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RESUMEN. Se aislaron y caracterizaron morfolégicamente seis
mutantes de Streptoniyces claviligerus bloqueadas en la biosintesis
de antibidticos B-lactimicos. El tratamiento empleado fue la mu-
tagénesis con N-metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina. Tanto las mu-
tantes con mayores niveles de produccién (tres) como las que no
produjeron (tres) el inhibidor B-lactimico: &cido clavulinico,
fueron seleccionadas mediante determinacién de actividad anti-
bidtica en medio solido y se comprobd la estabilidad del fenotipo.
Los niveles de produccion alcanzados fueron aproximadamente cu-
atro veces superiores a los obtenidos con la cepa parental. Se ob-
servd una relacion entre la capacidad esporulativa, la pigmentacion
de las mutantes y los niveles de produccion de B-lactimicos. Las
mutantes se encuentran alteradas en las rutas biosintéticas de otros
B-lactdmicos.

ABSTRACT. Six mutants of blocked Streptomyces clavuligerus in
the B-lactam antibiotic byosynthesis were isolated and morphologi-
cally characterized. N-methyl-N-nito-N-nitrosoguanidine was em-
ployed in this mutagenesis. Three of them produce more [-lactam
inhibitor (clavulanic acid) than the wild-type strain and the other
one doesn’t. The antibiotic activity was determined in solid me-
dium and the phenotype stability was proved. The antibiotic pro-
duction was four times more than the original strain. A
relationship between sporulation, pigmentation, and antibiotic pro-
duction was observed.The mutants are damaged in the other p-lac-
tam biosynthetic pathways.

INTRODUCCION

El micelio bacteriano Gram positivo Streptomyces cla-
vuligerus, produce una diversidad de antibidticos B-lactamicos
entre los que se incluyen cefamicina C, cefalosporinas y el
potente inhibidor de las B-lactamasas, el acido clavulanico.’
La resistencia de bacterias patogenas Gram positivas y nega-
tivas a antibioticos B- lactamicos, es debido a mutaciones de
caracter adaptativoyal ap resencia de plasmidosor egiones
en el cromosoma responsables de la produccion de B-lac-
tamasas.® A nivel mundial, esto ha planteado la necesidad
clinica del uso de inhibidores de estas enzimas para hacer
efectivo el tratamiento de las enfermedades infecciosas®* y
ha demostrado, la importancia que reviste su obtencion.

De los inhibidores hallados en programas de tamizaje, el
acido clavulanico ha experimentado un uso terapéutico po-
tente.’

En el campo de la Génetica, se desarrollan técnicas
clasicas y novedosas para obtener nuevas cepas hiperpro-
ductoras. Para lograr este objetivo, se han elaborado diversos
procedimentos mutagénicos en Srfeptomyces,a'm siendo uno
de los mas utilizados, el tratamiento con N-metil-N'-nitro-N-ni-
trosoguanidina (NTG). Se ha observado que las esporas de
esta familia, resultan mucho mas resistentes que las células
de otras bacterias, por lo que para la obtencion de una mu-
tagénesis eficiente, se requiere de condiciones drasticas,
dadas aqui, por altas concentraciones de NTG y pH alto. ”

En este trabajo, los autores se propusieron llevar a cabo
el aislamiento de mutantes con altos niveles de produccion
del acido clavulanico para la optimizacion del proceso de su
obtencion a escala industrial y de mutantes que no lo produ-
jeran por su importancia en el clonaje de genes relacionados
con la biosintesis y su regulacion.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas y medios

Streptomyces clavuligerus ATCC 27064 (productora de
acido clavulanico y otros B-lactamicos).

Streptomyces lividans TK-21 SQF-37 (cepario Centro de
Quimica Farmacéutica).

Klebsiella pneumoniae ATCC 29665 (productora de B3-
lactamasa).

Escherichia coli ESS 22-31 (cepa sensible a B-lactami-
cos).

Alcaligenes faecalis ATCC 8750( cepa sensible a ce-
falosporinas).

Medio de regeneracion (ALM) (almidon 0,4 %; extracto
de levadura 0,4 %; extracto de malta 1 %; agar técnico #3
2% ;pH7.2).

Medio fondo de pmdL.tccic‘m(GPE)4 (para determinar ac-
tividad antibiotica en medio sdlido y liquido).

Medio inoculo (MI) (extracto levadura 0,3 %; peptona
0,5 %; extracto de malta 0,3 %,; glicerol 1 %; sacarosa 10 %,
pH 7,0).

Caldo Mueller-Hinton y agar nutriente (medios para el
ensayo microbiologico).

Mutagénesis

Se empled el método descrito por Délic y col.' Una sus-
pension de esporas de concentracion inicial de5.1 0’ espo-
ras/mL de la cepa parental Streptomyces clavuligerus ATCC
27064 fue suspendida en amortiguador TM (0,05 mol/L Tris-
hidroximetil-aminometano y 0,05 mol/L de acido maleico)
pH 9 y mutagenizada'? con 1 mg/mL de NTG a 30 °C durante
1h.C on estas condiciones, la sobrevivencia una hora des-
pués,r esultd del1%.



Seleccion de mutantes

Las esporas tratadas en ALM se plaguearon e incu-
baron a 30 °C por465d.D espués,s er eplicaronaG PE
solido y se incubaron por 3 d mas para determinar la actividad
antibidtica de inhibicion de B-lactamasa, utilizando el método
de las piezas de agar.13 Las colonias seleccionadas por su
resultado en el ensayo anterior, fueron replicadas dos veces
para comprobar su fenotipo estable y luego, se realizo el en-
sayo en medio liquido.

Las mutantes seleccionadas fueron inoculadas en Ml y
colocadas en zaranda rotatoria a 280r/ min y 28 °C durante
48 h . Este indculo se transfirio a GPE liquido y se fermento
en las mismas condiciones. Se recogieron las muestras del
caldof ermentadoal as 96hys er ealizd el ensayo micro-
bioldgico para la determinacion de la produccién del acido cla-
vulanico. La determinacion de los niveles de produccion de
otros B-lactamicos, se realizé a las 48, 72 y 96 h durante la
fermentacion.

Determinacion de antibioticos B-lactamicos

La deteccion y el analisis cuantitativo del acido cla-
vulanico, se realizd segun metodo descrito por Romero y
col.,™ empleando como microorganismo prueba la Klebsiella
pneumoniae ATCC 29665. La ampicillina utilizada, fue sumin-
istrada por la Empresa Farmacéutica "8 de Marzo", La
Habana. Se empleé como patron, el acido clavulanico
(BEECHAM).

En la determinacion de la produccion del resto de los an-
tibiticos B-lactamicos, se emplearon —como microorganis-
mos prueba en la placa de difusion del antibidtico— E. coli

ESS 22-31 como indicador del total de B-lactamicos produci-
dos durante la fermentacion y Alcaligenes faecalis ATCC
8750 como indicador especifico de los metabolitos ce-
falosporanicos. 'S En ambos casos, se empled como patrén, la
cefalosporina C (Empresa Farmacéutica "8 de Marzo", La
Habana).

Se empled como control negativo en los ensayos Strep-
tomyces lividans TK-21 y como control positivo la cepa sal-
vaje Streptomyces clavuligerus ATCC 27064.

Los resultados fueron expresados como valores medios,
luego de realizar varias fermentaciones para comprobar la es-
tabilidad en la produccion y fenotipo de las cepas mutantes.

RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con la actividad microbiologica de inhibicion
de B-lactamasa, fueron seleccionadas seis mutantes: tres con
niveles de produccion de acido clavulanico superiores a la
cepa original que fueron denominados: Mp3, Mp11 y Mp24 y
el resto que no lo produce, Mnp7, Mnp9 y Mnp22.

Las primeras mutantes mencionadas presentan como
caracteristicas comunes, la produccion de un pigmento car-
melita intenso y la pobreza o ausencia de esporulacion. Estas
cualidades probablemente estan asociadas a la produccion
del inhibidor o de otro antibidtico B-lactamico como se ha
referido para otras especies de Streptomyces.

A pesar de presentar aspectos en comun, se diferen-
ciaron entre si fenotipicamente por la diversa tonalidad de la
coloracion del micelio (Tabla I) y genotipicamente, por los dif-
erentes niveles de produccion de antibioticos B-lactamicos
(Tabla Il).

TABLA
Caracteristicas morfolégicas y de produccién del acido clavulanico en la cepa salvaje Streptomyces
clavuligerus ATCC 27064 y mutantes seleccionadas

Cepas Modo
ALM GPE
Esporulacion Pigmentacion Produccion (pg/mL)
ATCC 27064 Buena No pigmenta (blanca) 5
Mp-3 NO Carmelita oscuro =20
Mp-11 NO Carmelita oscuro intenso 25
Mp-24 NO Carmelita oscuro 25
Mnp-7 Buena Violeta intenso No produce
Mnp-22B Buena Naranja No produce
Mnp-9 Buena No pigmenta No produce

Las segundas presentan entre si, diferencias en el caso
de la coloracion de las esporas, sin embargo, muestran una
magnifica esporulacion, reafirmando la posible asociacion en-
tre este factor y la produccién del acido clavulanico en esta
cepa de Streptomyces (Tabla I).

En las mutantes que presentan altos niveles de produc-
cion del acido clavulanico, se detecto que sus caldos de fer-
mentacion, también ejercian un efecto inhibidor mayor sobre
la cepas Alcaligenes faecalis y E. coli. que la cepa original
(Tabla Il). Por lo tanto, estas mutantes producen mayores
niveles del resto de los antibioticos B-lactamicos biosinteti-
zados por esta cepa: cefamicina C y cefalosporinas, teniendo
en cuenta que el acido clavulanico no interfiere en estos dos
ensayos, ya gue es un antibiotico de accién muy débil.®
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Las mutantes no productoras del inhibidor, en el resto de
los ensayos, no podujeron antibioticos B-lactamicos (Tabla II),
demostrando que se encontraban dafiadas en las rutas bios-
intéticas en general de este grupo de compuestos.

Solo en la Mnp22, se detectdé un efecto inhibidor del
caldo fermentado, tanto sobre la cepa Alcaligenes faecalis
como sobre E. coli. Esto demuestra que la mutante se en-
cuentra blogueada en la ruta biosintética del acido clavulanico
preferentemente y no en la produccion de otro antibidtico B-
lactamico. De esta forma, se evidencia que las reacciones in-
volucradas en la formacion de ese acido y de otros B-lactami-
cos, son diferentes, a pesar de pertenecer al mismo qrupo de
compuestos, como ha sido sugerido con anterioridad. e

Teniendo en cuenta que es frecuente que este mutage-
no produzca co-mutaciones (deseadas y no deseadas) y que



en el cromosoma las rutas biosintéticas de antibioticos B-lac-
tamicos estén muy cercanas o relacionadas con alguna forma

niveles de produccidn, asi como su ausencia total en las mu-
tantes que no producen acido clavulanico, aspectos que han

de regulacion, podria explicarse el aumento simultaneo de la sido su%eridos y demostrados parcialmente por otros
formacion de estos antibidticosen las mutantes con mayores autores. ™7
TABLAII

Peoduccion de cefalosporinas y p-lactamicos totales por el caldo de fermentacién en la cepa salvaje
Streptomyces clvuligerus ATCC 27064 y mutantes seleccionadas en tres tiempos

Alcaligenes faecalis

Escherichia coli

Produccion (mg/mL)

Cepas
Cefalosporinas B-lactamicos

48 h 72h 96 h 48 h 72h 96 h
ATCC 27064 25 45 45 400 400 500
Mp-3 25 60 804 450 650 700
Mp-11 10 50 400 500 650
Mp-24 60 90 100 500 600 650
Mnp-7 —
Mnp-22 25 50 90 100 150 200
Mnp-9 —

*Los resultados han sido expresados como X.

CONCLUSIONES

Se aislaron mutantes con mayores niveles de produccion
de acido clavulanico a través de mutagénesis con N-metil-N'-
nitro-N-nitrosoguanidina, los cuales resultaron cuatro veces
superiores a los de la cepa productora original, siendo un
hecho de interés industrial en el campo de la fermentacion de
antibiéticos.

Se demostro que las mayores producciones de ese in-
hibidor, estan asociadas con la formacion de un pigmento y la
pérdida de la capacidad esporulativa, lo cual podria facilitar
los trabajos futuros de aislamiento de mutantes con altos
rendimientos. Esas mutantes también pudieran ser em-
pleadas para obtener otros antibitticos B-lactamicos.

Se aislaron mutantes que no producen acido clavulanico,
y que presentan morfologicamente, una buena esporulacion,
lo que parece reafirmar la asociacién produccion-esporulacion
en esta cepa de Streptomyces. Estas mutantes se encuentran
ademas blogueadas en rutas biosintéticas de otros B-lactami-
cos, lo cual es de importancia para el clonaje de genes re-
lacionados con el inhibidor u otro B-lactamico, pudiendo ser
especifico como en el caso de la Mnp22.
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