperado del medio-~de cultivc. En el carril 3 se encuentra el antibidtico -

- producido-por la cepa original,Enel carril 4 se observa el de la cepa nutante
y los carriles 6 y 7 ccrresp

n. & la mezclz del estindar v ler produsie:s |
de la cepa original v de la ritante respect




' COHCLUSIOHES

- La _f'metordélrc)s:‘a' »‘_em‘p'le‘ada" ‘parala f'ﬁ)utagenésis ‘de” ‘.S’:tbreptamyces' .

- griseus ‘permitid. obtener la’ cepa’ deseada.” aunqué con mer-

... tdlidades muyialtas.

-‘La Vcepa" mutante obtemda produce aproximadamente el doble de
L la’, 'cantidad - de antibidtico sintetizada por la cepa de la

“cual- . se :partid.

-' De-'los medios de cultive probados, el medio de Carbajal resul
té ser el mas adecuado para la produccion de estreptomicina

en matraces de 125 ml

- En el medio de Carbajal con 10 g/l de dextrosa. S.  griseus
ATCC 12475 produjo de 250 a 300 pug/m! del antibiético, mien-

tras la cepa mutante aicanzé los 500 pgrsml

- E} agregar 50 g/} de dextrosa a este medi> no provocd un efec
to negativo sobre la produccidén, como se ha reportado, sino
que la estimuié en ambas cepas, lograndose alcanzar en la

cepa original S00 pgsml y en la cepa mutante {100 npg/ml

- La resistencia de este microorganismo .2 la estreptomicina se
increments en mas -de tres veces, tantc 2n esporas como en
micelio Y 1o mismo en placa_'que en. mez2:s I{quido, aunque en
cad; caso. las conégﬁir'ajcmnéi :1nh1b1tdf:as -fueron diferentes

y dependientes ~del’

medio, decultivo empleads.
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ESTA TESIS Mo pag
SALIR DE 1 BIBLIOTECA

- La cépa obtenida es inestable y se presen:t la reversion de
.as . caracteristicas adquiridas al manejar!a sin una presién
de‘seléccxon. Sin embargo, fué posible 1mpedir este fenémeno
mlan%.e"nxendn a. la cepa en placas del medio namero 2 con 2 mg

/ml. de  estreptomicina.

-. La cepa mejorada presenté una notable disminucidén. eén su ca-
pacidad de esporulacién. Esta dificultad en el manejo. de la
cepa se pudo salvar precreciendo. micelio en presencia de

estreptomicina para la obtencidon de rnoéculos,

- 8¢ comprobé.que.:'el.‘antibiotico producido por la cepa mutante
es ptomicina 'y ‘no 6tro de. los sintetizados por esta es-

pecie,
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