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New experimental conditions showing the phenomena of «antibiotic tolerance»,
are described. In Streptococcus pneumoniae, a strong protection against the loss of
viability induced by penicillin was obtained when TRIS (hydroxymethyl amino-
methane), instead of potassium phosphate, was used as buffer of the growth médium.

The main pneumococcal autolysin (N-acetyl-muramil amidase) present in S. pncumo-
niae was found to be, at least partially, responsible for the loss of viability induced
by beta-lactamic molecules.

Tomasz et al. (12) encontraron que en
Streptococcus pneumoniae la respuesta
bacteriolítica de estos organismos frente
a diversos antibióticos que actúan a nivel
de pared se convertía en respuesta bacte-
riostática bajo determinadas condiciones
experimentales. Este comportamiento ha
recibido desde entonces el nombre de to­
lerancia antibiótica. Más recientemente,
Sabbatth et al. (9) han puesto de relieve
la importancia clínica de este nuevo tipo
de respuesta bacteriana, al describir la
presencia de bacterias patógenas penici-
lín-tolerantes (defectivas en hidrolasas) en
pacientes con infecciones recurrentes.

Las condiciones que generan la respues­
ta tolerante en 5. pneumoniae tienen en
común el que la actividad autolítica queda 

suprimida por no existir autolisina bioló­
gicamente activa (2) o porque dicho en­
zima existe en cantidades muy bajas en
determinadas estirpes mutantes (15). Asi­
mismo, nosotros hemos encontrado que
el efecto Utico de las moléculas /2-lactá-
micas sobre diversas estirpes bacterianas
es una función del pH del medio de cul­
tivo. En estas condiciones, la tolerancia
frente a penicilina y otras moléculas de
este tipo dependiente del pH ha podido
ser demostrada en E. coli (1), S. pneumo­
niae, S. faecium, Staph. atireus y B. sub-
tilis (6). En todas las especies estudiadas
los valores de pH permisivos para la lisis
estaban próximos a los pH óptimos de
actividad de las principales enzimas auto-
líticas de dichas especies, cuando estas 
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enzimas eran utilizadas in vitro; por el
contrario, la tolerancia se corresponde con
valores de pH a los cuales las actividades
de tales enzimas están suprimidas.

Este tipo de experimentos permitió dis­
tinguir un efecto primario del antibiótico
(inhibición de la multiplicación celular)
que puede ser separado, experimental­
mente, del efecto secundario o Utico (1,
6). Sin embargo, la acción bactericida pro­
ducida por los antibióticos que se acaba
de señalar, es tan sólo parcialmente inhi­
bida cuando E. coli se multiplica a pH 5,
particularmente en lo que se refiere a
penicilina y cefaloridina. Esta es una si­
tuación similar a la descrita por Tomasz
ef al. (12) en el caso de la tolerancia anti-
biótica inducida mediante el empleo de
muíanles deficientes en autolisina.

En el presente trabajo damos cuenta
del desarrollo de condiciones experimen­
tales a través de las cuales se obtiene nue­
vamente una respuesta tolerante frente a
antibióticos /3-lactámicos pero, a diferen­
cia de las condiciones de tolerancia seña­
ladas anteriormente, en las que aquí se
describen aparece una marcada protec­
ción frente al efecto bactericida inducido
por moléculas /Llactámicas.

Material y métodos

Estirpes bacterianas. Se emplearon dos
estirpes de S. pneumoniae, la estirpe sal­
vaje Rc (amablemente cedida por el Prof.
Tomasz, de la Universidad Rockefeller)
y su mulante (cw-1) defectivo en la prin­
cipal autolisina (N-acetil-muramil-L-ala-
nil amidasa) (12).

Medios de cultivo. Un medio sintético
(C) que contiene hidrolizado de caseína
(5, 10) se empleó en todos los experimen­
tos. Normalmente contiene un tampón
fosfato a una concentración final de
0,05 M con un valor inicial de pH de 8.
En la mayor parte de los experimentos
descritos aquí, el medio C fue tamponado
con Tris-hidroxi motil amino metano

(TRIS) a una concentración final de
0,05 M con un valor inicial de pH 8.

La multiplicación de los cultivos fue
medida por turbidimetría empleando un
nefocolorímetro Coleman Mod. Júnior (6).
Las unidades nefelométricas arbitrarias
(N) del aparato fueron calibradas deter­
minando las correspondientes unidades
formadoras de colonias (UFC) de la bac­
teria (1 N = 2,5 X 10s células/ml). La via­
bilidad fue determinada por métodos ha­
bituales de siembra en placas de agar (6).

Antibióticos. Benzylpenicilina (E. R.
Squibb and Sons, N. Y.) y beta-cloro-D-
alanina obtenida del Dr. James Manning,
de la Universidad Rockefeller.

Otros métodos. El procedimiento de
sensibilización de S. pneumoniae a la en­
zima autolítica añadida al medio («cura­
ción fenotípica») ha sido descrito en de­
talle por Tomasz y Waks (15). La prepa­
ración de las paredes celulares marcadas
radiactivamente con (metil-H3) colina
(4,22 Ci/mmol) así como su obtención y
purificación (7), la preparación de autoli­
sina electroforéticamente pura (3) y el mé­
todo de ensayo de dicha autolisina (2) han
sido descritos previamente. El método de
marcado de las proteínas intracelulares de
S. pneumoniae con 1-(G-H;1) fenil-alanina
(10 Ci/mmol, 2-5 /zCi y 6 /xg/ml de medio)
también ha sido publicado recientemen­
te (4).

Resultados

El medio de cultivo empleado habitual­
mente en nuestro laboratorio para la mul­
tiplicación de 5. pneumoniae es un medio
semisintético descrito por Tomasz (10) y
ampliamente usado en la literatura (6, 8).
Este medio de cultivo está habitualmente
tamponado con fosfato (50 mM); la modi­
ficación fundamental introducida consis­
tió en sustituir el fosfato por TRIS
(50 mM) como tampón del medio de
cultivo de S. pneumoniae. El planteamien-



AUTOLIS1NAS Y ANTIBIÓTICOS /t-LACTÁMICOS 165

Fig. 1. Respuesta de S. pneumoniae (RJ mul­
tiplicándose en medio tamponado con TRIS o

con fosfato frente a penicilina.
Células de neumococo (5 X 10’ UFC/ml) en
medio C tamponado con TRIS (•----•) o con
fosfato (A--------A) recibieron penicilina (0,1
U/ml) (J,). Un tercer cultivo fue multiplicado
en medio tamponado con TRIS y antes de aña­
dir la penicilina fue centrifugado y resuspen­
dido en el mismo medio tamponado con fos­
fato (O---- O). Las variaciones de densidad del

cultivo se siguieron por nefelometría (N).

to experimental dio lugar a una clara res­
puesta antibiótico-tolerante en 5. pneumo­
niae (fig. 1) y que se hace patente en la
estirpe Ro, multiplicándose en medio tam­
ponado con TRIS o con fosfato, frente
a diferentes concentraciones de penicilina
o beta-cloro-D-alanina (fig. 2). De esta
figura se deduce claramente que el tam-
pón TRIS no altera la viabilidad celular,
y el efecto lítico en medio tamponado con
fosfato resulta sustituido por una simple
inhibición de la multiplicación bacteriana
cuando el medio de cultivo está tampona­
do con TRIS.

A diferencia de lo que sucede en las
condiciones de tolerancia hasta ahora des­
critas (empleo de mulantes autolisín-defi-
cientes, células-EA y efecto protector del
pH), lo que hace a estas nuevas condicio­
nes de tolerancia particularmente intere­
sante es la fuerte protección que propor­
cionan frente al efecto bactericida, indu­

cido por los antibióticos que actúan a ni­
vel de pared. La multiplicación de S. pneu­
moniae en medio tamponado con TRIS
o con fosfato, alcanza una concentración
celular de 8 X 107 células y recibe dife­
rentes concentraciones de penicilina. La
pérdida de viabilidad en medios tampona-

CLORO-ALANINA

Fig. 2. Efecto de dos antibióticos inhibidores
de la síntesis de pared sobre cultivos de
S. pneumoniae (RJ multiplicándose en medio

tamponado con TRIS o con fosfato.
Cultivos de neumococo en fase exponencial de
multiplicación (5 X 10’ UFC/ml) en medio C
tamponado con TRIS o con fosfato recibieron
diferentes dosis de penicilina (U/ml) o de beta-
cloro-D-alanina (/ig/ml) y se siguieron las va­
riaciones de densidad de los cultivos por nefe­
lometría (N). En todos los casos se incluyeron
cultivos controles (•) que no recibieron anti­

bióticos.
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enzima (penicillin binding protein) que in­
terviene en el metabolismo de la pared
celular (14) puesto que las células presen­
tan los efectos morfológicos característi­
cos producidos por la penicilina (forma­
ción de bulges) (1).

La figura 5 A muestra los resultados de
incubar paredes radiactivas obtenidas a
partir de células que se multiplican en me­
dio tamponado con TRIS, en presencia de
H'-colina, con cantidades variables de ex­
tractos crudos procedentes de células mul­
tiplicándose en medio tamponado con
TRIS o fosfato. En la figura 5 B se ensa­
yaron paredes radiactivamente marcadas
obtenidas a partir de células multiplicán­
dose en medios tamponados con fosfato
frente a ambos tipos de extractos celula­
res. Los resultados muestran que las cé­
lulas multiplicándose en TRIS poseen una
actividad autolítica normal y que sus pa­
redes presentan una sensibilidad también
normal, frente a las autolisinas obtenidas
a partir de R„.

Cuando un mulante defectivo en la

Fig. 3. Respuesta de S. pneumonías (RJ fren­
te a la muerte celular y a la tisis inducida por
penicilina en medio tamponado con TRIS o

con fosfato.
Células de neumococo en fase exponencial de
multiplicación (7.5X10T UFC/ml) en medio C
tamponado con TRIS (-------- ) o con fosfato
(----- ) recibieron penicilina a la concentración
mínima inhibidora (0,02 U/ml; A, O) o a una
concentración superior (0,1 U/ml; A, •). Las
variaciones en las densidades de los cultivos
fueron seguidas por nefelometría (N) y el nú­
mero de células viables fue determinado por

recuento en placa (UFC/ml).

Fig. 4. Multiplicación de S. pneumonías (RJ
en medio C tamponado con TRIS (5 x 107 UFC

por mi).
Recibió penicilina (0,1 U/ml) y se incubaron
a 37° C durante 3 horas; en ese momento se
observaron y fotografiaron con un microscopio

de contraste de fases (X 6.500).

dos con TRIS resulta mucho más lenta
(fig- 3).

En la tolerancia por el empleo de TRIS
el antibiótico alcanza su objetivo meta-
bólico normal (fig. 4), probablemente una 
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Fig. 5. Cinética de la degradación de pare­
des de S. pneumoniae obtenidas en medio

tamponado con TRIS o con fosfato.
Paredes de pneumoniae (R„) multiplicándose
en medio C tamponado con TRIS (A) o con
fosfato (B> fueron marcadas con (’Hf-colina
(radiactividad total 10'' cpm;100 /d), purificadas
(7) e incubadas con diferentes concentraciones
de crudos de autolisina (■,  = 5 /d; A, A =
20 /d; O, O = 100 /d) obtenidos a partir de
células multiplicándose en medio C tamponado
con TRIS (H. A, •) o con fosfato (□, A, O).
La degradación de las paredes fue seguida por
la liberación de radiactividad no precipitable
por ácido tricloroacético en el sobrenadante (3).

autolisina. Este tipo de «curación fenotí-
pica» requiere cantidades sensiblemente
superiores de autolisina para poder poner
de manifiesto una actividad bacteriolítica
y bactericida en células que se multiplican
en medios tamponados con TRIS (fig. 6).
Otro hecho a destacar es que este diseño
experimental permite separar claramente
el efecto bacteriolítico y bactericida y de­
mostrar que la muramil-amidasa desem­
peña, al menos parcialmente, un papel di­
recto en la muerte celular inducida por
penicilinas.

El efecto lítico inducido por antibióti­
cos beta-lactámicos se pone normalmente
de manifiesto por las variaciones en densi-

principal autolisina (N-acctil-muramil-L-
alanil amidasa) presente en 5. pneumoniae
se utiliza en un experimento similar al
descrito en la figura 3 se observa (datos
no presentados) que este mutante multi­
plicándose en tampón TRIS presenta una
clara resistencia al efecto bactericida in­
ducido por antibióticos /3-Iactámicos a di­
ferencia de lo que sucede cuando el medio
se tampona con fosfato. A través de este
mutante Tomasz eí al. (15) han descrito un
fenómeno consistente en que la respuesta
bacteriostática que dicho mutante presen­
ta frente a moléculas yS-lactámicas puede
ser convertida en bacteriolítica al añadir
autolisina pura o extractos crudos de la 

Fig. 6. ■ Respuesta de un mutante de S. pneu­
moniae (CW-1) deficiente en autolisina, mul­
tiplicándose en medio tamponado con TRIS o
con fosfato, frente a un tratamiento secuen-

cial con penicilina y autolisina.
Células de CW-1 en fase exponencial de mul­
tiplicación (5 X 107 UFC/ml) en medio C tam­
ponado con TRIS (----- ) o con fosfato (----- ),
recibieron 0.1 U/ml, de penicilina (Y) y des­
pués de 15 minutos de incubación a 37° C se
dividió el cultivo en 3 porciones que recibieron
(|) diferentes concentraciones de autolisina elec-
troforéticamente pura (3); 1 ¡A (♦, O); 10 pl
(•, O) y 40 ¿d (■, □). Cultivos controles reci­
bieron sólo autolisina (A, A) o penicilina (▼, V).
A diferentes tiempos después de añadir el anti­
biótico, la enzima o ambos se controlaron las
variaciones de densidad de los cultivos (A) y
las modificaciones en la viabilidad celular (B).
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Fig. 7. Liberación de CH)-fenil-alanina a par­
tir de células de mutante de S. pneumonías
(CW-1) multiplicándose en medio tamponado
con TRIS o con fosfato como respuesta al

tratamiento con penicilina y ¡o autolisina.
Células de CW-l multiplicándose en medio C
tamponado con TRIS (-------- ) o con fosfato
( - — ) fueron marcadas con (3H)-fenil-alanina,
centrifugadas, lavadas y resuspendidas en los
respectivos medios sin isótopo radiactivo. A una
concentración celular de 7,5 X !0T UFC/ml, el
cultivo recibió 0,l U/ml de penicilina y se
dividió en varias alícuotas a las cuales se aña­
dieron 20 /d (•, O) de autolisina electroforé-
ticamente pura y cultivos controles que reci­
bieron sólo penicilina (■, □) o ni penicilina
ni autolisina (A, A). La liberación de proteí­
nas íntracelulares marcadas fue determinada
tomando muestras a diferentes tiempos, centri­
fugando (6.000 X g) y determinando la radiac-

ticidad en los sobrenadantes.

dad celular determinada por métodos óp­
ticos (nefelometría, densidad óptica, etc.);
sin embargo, en experimentos en los que
se emplea la estirpe autolisina-defectiva
la lisis del cultivo queda suprimida en
presencia de tales antibióticos; por el con­
trario, la liberación al medio de cultivo
de proteínas de localización exclusiva­
mente intracelular (4) en S. pneumoniae
(proteínas marcadas radiactivamente con
fenil-alanina) se produce de forma apre­
ciable en presencia de penicilina en me­
dio tamponado con fosfato mientras que 

tal liberación es notablemente reducida
cuando el medio fue tamponado con
TRIS (fig. 7). Esta diferencia en la libera­
ción de proteínas Íntracelulares se pone
de manifiesto cuando células multiplicán­
dose en presencia de uno u otro tampón
fueron «curadas fenotípicamente» por la
adición de autolisina exógena.

Discusión

El papel fundamental que la N-acetil-
muramil amidasa de S. pneumoniae de­
sempeña en la muerte por lisis de esta
bacteria en presencia de penicilina y otros
antibióticos que actúan a nivel de síntesis
de pared bacteriana, ha sido ampliamente
documentado por la literatura (ll, 13).
Sin embargo, la tasa de disminución de la
viabilidad es mucho más rápida que la
lisis del cultivo y este efecto bacteriostá-
tico se elimina tan sólo muy parcialmente
cuando se producen las denominadas con­
diciones de tolerancia bacteriana descri­
tas en la literatura, bien sea mediante la
manipulación bioquímica de la célula (cé-
luIas-EA) (2), el uso de mutantes que ca­
recen de autolisina (células cw-l) (15) o
a través del empleo de determinadas con­
diciones fisiológicas (pH) (6). La inhibi­
ción de la síntesis de proteína durante el
tratamiento de S. pneumoniae con peni­
cilina protege frente a la lisis y frente a
la pérdida de viabilidad; ello sugiere que
la protección incompleta contra la pérdi­
da de viabilidad en las condiciones de
«tolerancia» señaladas podría ser conse­
cuencia de la existencia de un sistema
autolítico incompletamente inhibido (14).

Las condiciones descritas en este tra­
bajo permiten hablar de un método de
protección tanto contra la lisis como con­
tra la pérdida de viabilidad de S. pneu­
moniae tratada con penicilina. Tanto la
estirpe salvaje como un mutante defectivo
en autolisina se multiplican en medio tam­
ponado con TRIS con tasas de multiplica­
ción que no se diferencian de las que apa­
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recen en medios tamponados con fosfato.
Asimismo, las variaciones del pH de am­
bos medios de cultivo son muy similares
(datos no presentados) con lo cual se ex­
cluye la posibilidad de cualquier efecto
del pH descrito previamente (1, 6).

El mecanismo de tolerancia en las con­
diciones experimentales aquí descritas no
resulta todavía aclarado, aunque se ha
demostrado que la afinidad de la autoli-
sina de S. pneumoniae por las paredes ob­
tenidas a partir de células multiplicándose
en medios tamponados con TRIS parece
normal frente a las autolisinas obtenidas
a partir de RG, así como que tales bacte­
rias contienen una enzima autolítica tam­
bién normal (fig. 5). Resultados prelimi­
nares apuntan hacia una variación en la
composición de membrana y/o a varia­
ciones cuantitativas en el contenido de
determinados componentes de la pared
celular.

Aún más interesante es el hecho de que
cuando el muíante defectivo en autolisina
se cultivó en medio tamponado con TRIS
y se trató con penicilina, u otros inhibi­
dores de pared, se indujo la lisis y la pér­
dida de la viabilidad celular (fig. 6) por
adición al medio de cultivo de autolisina
purificada. Como ya se sabe (15), sin tra­
tamiento paralelo con antibiótico, la auto­
lisina no tiene efecto sobre la multiplica­
ción bacteriana.

Cabe destacar que las concentraciones
de autolisina exógena necesaria para in­
ducir la lisis del mutante tratado con pe­
nicilina son alrededor de 5 veces más ele­
vadas si la bacteria se multiplica en medio
tamponado con TRTS; y que la tasa de
disminución de la viabilidad y de la lisis
son proporcionales a la concentración re­
lativa de autolisina exógena.

Finalmente, el medio protector aquí des­
crito ha permitido poner a punto un pro­
cedimiento (fig. 6) que muestra una mayor
sensibilidad que los métodos ópticos usa­
dos comúnmente, para detectar posibles
daños (p. ej.» lisis) en las estructuras pe­
riféricas ocasionadas por el tratamiento 

de las células con antibióticos beta-lac-
támicos.

Las observaciones descritas en este tra­
bajo representan la primera evidencia ex­
perimental directa de que las autolisinas
están implicadas, al menos parcialmente,
en el efecto bactericida inducido por la
penicilina y otros antibióticos bcta-lac-
támicos.
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Resumen

Se estudia el fenómeno de «tolerancia anti-
biótica» y se crean nuevas condiciones experi­
mentales para producir dicho fenómeno en
Streptococcus pneumoniae, frente a penicilina
y beta-cloro-D-alanina. Con el empleo de tri-
hidroximetil aminometano como lampón del
medio de cultivo, en lugar de fosfato, se logra
una fuerte protección de las bacterias frente
al efecto bactericida inducido por la penicilina.

Por otra parte, mediante el uso de un mutan­
te defectivo en la autolisina mayoritaria pre­
sente en pneumococos se llega a la conclusión
de que estos enzimas están, al menos parcial­
mente, implicados en el efecto bactericida in­
ducido por las moléculas beta-lactámicas.
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