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RESUMEN

Objetivo. Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del actinomiceto marino cepa 13A-2 frente a enterobacterias productoras
de B-lactamasas aisladas de pacientes con infecciones urinarias. Material y Métodos. Mediante la técnica de doble capa
se selecciono el actinomiceto con la mayor actividad antagonista frente a 16 enterobacterias de los géneros Klebsiella sp.,
Proteus sp. y E. coli, productoras de betalactamasas de pacientes con infeccion urinaria del Instituto Materno Perinatal de
Lima. La cepa 13-A2, aislada de una esponja marina colectada del litoral peruano, fue identificada molecularmente por
amplificacion del gen que codifica ARNr 16S La naturaleza peptidica del antimicrobiano se determin6é mediante las técnicas
de Bradford, Qubit fluoremeter, PAGE-SDS y HPLC. Se logré cuantificar la produccién del antimicrobiano utilizando un
nuevo medio de cultivo propuesto por el autor el cual fue comparado con caldo marino Resultados. El actinomiceto 13-
A2 fue identificado como Streptomyces sp. el cual inhibi6 todas las enterobacterias productoras de betalactamasas. En el
nuevo caldo denominado ECOLINO 322 la actividad antibacteriana se ve maximizada en comparacion al caldo marino. La
cuantificacion de proteinas indico la presencia de 15 mg/mL y la PAGE- SDS evidencio la presencia de 5 bandas con pesos
moleculares entre 40 y 50 KDa. El andlisis HPLC nos permitié confirmar la presencia de mas de 4 compuestos con tendencia
a la no polaridad. Conclusiones. Los actinomicetos marinos representan una fuente de metabolitos bioactivos que deben
ser investigados para combatir la resistencia bacteriana de antibidticos betalactamicos.
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ASSESSMENT OF CAPACITY ANTAGONIST OF AN ANTIMICROBIAL
PRODUCED BY Streptomyces SP CEPA 13A-2 FRONT RESISTANT
MICROORGANISMS B-LACTAM HOSPITAL WASTE

ABSTRACT

Objective. To evaluate the in vitro antimicrobial activity of marine actinomycete strain 13A-2 against enterobacteria producing
B-lactamases isolated from patients with urinary tract infections. Material and Methods. Using the technique of double layer
actinomycete is selected with the highest antagonistic activity against 16 Enterobacteriaceae Klebsiella sp., Proteus sp.
and E. coli, beta-lactamase-producing patients with urinary infection Maternal Perinatal Institute of Lima. The strain 13-A2,
isolated from a marine sponge collected from the Peruvian coast, was identified molecularly by amplification of the gene
encoding 16S rRNA the peptidic nature of the antimicrobial was determined by techniques Bradford, Qubit fluoremeter,
SDS-PAGE and HPLC. It managed to quantify the production of antimicrobial using a new culture medium proposed by
the author which was compared with marine broth. Results. Actinomycete 13-A2 was identified as Streptomyces sp. which
he inhibited all lactamase producing Enterobacteriaceae. In the new called ECOLINO 322 broth antibacterial activity is
maximized compared to the marine broth. Protein quantitation indicated the presence of 15 mg / ml and SDS-PAGE showed
the presence of 5 bands with molecular weights between 40 and 50 KDa. HPLC analysis allowed us to confirm the presence
of compounds with more than 4 tendency nonpolarity. Conclusions. Marine actinomycetes represent a source of bioactive
metabolites that should be investigated to combat bacterial resistance to beta-lactam antibiotics.

Key words: Marine actinomycetes; B-lactam resistant; Antagonism; Streptomyces (Source: MeSH NLM).

ARTICULO ORIGINAL

INTRODUCCION

A nivel mundial la resistencia antimicrobiana es un
problema de salud que compromete la prevencion
y el tratamiento eficaz de las infecciones, causadas
principalmente por las bacterias, constituye una amenaza
creciente que se extiende a escala internacional '. El
mecanismo de resistencia a los betalactamicos mas
comun e importante, en las bacterias gramnegativas

es la produccién de enzimas betalactamasas, entre
ellas la de espectro extendido (BLEE) que tienen la
capacidad de hidrolizar y causar resistencia a penicilinas,
cefalosporinas y monobactamicos, siendo inhibidas por el
acido clavulanico y las AmpC que no son inhibidas por
el acido clavulanico?. Los microorganismos productores
de BLEE pueden causar infecciones que presentan una
elevada mortalidad. El tratamiento inadecuado de esas
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infecciones puede aumentar aun mas la mortalidad. Una
alternativa terapéutica para estos microorganismos son
los antibiéticos no betalactamicos y los carbapenemes.
Sin embargo, la diseminacion de los microorganismos
productores de carbapenemasa (principalmente a causa
de un deficiente control de infecciones) amenaza la utilidad
a largo plazo de esta clase de farmacos. Es necesario
desarrollar nuevos antibidticos que posean actividad
frente a los microorganismos productores de BLEE 3.

Por otro lado los microorganismos marinos como los
actinomicetos se han convertido en un importante punto
de estudio en la busqueda de nuevos antimicrobianos.
El océano cuenta con un enorme potencial para dar
lugar a nuevas curas para enfermedades infecciosas, el
descubrimiento de farmacos naturales de los océanos del
mundo se ha acelerado por la singularidad quimica de
los organismos marinos y por la necesidad de desarrollar
nuevas alternativas de tratamiento para las infecciones
dificiles de curar, debido a la gran resistencia de los
microorganismos “®. La presente investigacion tiene por
objetivo evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del
actinomiceto marino cepa 13A-2 (aislada de una esponja
marina) frente a bacterias patdégenas productoras de
B-lactamasas aisladas de pacientes con infecciones
urinarias y caracterizar preliminarmente los compuestos
antimicrobianos.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de Estudio: se elaboré un estudio analitico,
Observacional, prospectivo.

Poblacién: Constituida por 27 actinomicetos antagonistas
recuperados de invertebrados marinos (espongas
calcareas, erizos y conchas de abanico) colectados del
litoral peruano (Paracas, Mancora y Tumbes), Cepas
Testigo, cepas de referencia de American Type Culture
Collection (ATCC): Escherichia coli ATCC 25922 'y
Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Enterobacterias
(16) productoras de B Lactamasas aisladas de pacientes
con infecciones urinarias en el Instituto Nacional Materno
Perinatal.

Metodologia:

1. Seleccion del mejor actinomiceto antagonista.

El ensayo de antagonismo entre los 27 actinomicetos
y las cepas de referencia ATCC, se realizé mediante el
método de “doble capa” "8. Se inoculd 50 ul de cepas
testigo (escala 0,5 de MacFarland) en 5mL de caldo
Tripticasa Soya semisélido (0,75 % agar agar) después
de una breve homogenizaciéon se agregd a modo de
“segunda capa” sobre los cultivos del actinomiceto,
se dejo solidificar 10 minutos y se incubd a 30°C por
24 h. Al cabo de este tiempo se realizé las lecturas
correspondientes mediante la medida de los halos de
inhibicion (diametro en mm).

2. Caracterizacion fenotipica y genotipica de la cepa
seleccionada

2.1Se evalud el crecimiento del microorganismo
elegido sobre los medios Agar Marino, Agar
Czapeck, Agar Winosgrasky, Agar Ashby y Agar
Extracto de Levadura y Manitol (YEM) y el nuevo
medio de cultivo, denominado medio ECOLINO
322.

22Se evalub la actividad degradativa sobre
carbohidratos como: glucosa, sacarosa, galactosa,
maltosa; la accion de diferentes aminoacidos
como arginina, lisina, fenilalanina y triptéfano, y
la capacidad enzimatica sobre sustratos como
almidén (10 g/L), Tween 80 (10 mL/L), caseina
(100 mL/L), lecitina (10 g/L), celulosa (10 g/L) ,
gelatina (5 g/L ) en el caso de DNA se evalud con
el medio DNase Test Agar w/Toluidine Blue. Las
pruebas se realizaron por triplicado. Se utilizé la
coloracion Gram para la observacion de esporas y
estructuras miceliales.

2.3 EIADN se extrajo utilizando un equipo comercial de
purificacion Wizard Genomics (Promega, Madison,
EE.UU) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR) se amplificé el gen que codifica ARNr 16S
con un termociclador Multigene Gradient (Labet
International INC., Woodbridge, NJ, EE.UU). Los
productos de PCR se secuenciaron utilizando los
servicios comerciales de Macrogen INC (Sedul,
Corea). Las secuencias obtenidas se compararon
con las depositadas en |la Base de Datos del NCBI
utilizando el programa BLAST (Basic Alignment
Search Tool).

3. Pruebas de antagonismo del actinomiceto frente a
enterobacterias productoras de B-lactamasas
La capacidad antagonista del actinomiceto
seleccionado se realizdé mediante la técnica de bicapa,
enfrentandolo contra 16 enterobacterias productoras
de B-lactamasas de espectro extendido provenientes
de pacientes con infecciones urinarias en el Instituto
Nacional Materno Perinatal.

4. Caracterizacion de compuestos antibacterianos
Para identificar el compuesto o metabolito productor
del antibidtico el actinomiceto elegido se reproduce
por un proceso fermentativo. En matraces de 100
mL se colocd 25 mL de Caldo Marino, inoculando la
cepa en estudio y dejando a 250 rpm durante 48 h
(caldo iniciador o “estarter”). El proceso fermentativo
se realizd en matraces de 500 mL conteniendo
respectivamente Caldo Marino simple, Caldo Marino
compuesto y el caldo ECOLINO 322. A cada medio se
le adicion6 125 mL del caldo “starter”. Este proceso
fue evaluado durante 12 dias a 250 rpm de agitacién
y temperatura ambiente (20 - 22°C como promedio).
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Para saber si los sobrenadantes recuperados
poseen actividad antibacteriana los cultivos fueron
centrifugados a 5 000 rpm durante 25 minutos.
La actividad antimicrobiana se evalu6 mediante la
prueba de pocillos, para lo cual los sobrenadantes
fueron tamizados sobre gasa estéril y luego filtrados
utilizando membranas y filtros Millipore, ambos de
0,45 um de porosidad. Estos sobrenadantes libres de
células se guardaron en refrigeraciéon (4°C) para los
ensayos posteriores *1°.

a) Evaluacion de proteinas

Se determiné cualitativamente la presencia de
proteinas en los sobrenadantes con actividad
antimicrobiana mediante la técnica de Bradford
siguiendo las recomendaciones de Alvarez',
se mezclaron 50 yL de la solucion de trabajo
(sobrenadantes con actividad antimicrobiana)
con 250 pL del reactivo Bradford, se dej6 reposar
por 2 minutos y se evidencid cualitativamente la
presencia de proteinas por la presencia de una
coloracién azulina. La cuantificacion de proteinas
se realiz6 mediante técnica colorimétrica utilizando
el equipo Qubit Fluorometer (INVITROGEN) .
Este equipo viene con un software incorporado
que permite hacer la deteccién de absorbancia
directamente. Esta prueba fue realizada en el
laboratorio de Virologia del Instituto Nacional de
Salud (INS) sede Jesus Maria 2.

La muestra tomada fue la que tenia 8 dias de
fermentacién tanto en el Caldo Marino como en
el medio ECOLINO 322. Se prepararon dos viales
(eppendorf) agregando 190 pl de buffer y 10 pl
del kit estandar. A otros cuatro eppendorf se tomo
180 pl de buffer y se completé con 20 ul de cada
muestra, incluyendo los 2 caldos de 8 dias de
fermentacion, uno de suero, como patrén negativo,
y un control negativo.

b) Electroforesis en geles de poliacrilamida-
dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS)

Para cuantificar, comparar y caracterizar las
proteinas se utilizé la técnica de elctroforesis. Los
sobrenadantes de 8 dias de fermentacion fueron
tratados a 100°C por 4 min con excepcion de
los 2 ultimos carriles. La preparacion del gel se
realizé en condiciones reductoras (4 y 15%) con
SDS 0,1 %. Los voltajes fueron primero de 80V
por 10 min y luego a 160V por 20 min. El revelado
se realizé utilizando 2 tinciones conocidas, en la
primera se dej6é por 60 minutos con el colorante
Azul de Coomassie, luego se decoloré con la
mezcla metanol-acido acético, se dejé 15 minutos
nuevamente con el colorante y finalmente se fija
con &cido acético. En la segunda tincion se utilizd
el colorante Nitrato de Plata, para esto previamente
se fija el gel con &cido acético por 30 minutos y
luego se agrego el nitrato de plata por 30 minutos.

Los marcadores fueron 6, con pesos moleculares
de 97, 66, 45, 31, 21 y 14 KD. En cada carril se
colocé 15 pl de muestra, en el carril 1 se colocaron
los patrones y a partir del 2do al 10mo carril se
colocaron los sobrenadantes.

c) Caracterizacion de los antimicrobianos utilizando

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC).
Para caracterizar los antimicrobianos mediante
HPLC fue necesario comprobar la actividad
antimicrobiana de los sobrenadantes, el mismo
que fue tamizado, centrifugado y filtrado; probando
su actividad antimicrobiana de los dias 3,5y 8 de
fermentacién. Esta actividad se realizd mediante
técnica en pocillos. Después se procedié al
analisis mediante HPLC Modelo ELITE LaChrom,
con bombas de presion Hitachi L-2130. Se colocé
1mL de las muestras en cada vial. Las condiciones
fueron las siguientes: Columna fase reversa: Rp-
18; Temperatura columna: 25°C, con volumen de
inyeccion: 250 pL, proceso isocratico, fase movil:
Metanol HPLC, flujo: 1mL/min, tiempo de corrida:
40 min y longitud de onda de deteccion: 254nm.
Este ensayo se realizé en el laboratorio de Analisis
Instrumental de Instituto del Mar del Pera IMARPE
con sede en Callao.

RESULTADOS

1. Seleccion del mejor actinomiceto antagonista.

De los 27 actinomicetos evaluados la cepa 13A-2
logré mayores porcentajes de inhibicién contra E. coli
ATCC 25922, con actividades de hasta el 61% y contra
la cepa testigo S. aureus ATCC 25923 el porcentaje
de inhibicion fue 74%, siendo seleccionada para el
presente estudio.

. Caracterizacion fenotipica del actinomiceto 13A-2.

El actinomiceto 13A-2 demostr6 ser Gram positivo
con formacién de abundantes hifas a partir del 4to dia
de crecimiento. La cepa seleccionada, pudo crecer
en todos los medios de cultivo utilizados. Asi, se
evidencié un mejor desarrollo en los medios Marino,
YEM y Ashby, donde se pudo observar colonias
mas consistentes y de mayor tamano; en los medios
TSA, Czapeck y Winogradsky y ECOLINO 322 el
crecimiento fue moderado. Respecto al metabolismo
sobre fuentes nitrogenadas, la cepa en estudio fue
capaz de asimilar aminoacidos polares como lisina
y arginina, sin embargo, en el caso de aminoacidos
no polares como fenilalanina y triptéfano, esta
actividad no fue evidente. Ademas la cepa 13A-2
puede asimilar diferentes sustratos, demostrandose
asi su alta versatilidad bioquimica, puede degradar
biopolimeros tales como péptidos, polisacaridos y
aceites, produciendo amilasas, caseinasas, esterasas,
colagenasas y lecitinasas.
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M. tuberculosis NCTC 7416 H37R
M. bovis BCC str.Pasteur 1173P
R. equi ATCC 33707

N. asteroides ATCC 23824

C. genitalium ATCC 33034

8. flavogriseus ATCC 33331

3. glodisporus

S. griseus ATCC 10187

s. DSM 40058

r griseorubiginosus ISP 5489
S. canus NRRL B 1889
— S. lanatus NBRC 12787
S. regensis NRRL B-11478
S. scabiei ATCC 49173
S. ri JCM 4867

5. variabilis JN180216
5. labedas IFO 15864
_[~S. grisecrubens CSSPSB8

Figura 1. Arbol filogenético donde se resalta que la cepa en estudio pertenece al género Streptomyces; sin embargo, se
trataria de una nueva especie no registrada hasta la actualidad.

Identificacion genotipica de la cepa de a 100% hasta mayores de 150%. Se comprobé que
actinomiceto13A-2. las colonias del actinomiceto 13A-2 crecidas sobre el

medio ECOLINO 322 tuvieron un tamafio igual o menor
Mediante la amplificacion del gen que codifica ARNr que en Medio Marino, sin embargo las actividades
16s y el posterior secuenciamiento nos arrojé que la antimicrobianas fueron notoriamente mayores sobre
cepa 13A-2 pertenece al género Streptomyces sp. y al el primer medio, por lo que los nutrientes presentes
parecer se trataria de una nueva especie. en este medio estan influenciando positivamente la

produccion de antimicrobianos.

3. Pruebas de antagonismo de la cepa 13A-2 frente a
bacterias B-lactamico-resistentes

gy e P O

El actinomiceto 13A-2 mostré6 buena actividad pes || —
antagonista contra las 16 cepas [-lactamico- = =
resistentes, con halos de actividad que alcanzaron

hasta 46 mm de diametro en Agar Marino, siendo % | 508 a4
la cepa Klebsiella sp. BLEE que mostraron mayor TS 1153
resistencia a la inhibicién. Sin embargo, estas mismas T T
fueron inhibidas en mayor porcentaje cuando las T W =
evaluaciones se realizaron en el medio ECOLINO e =
322. Dicha mejoria fue notoria contra todas las cepas = = o

B-lactamico-resistentes; ya que en todas las pruebas
los porcentajes de inhibicion aumentaron desde
unos pocos 12 mm en Agar Marino a unos 22 mm de
diametro en el medio ECOLINO 322.

22 T2z 154.%

2 636 190,75

22 sls8 63,6

. o . 12 66,6 189,56
Los porcentajes de inhibicion evaluados mediante

las pruebas de bicapa en el medio ECOLINO 322 * o =
superaron el 60% en todos los casos y en 10 de las = - —
16 cepas enfrentadas; este porcentaje se elevd por =L =
encima del 75%, llegando en algunos casos hasta el 17 | 764 858
84,2 % de inhibicién. En cambio, los resultados en ® | e 00
Agar Marino fueron distintos, donde 15 de las 16 cepas FO T i

resultaron con porcentajes menores o iguales al 50%.
Por esto se observé un mejor rendimiento en EcoLino

a5 826 106.5

322 con un aumento de porcentajes por encima de Figura 2. Porcentaje de inhibicion comparativa de la
200 % contra la cepa Klebsiella sp. BLEE. En el caso actividad antagonista de la cepa 13A-2 contra -lactamico-
de las cepas E. coli BLEE mejoraron desde menores resistentes
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4. Caracterizacion compuestos antibacterianos
Después de los 12 dias de fermentacién de la cepa
13A-2 en los diferentes medios de cultivo se obtuvo que
de los 3 caldos utilizados fue el Caldo Marino simple
y el caldo ECOLINO 322 (nuevo) los que demostraron
una mayor concentracién de antimicrobianos a
diferencia del Caldo Marino compuesto, siendo este
ultimo donde no se observé halos de actividad. Fue
muy evidente esta actividad de los sobrenadantes
contra las cepas referenciales E. coli 25922 ATCC y
Staphylococcus aureus ATCC 25923, con una mayor
inhibicion sobre esta ultima cepa testigo.

La evaluacién antimicrobiana de los sobrenadantes
de la cepa 13A-2 frente a las 16 cepas testigo
B-lactamico-resistentes de origen clinico arrojo
resultados confirmatorios de las pruebas anteriores.
Los resultados mostraron halos de inhibicion mayores
en las cepas E.coli BLEE en comparacién con Proteus
sp. Ampc y Kilebsiella sp. BLEE, con halos de hasta
21 mm en el primer caso mientras que contra Proteus
sp. Ampc fue de 15 mm. Por otro lado, mediante la
técnica en pocillos se confirmoé que la produccion de
los antimicrobianos ocurren a partir del quinto dia de
fermentacion. Esto es usando elcaldo ECOLINO 322
como medio de crecimiento de la cepa 13A-2.

e

Figura 3. Comparaciéon de la actividad antimicrobiana
de los sobrenadantes de la cepa 13A-2 (flecha) contra
B-lactamico resistentes. Halos de 14 mm contra Proteus
sp. Amp C (A). Halos de 22mm contra E. coli BLEE (B) y
otra cepa E. coli BLEE (C) con halos de 17mm.

3. Caracterizaciéon de compuestos antimicrobianos
Con la seleccioén del caldo marino simple y ECOLINO
322 como los mejores medios de fermentacion para
obtener actividad antimicrobiana considerable se
procedio a evaluar dichos compuestos.

A. Evaluaciéon cualitativa y cuantitativa de
proteinas
Mediante la técnica de Bradford se pudo determinar
cualitativamente la presencia de proteinas en los
sobrenadantes de 5 y 8 dias de fermentacion, los
cuales presentaban halos de inhibicion, pero no en
los sobrenadantes de 3 dias, aquel que no presento
halos de inhibicion, reforzando asi la idea de que
se ftrataria de compuestos antimicrobianos de

naturaleza proteica. La cuantificaciéon de péptidos
en los sobrenadantes de 8 dias con actividad
antimicrobiana, es decir los que mostraron halos
de inhibicidn, arrojé una concentracion de 7 pg/mL
de proteinas totales. Debido a que nuestro caldo
en su forma natural presenta un color rojizo, este
arroja un valor cuando se hace la lectura con Qubit
fluorometer, aun cuando no tiene ningun dia de
fermentacién, por ello el valor de concentracion
final se halld6 restando al sobrenadante en el
tiempo de 8 dias de fermentacion, el valor obtenido
del sobrenadante de 0 dias.

. Electroforesis en geles de poliacrilamida-

dodecil sulfato de sodio (PAGESDS)

Mediante PAGE-SDS se pudo apreciar la presencia
de 5 bandas en el carril 10, que fue uno de los
2 carriles donde no hubo tratamiento con calor
(95°C). Los pesos moleculares de estas bandas
se calcularon entre 40 y 50 KDa. El carril 10 nos
permite diferenciar 2 bandas que se encuentran
notoriamente definidas con respecto a las otras 3
que se ven muy tenues y las cuales no se aprecian
en los carriles que se trataron con calor (del 1 al 8).

. Caracterizacion preliminar de los

antimicrobianos  utilizando  cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC).

Debido a que los extractos crudos obtenidos no
presentaron actividad antimicrobiana como se
ha demostrado en los ensayos mediante técnica
de pocillos, se trabajéo con los sobrenadantes
ya que estos si presentaron buena actividad
tanto contra las cepas ATCC como contra las
B-lactamico-resistentes; por lo tanto se realiz6 la
caracterizacion de estos compuestos los cuales
tenian el antecedente de presentar 5 péptidos en
PAGE-SDS.

El analisis HPLC nos permiti6 confirmar la
presencia de mas de 4 compuestos con tendencia
a la no polaridad.A continuacion se muestran los
cromatogramas de cada sobrenadante evaluado.
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Figura 4. Cromatograma en 3D de los sobrenadantes de
8 dias de fermentacion. Los picos representan la cantidad
de compuestos presentes en la muestra evaluada.
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DISCUSION

Se evidencid6 gran actividad multienzimatica tanto
para degradar péptidos, polisacaridos y sustancias de
naturaleza lipidica que se manifiesta en la capacidad
de degradar los 6 sustratos evaluados deduciendo que
nuestro actinomiceto secreta enzimas extracelulares tales
como amilasas, proteasas, esterasas, Dnasas, lecitinasas.
Esta actividad se justifica en el hecho que, la cepa en
estudio ha sido aislada del interior de los tejidos de un
invertebrado marino (esponja), donde bacterias de la flora
normal tienen la capacidad de degradar las biomoléculas
que ingresan como parte de su alimento, produciendo
moléculas mas simples, facilitdndoles la absorcion de
nutrientes'. Esta actividad también la evidencio Mohan
al comprobar la capacidad de los actinomicetos marinos
para degradar almiddn, caseina, lipidos y diferentes
azucares y aminoacidos, ademas de demostrar que sus
cepas con mejor actividad antimicrobiana desarrollan
mejor a temperaturas entre los 30°C y 40°C y pH entre
7,0 y 9,0 valores similares a los obtenidos en el presente
estudio'™. La diferencia entre sus resultados y los nuestros
es que los actinomicetos de su estudio degradaron el
aminoacido no polar fenilalanina mientras que nuestra
cepa seleccionada, no lo hizo, ademas en su estudio
no se observd actividad celulolitica de su cepa como si
ocurrié en nuestras evaluaciones.

El analisis molecular nos permitié distinguir a nuestra
cepa 13A-2 como Streptomyces sp. El arbol disefiado nos
permite destacar que se trataria de una nueva especie no
reportada hasta la actualidad con un elevado potencial
biotecnolégico como fuente productora de antibidticos de
naturaleza peptidica que debe continuar estudidndose.

En cuanto a los medios de cultivo evaluados queda
demostrado que el medio ECOLINO322 es un medio que
potencia la actividad antimicrobiana de los actinomicetos
cuando se realizan las pruebas de bicapa, en comparacion
con otros medios como el Agar Marino y el TSA. El
fundamento que se utiliz6 para elaborar este nuevo
medio es que la cantidad de nutrientes debe ser tal que
no sélo permita el crecimiento de los actinomicetos sino
que ademas permita llevarlos al estrés, el mismo que se
presentd después de los primeros 3 dias de crecimiento,
cuando empezaron a agotarse los nutrientes y empezé
la fase de diferenciacion celular, es decir la formacion de
formas filamentosas y abundantes micelios. Esto se logro
con una cantidad de nutrientes limitantes que provoco un
estrés por falta de nutrientes lo cual permitié desencadenar
sefiales para los actinomicetos en crecimiento y asi activar
los genes que participan en la sintesis de antibidticos.
Al igual que en otros trabajos se ha comprobado que la
sintesis de metabolitos secundarios coincide generalmente
con el comienzo de la diferenciacion morfolégica y
la formacién del micelio aéreo, que segun nuestros
resultados lo podemos apreciar después del tercer dia, y
se hace muy notorio después de las 120 h, al quinto dia
de la fase de crecimiento. Estos dos procesos muestran

elementos comunes de regulacién génica, regulacion que
esta mediada por sustancias indicadoras que se producen
durante la fase de diferenciaciéon morfolégica segun lo ha
comprobado Hopwood .

Por otro lado se logré inhibir a todas las cepas patdgenas
con halos de hasta 22 mm para el caso de E. coli fenotipo
BLEE mientras que la cepa Proteus sp. fenotipo ampC
presentd menor sensibilidad con halos de 14 mm, esto se
debe probablemente a ciertos mecanismos de resistencia
antimicrobiana que presenta un microorganismo, como
lo demuestran diferentes investigaciones entre las que
destaca Pazhanimurugan Yy colaboradores quienes
obtuvieron diferentes halos de inhibicién, con 14 mm para
Escherichia coli y 12 mm contra Pseudomonas aeruginosa
ambas cepas testigo de fenotipo B-lactamico resistentes
de origen clinico .

Los compuestos de naturaleza peptidica se iban
concentrando a medida que los dias de fermentacion
aumentaban coincidentemente con el aumento de la
actividad antimicrobiana, por lo tanto se confirmé que
los responsables de la actividad antimicrobiana tenian
naturaleza proteica. Con el PAGE-SDS, se comprobd
que los posibles péptidos responsables de la actividad
antimicrobiana se encontraban con pesos moleculares
entre 40 y 50 kD que al compararlos con otros estudios
resulta mejor que los obtenidos en otras investigaciones.
Asha " logré halos de inhibicion de hasta 11 mm
contra K. pneumoniae ATCC 27736 trabajando solo
con sobrenadantes después del proceso fermentativo
a concentraciones de 120 pg/ml, si comparamos sus
resultados con los del presente trabajo se puede
observar que en nuestras pruebas se lograron halos de
hasta 15 mm contra el mismo género de cepa testigo,
pero que estos se obtuvieron con concentraciones muy
inferiores, pues nuestros sobrenadantes poseen 7 pg/ml
del principio activo, 17 veces menos concentrada que la
de Asha y colaboradores y ademas, nuestros resultados
fueron obtenidos contra cepas de fenotipo B-lactamico
resistentes, lo cual demuestra la elevada potencia de
nuestros antimicrobianos.

Antimicrobianos de naturaleza peptidica producidos por
Streptomyces también han sido aislados y estudiados
logrando identificar una proteina con actividad contra E.
coli, cuyo peso molecular fue calculada en 39 KDa, algo
cercano a los 45 KDa que presentan las proteinas en
nuestro PAGE-SDS 7.

Analizando el PAGE-SDS algunos autores observaron
antimicrobianos de naturaleza peptidica que no tienen el
mismo blanco de accién, se propone que actuan a nivel
de fosfolipidos de membrana, mientras que nuestros
resultados sugieren que siendo de naturaleza anfipatica,
pueden interactuar sin dificultades con membranas
plasmaticas y aprovechar esta capacidad para penetrar
y actuar a nivel de pared bacteriana, la cual puede ser en
primer lugar inhibiendo enzimas esenciales que participan
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en la formacion del peptidoglucano o en segundo lugar
rompiendo los enlaces tipo B 1,4 que mantienen unidas al
Nacetil-muramico con el N-acetil-glucosamina 718,

Este planteamiento tedrico lo vemos reforzado por el
hecho que la inhibicién es mayor en microorganismo Gram
positivos (Staureus) que poseen mayor concentracion
de peptidoglucano. Por otro lado éstos microorganismos
poseen naturalmente mecanismos para evadir la respuesta
de antibiéticos B-lactamicos por la produccién de enzimas
betalactamasa de espectro extendido y por ende son menos
sensibles a la accion de nuestros péptidos. Otro resultado
que refuerza nuestra teoria es que nuestro complejo
antimicrobiano es capaz de degradar la celulosa, polisacarido
que también posee enlacestipo 3 1,4 y ademas dicha actividad
coincide exactamente con la actividad antimicrobiana, es
decir que actuan recién a las 108 h (cercano al quinto dia)
con lo cual las posibilidades de que se trate del mismo
compuesto que actué a nivel de enlaces 8 1,4 son mayores.
Segun los resultados obtenidos por HPLC con detector UV,
nuestro antibiético es un complejo antimicrobiano formado
por varios compuestos, al igual como nos revelé PAGE-SDS
demostrando que nuestro antimicrobiano esta formado por
proteinas de entre 40 y 50 KDa.

Aun falta conocer si este compuesto es soélo proteina o esta
formado por algunos grupos de diferentes naturalezas; para
poder afirmar esto seria necesario un andlisis mas riguroso,
por ejemplo utilizando HPLC acoplado a espectrometro
de masas y también utilizando Resonancia Magnético
Nuclear (RMN). Por ahora segun los materiales y técnicas
utilizadas podemos afirmar que el antibiético producido por
la cepa marina Streptomyces sp.13A-2 que inhibi6 a las 16
bacterias B-lactamico resistentes de origen hospitalario es
un complejo antimicrobiano de naturaleza peptidica.

A diferencia del trabajo de Ligia y colaboradores
con los resultados obtenidos mediante PAGE-SDS Y
HPLC podemos afirmar que nuestro compuesto es un
complejo antimicrobiano formado por varios péptidos y
no solo uno como ellos concluyeron, esto puede explicar
porque nuestro complejo tiene un mayor espectro de
accion, inhibiendo a diferentes B-lactamicos resistentes
Gram negativos como E. coli, Klebsiella sp y Proteus
sp. y también a Gram positivos como Staphylococcus
aureus ATCC 25923 aun cuando nuestro compuesto se
encuentra a menor concentracion. Esto se ve reforzado
por Kanlayani'” quien obtuvo actividad antimicrobiana,
tanto contra Gram positivos y Gram negativos excepto
E.coli, a partir de sobrenadantes peptidicos.
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