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RESUMEN

Objetivos. Determinar el potencial antimicrobiano de actinomicetos marinos frente a cepas S. aureus meticilino-resis-
tentes (MRSA) y E. faecalis vancomicina-resistentes (VRE). Materiales y métodos. En dos medios de cultivo se sem-
braron 29 cepas de actinomicetos aislados de sedimento marino. Se evalué la capacidad inhibitoria mediante pruebas
de antagonismo in vitro para MRSA y VRE. Se proceso los extractos organicos de tres actinomicetos seleccionados
para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del compuesto activo. Resultados. La mayoria de los acti-
nomicetos aislados correspondieron a un grupo homogéneo de blanco-grisaceos (62%) con buen nivel de crecimiento
en agar marino. Los porcentajes inhibitorios fueron superiores a 85% para ambos patégenos con halos de inhibicion
mayores a 69 y 78 mm de didametro para MRSA y VRE respectivamente. Los extractos diclorometanicos de tres de
los actinomicetos aislados (I-400A, B1-T61, M10-77) mostraron gran potencial inhibitorio de ambos patdgenos, siendo
M10-77 la cepa de actinomiceto de mayor actividad antibiética frente a S. aureus ATCC 43300 resistente a meticilina
y E. faecalis ATCC 51299 resistente a vancomicina con una Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) de 7,9 y 31,7 pg/
mL respectivamente. El analisis filogenético de la cepa M10- 77 presenta un 99% de similaridad con la especie marina
Streptomyces erythrogriseus. Conclusiones. El sedimento marino de la costa central del Pert es fuente promisorio de
cepas de actinomicetos con gran capacidad de producir compuestos bioactivos capaces de inhibir patdgenos tipificados
como multidrogo-resistentes tales como S. aureus meticilino resistentes y E. faecalis vancomicina resistentes.
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STUDY OF MARINE ACTINOMYCETES ISOLATED FROM THE CENTRAL
COAST OF PERU AND THEIR ANTIBACTERIAL ACTIVITY AGAINST
METHICILLIN-RESISTANT Staphylococcus aureus AND
VANCOMYCIN-RESISTANT Enterococcus faecalis

ABSTRACT

Objectives. To determine the antimicrobial potential of marine actinomycetes against drug-resistant pathogens repre-
sented by strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and vancomycin-resistant Enterococcus fae-
calis (VRE). Materials and methods. Strains of actinomycetes (29) isolated from marine sediment were evaluated by
their characteristics in two culture media and by testing their inhibitory capacity by in vitro antagonism against multi-drug
resistant (MDR) pathogenic bacteria for MRSA and VRE. Organic extracts of 3 selected actinomicetes were processed
to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of the active compound. Results. Most isolated actinomycetes
belong to a homogeneous group of write-gray actinomycetes with a good growth in Marine Agar. The inhibitory rates of
the isolates were above 85% for both pathogens with inhibition zones greater than 69 and 78 mm in diameter for MRSA
and VRE respectively. Dichloromethane extracts of 3 isolates (I-400A, B1-T61, M10-77) showed strong inhibitory activity
of both pathogens, M10-77 being the highest actinomycete strain with antibiotic activity against methicillin-resistant S.
aureus ATCC 43300 and vancomycin-resistant E. faecalis ATCC 51299 with a minimum inhibitory concentrations (MIC)
of 7.9 and 31.7 pug/ml respectively. Phylogenetic analysis of M10-77 strain showed 99% similarity with the marine species
Streptomyces erythrogriseus. Conclusions. Marine sediments of the central coast of Peru, are a source of actinomy-
cetes strains showing high capacity to produce bioactive compounds able to inhibit pathogens classified as multi-drug-
resistant such as methicillin-resistant S. aureus and vancomycin-resistant E. faecalis.
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INTRODUCCION

Existe interés, tanto académico como industrial, por los
microorganismos marinos, en parte por el creciente nu-
mero de metabolitos secundarios Unicos y biolégicamente
activos reportados a partir de bacterias marinas (). Aun-
que el descubrimiento de farmacos naturales del mundo
oceanico data desde 1970, en los ultimos afios las in-
vestigaciones se vieron incrementadas por la necesidad
de desarrollar farmacos activos contra el nimero cada
vez mayor de patégenos resistentes @. Segun la Or-
ganizacion Mundial de la Salud (OMS) ®, el exceso de
prescripcion y el uso indebido de antibiéticos ha llevado
a la resistencia de muchos agentes patdgenos. Hoy en
dia, las nuevas cepas resistentes aparecen con mayor
rapidez, mientras que la tasa de descubrimiento de nue-
vos antibiéticos ha disminuido notoriamente.

Actualmente, muchos cientificos se han centrado en pro-
gramas de busqueda de nuevos antimicrobianos, princi-
palmente de origen actinomicetal, por su prolifica produc-
cion de antibidticos naturales ®. Se ha evidenciado que
muchos de ellos son productores de metabolitos con acti-
vidad antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral, antitumoral,
citotoxica, etc; cuyas estructuras quimicas son Unicas ©.

Por otro lado, las bacterias multidrogo-resistentes (MDR)
como S. aureus y Enterococcus constituyen un serio pro-
blema en ambientes hospitalarios, los cuales demandan
nuevos antibiéticos activos de amplio espectro ©. Las in-
fecciones graves causadas por bacterias que se han vuel-
to resistentes a los antibiéticos comunmente utilizados se
han convertido en un importante problema de salud a nivel
mundial en el siglo XXI ™. S. aureus es un patégeno res-
ponsable de una amplia gama de infecciones como forun-
culos, neumonia, osteomielitis, endocarditis, bacteriemia,
etc. y ha desarrollado resistencia a la mayoria de los an-
tibiéticos convencionales ®. Por mas de dos décadas se
le controlé con vancomicina; sin embargo, han emergido
cepas resistentes a este antibidtico ©'9. El problema de re-
sistencia antibidtica se complica aun mas con la aparicion
de otras cepas Gram positivas y Gram negativas MDR.
Esta multirresistencia incluye a los aminoglucésidos, ma-
crélidos, fluoroquinolonas y a la primera, segunda y terce-
ra generacion de penicilinas y cefalosporinas.

Las infecciones por Enterococcus son causadas en su
mayoria por la especie E. faecalis vancomicina resistentes
(VRE), aunque en los ultimos afios E. faecium también ha
surgido como un importante patdégeno nosocomial no solo
resistente a ampicilina/amoxicilina como E. faecalis sino
también mucho mas resistente a la vancomicina ". En los
ultimos afios nuevos agentes terapéuticos han entrado en
el area clinica, desafortunadamente con ciertos efectos se-
cundarios (2", Este grave problema de salud publica obliga
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a desarrollar nuevos antimicrobianos con mayor eficacia,
pero de menor impacto negativo al organismo asi como al
medio ambiente (49, Los sedimentos marinos como fuente
de actinomicetos bioactivos fue uno de los recursos menos
explorados hasta hace poco, pero hoy en dia constituye
una de las fuentes mas promisorias (9. En el presente es-
tudio se realiza una evaluacion del efecto antimicrobiano
de actinomicetos aislados de sedimento marino de la costa
central del Pert sobre cepas de MRSAy VRE.

MATERIAL Y METODOS.
CEPAS DE ACTINOMICETOS

Corresponden a aislamientos (n=29) obtenidos de sedi-
mento marino colectados en la Bahia de Ancon (Lima)
e Independencia (Ica) a profundidades de 34 y 100 m.
Las muestras de sedimento fueron obtenidas por el mé-
todo del dragado y procesadas en el laboratorio segun
se describe en un trabajo previo 7. En el presente es-
tudio se describe las caracteristicas culturales de estas
cepas en dos medios de cultivo el agar marino y el agar
Czapeck; mantenidas en estado de pureza en los mis-
mos medios pero en estado semisélido y con adicion de
glicerina al 20% (v/v) a la temperatura de -20 °C.

CEPAS ESTANDAR

Se utilizaron como cepas testigo de la actividad antimicrobia-
na de los actinomicetos marinos al Staphylococcus aureus
ATCC 43300 (meticilino-resistente); Enterococcus faecalis
ATCC 51299 (vancomicina resistente); Enterococcus fae-
calis ATCC 29212 (vancomicina sensible) y Staphylococcus
aureus MDR (cepa peruana) Estas cepas fueron propor-
cionadas por el Magister Jesis Tamariz de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, Lima; fueron mantenidas en
el laboratorio mediante subcultivos en el caldo BHI y caldo
tripticasa soya y conservadas a -20 °C en ceparios en los
mismos medios pero con adicion de glicerina al 15% (v/v).

DETERMINACION
DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Se realizdé mediante el método de “doble capa” de Wes-
terdahl et al., (1991) " modificado por Ledn y Garcia-Te-
llo (1998) (9. Los actinomicetos fueron sembrados como
macrocolonias en agar marino pH 7,6 e incubados a 28
°C por cinco a siete dias. Para las pruebas de antagonis-
mo, la cepa estandar de S. aureus meticilina resistente
(MRSA), E. faecalis vancomicina resistente (VRE) y E.
faecalis vancomicina sensible fueron previamente reac-
tivadas en caldo tripticasa soya y luego ajustadas a 10°
UFC/mL segun la escala 0,5 de Mc Farland. Las pruebas
de antagonismo se realizaron mediante la inoculacion de
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cepas testigo en medio semisodlido a modo de “segunda
capa” sobre los cultivos de los actinomicetos marinos. Las
placas en prueba fueron incubadas a 37 °C por 24 a 48
h, realizandose luego las lecturas correspondientes me-
diante la medida del diametro de los halos de inhibicion.

EXTRACCION DEL COMPUESTO ACTIVO Y
PRUEBAS DE SU ACTIVIDAD INHIBITORIA

Para la obtencion de compuestos bioactivos se seleccio-
naron tres cepas de actinomicetos marinos (I-400A, B1-
T61, M10-77). Los extractos se obtuvieron utilizando el
solvente diclorometano segun procedimientos descritos
por Zheng et al., (2004) @0, El cultivo del actinomiceto
para su fermentacién se realizé en el caldo marino en-
riquecido con glucosa (0,5%) y almidén (1%) mantenido
en constante agitacion a 200 rpm a 28 °C durante diez
dias. El caldo se centrifugd a 4800 rpm por treinta minu-
tos y el sobrenadante se filtrd y se traté con diclorome-
tano (v/v), agitado por treinta minutos y dejando reposar
toda una noche a 8 °C. La fase organica fue separada y
luego evaporada en un rotaevaporador hasta obtener un
residuo seco. Para determinar la actividad del extracto,
se peso el residuo y luego fue resuspendido en Dimetil-
sulfoxido (DMSO) y probada su actividad inhibitoria frente
a cultivos de S. aureus ATCC 43300 (MRSA) utilizando
el método del pocillo "). Se usé el DMSO como control
negativo y la eritromicina (15 pg), estreptomicina (10 pg/
mL) y ciprofloxacina (5 pg) como controles positivos.

PRUEBA DE LA CONCENTRACION
MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Para esta prueba se utilizé cultivos de S. aureus ATCC
43300 (MRSA) y E. faecalis ATCC 51299 (VRE) man-
tenidos en caldo tripticasa soya (TSB) a 37 °C de incu-
bacién. Se realizé siguiendo la metodologia de pocillos
en placas de microdilucidon segun Peoples et al. (2008)
@9, El extracto diclorometanico de las cepas (I-400A, B1-
T61, M10-77) fue resuspendido en DMSO para preparar
diluciones de 1:2. Se coloco en pocillos muestras (10 pL)
de cada diluciéon, a los que se adicioné 80 pL de caldo
tripticasa soya; luego de ser mezclados se agregé 10 pL
de la suspension bacteriana (0,5 de escala Mc Farland).
El material se colocé en incubacion a 37 °C durante 18
h. Transcurrido el tiempo se vertié 40 pL de una solucion
de cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) en cada pocillo, para
luego incubarlo a 37°C por 30 min adicionales. El viraje
del medio a rojo indicé crecimiento microbiano.

SECUENCIAMIENTO DE ARNr
16S DE LA CEPAM10-77

El actinomiceto M10-77, cepa seleccionada por produ-
cir un antimicrobiano de amplio espectro, fue evaluado

para su identificacion filogenética a nivel de PCR. La
amplificacion del gen ARNr 16S se llevé a cabo usan-
do Promega Taq y los primers universal 27F (5-AGAG-
TTTGATCMTGGCTCAG-3") y 1492R (5-GYTACCTTG-
TTACGACTT-3") por 30 ciclos. Los productos de PCR
fueron sometidos a analisis BLAST por electroforesis en
gel y las secuencias comparadas con la base de datos
en el GenBank. El arbol filogenético fue elaborado usan-
do los algoritmos de Neinghbour — Joining implementa-
dos en el programa ARB con porcentajes de similaridad
> a 99%. El proceso se llevo a cabo en el Whitaker Lab
— Departament of Microbiology, University of lllinois.

RESULTADOS

Los resultados de la caracterizacion de las 29 cepas de
actinomicetos marinos evaluados en el presente estudio
(aislados de sedimento marino) se indican en la Tabla 1.
Para efectos de su cultivo en el laboratorio se evaluaron
dos medios comparativos de crecimiento. Se observé li-
gero predomino de crecimiento en agar marino en com-
paracion con el agar Czapeck. Este hecho ocurre gene-
ralmente a partir de los cinco a siete dias de incubacién
hasta los 21 dias. El tamafio de las colonias fue variable,
desde pequefias menores a 2 mm hasta colonias de 12
mm de didmetro. La mayoria (65%) formaron, inicialmen-
te, colonias ligeramente humedas y algo brillosas, pero
con el transcurrir del tiempo se volvieron opacas y secas,
adquiriendo una apariencia parecida al yeso. Este com-
portamiento hace referencia a los estados de conversion
por los que pasan las hifas aéreas de los actinomicetos,
hasta llegar a la formacién de esporas (conidias). Se pudo
observar una variedad de formas de colonia de actinomi-
cetos siendo las mas frecuentes las colonias circulares
con borde liso y las colonias de bordes muy irregulares
(festoneados, dactiliformes y dentados). Las colonias
blanca-grisaceas pulverulentas y sin pigmentacion en su-
perficie (62%) predominaron sobre las demas variedades
de colonias; sin embargo, la pigmentacion al reverso de
cada colonia fue variable entre el color marrén, amarillo y
rojizo, especialmente observadas en el agar Czapeck.

La actividad inhibitoria de las cepas de actinomicetos
frente a los patégenos MDR se observa en la Tabla 2. Tal
como se puede apreciar el tamafio de los halos de inhibi-
cioén variaron desde 11 hasta 77 mm de diametro, siendo,
entre otras, las cepas M10-77, 1-400A y B1-T61 las mas
efectivas con 92; 85,7% y 85,2% de inhibicién, respectiva-
mente, frente a S. aureus ATCC 43300 (meticilino resisten-
te) (Figura 1). Asimismo, se puede apreciar la capacidad
inhibitoria de los actinomicetos marinos contra otros paté-
genos como S. aureus MDR (cepa peruana), E. faecalis
ATCC 51299 (vancomicina resistente) y E. faecalis ATCC
29212 (vancomicina sensible). Se destaca el porcentaje
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Tabla 1. Caracterizacion de las 29 cepas de actinomicetos marinos evaluados en el presente estudio (aislados de
sedimento marino de las bahias de Ancén en Lima e Independencia en Ica).

CEPAS crecimente (o) Micelio aéreo COIonI;everso de colonia Pigmento Origen
(Codigo) Agar Marino  Agar Czapeck (color) (color) difusible  (Bahia)
M11-105 ity st Blanco Amarillo tenue - I
M11-106 +++ ++ Blanco Marrén tenue - |
M11-110 st S5l Blanco-rojizo. Rojizo - |
M11-120 +++ +++ Blanco Blanco-grisaceo - |
M11-121 ++ ++ Blanquecino Marrén oscuro - |
M11-93 +++ ++ Blanco grisaceo Amarillo tenue amarillo |
M11-116 s i Blanco Amarillo - |
M10-85 +++ ++ Blanco Blanco grisaceo - |
M10-77 +++ ++ Grisaceo Marrén oscuro. - |
1-34A ++ ++ Blanco Marrén tenue - A
1-34B TraF st Grisaceo Marrén tenue. - A
1-234 +++ ++ Grisaceo Grisaceo. - A
1-434A ++ ++ Grisaceo Grisaceo. - A
1-434B +++ ++ Blanco Marrén tenue - A
1-100A Ssiat Sisis Blanco Plomizo - A
1-300A ++ ++ Grisaceo Marrén tenue. naranja A
1-300B +++ +++ Blanco-grisaceo Grisaceo. - A
1-300C +++ ++ Grisaceo Grisaceo. - A
1-400A ++ A Blanco-grisaceo Grisaceo. - A
11-334C +++ ++ Grisaceo Plomizo - |
111-234C +++ ++ Blanco Marrén - verde. Verde |
111-234E ++ + Blanco—marron Beige - rojo. Rojizo |
111-434B dppar St Plomizo Plomizo - |
111-200D ++ + Crema Marrén claro. - |
111-200F sl A Crema Grisaceo. - |
111-300A ++ ++ Blanco Marrén rojizo. Rojizo I
B1-T61 +++ +++ Blanco -grisaceo. Marrén rojizo. Rojizo |
B1-T7 +++ ++ Blanco Marrén rojizo. Rojizo I
B1-T63 i Sain Crema - rojizo Rosaceo - I

+:  Crecimiento escaso

++: Crecimiento moderado
+++: Crecimiento abundante
A:  Bahia de Ancon (Lima)

I: Bahia de Independencia — Paracas (Ica)

Staphylecoccus aurdeus ATCC 43300
icllino resistente)

Figura 1. Actividad antimicrobiana de dos actinomicetos marinos (M10-77 y 1-434B) frente a cepa estandar de S. aureus (Ay B) y el
actinomiceto BI-T61 frente a la cepa peruana de S. aureus MDR (C).
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Tabla 2. Capacidad Inhibitoria de 29 actinomicetos marinos frente a cepas testigo de S. aureus y E. faecalis multi-
drogo-resistentes MDR (expresado en mm de diametro de halos de inhibicién) (Método de doble capa).

CEPAS S-aureusATCC % S.aureus MDR® % E. faecalis % E. faecalis %
43300 inhibicion® (cepa peruana) inhibicion ATCC 51299(¢ inhibicion ATCC 29212 inhibicion
M11-105 62 82,2 64 82,8 54 75,9 58 74,1
M11-106 25 28 41 51,2 25 36 41 56,1
M11-110 - - - - - - - -
M11-120 - - - - - - - -
M11-121 61 85,2 - - 60 88,3 43 88,4
M11-93 - - - - - - - -
M11-116 69 84,1 30 60 = = = =
M10- 85 16 50 - - 26 53,8 - -
M10-77 50 92 66 83,3 50 80 55 69,1
I- 34A 16 68,8 21 66,6 32 56,3 26 69,2
1-34B 64 81,3 62 67,7 50 80 - -
| -234 60 81,6 69 82,6 50 72 55 76,4
I- 434A 67 80,6 71 85,9 - - 66 83,3
| -434B 61 85,2 65 84,6 56 76,8 55 76,4
1 -100A 12 25 15 88,5 - - - -
| -300A 62 79 60 81,7 52 76,9 53 75,5
1-300B 72 81,9 64 78,1 - - 55 78,2
1 -300C 70 - 76 82,9 65 78,5 61 85,2
1 -400A 77 85,7 75 81,3 61 85,2 70 84,3
11-334C 69 82,6 67 83,6 - - 63 79,4
111-234C - - 60 83,3 - - - -
111-234E - - - - 78 80,8 - -
Il- 434B 63 82,5 62 85,5 57 84,2 58 81
111-200D 11 18,2 - - - - - -
111-200F - - - - - - - -
111-300A - - - - - - - -
B1-T61 62 85,2 68 83,8 48 79,2 66 83,3
B1-T7 - - - - 12 41,7 - -
B1-T63 - - - - - - - -

(a) Meticilino-resistente; (b) Multi-drogo-resistente; (c) Vancomicina-resistente; (d) Vancomicina-sensible; (e) Valor hallado (promedio) de la relacién
del tamano del halo de actividad y el tamafio de la colonia x 100.
Se realizé la prueba por duplicado

31.25ug/ml

15,625u8/ml

Control (-)
DMSO

Figura 2. Actividad inhibitoria del extracto diclorometanico de Streptomyces M10 — 77 frente a S. aureus ATCC 43300 (MRSA). Ob-
sérvese que 15,625 pg/mL del extracto (flecha) ain mantiene actividad. Controles positivos (A): eritromicina (15 pg) y estreptomicina
(10 pg/mL); control negativo (B): DMSO.
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Tabla 3. Actividad inhibitoria del extracto diclorometa-
nico (20 mg/ml) de 3 actinomicetos frente a S. aureus
ATCC 43300 por el método de difusion en pocillo.

= 5
Actinomiceto doinbicion (?:rl':) inhibie6n
M10-77 40 87,5
I-400A 14 64,2
B1-T61 24 79,16
* DMSO (20 pL) - -
T Ciprofloxacino (5,0 pg) 85 88,5

* Control negativo
T Control positivo

de inhibicion de las cepas |-434Ay 1-434B (85,9 y 84,6%
respectivamente) frente S. aureus MDR cepa peruana
(un patégeno aislado de aspirado de catéter y declarado
multidrogo-resistente con resistencia a ocho drogas de un
total de diez de uso convencional) ('”; asi como la cepa
M11-121 con porcentaje de inhibicion mayor a 88% frente
a ambas cepas estandar de E. faecalis.

El uso de solventes organicos para la obtencion de
principios activos a partir de cultivos es de aplicacion
frecuente en procesos microbianos. En este estudio,
a partir de cultivos en agitacién de las cepas elegidas
(M10-77, 1-400Ay B1-T61) se ha logrado recoger extrac-
tos crudos utilizando el diclorometano, los cuales mos-
traron considerable actividad inhibitoria contra S. aureus
ATCC 43300 (meticilino-resistente) (Tabla 3). El extracto
crudo obtenido a partir del actinomiceto cepa M10-77

Tabla 4. Actividad inhibitoria semicuantitativa de dife-
rentes concentraciones del extracto diclorometanico de
Streptomyces M10-77 frente a S. aureus ATCC 43300
(MRSA) determinado por el método de “pocillo” en pla-
cas de agar.

Diametro del halo

Concentracion (ug/mL) de inhibicién (mm)

4000 26
2000 24
1000 22
500 20
250 20
125 19
62,5 13
31,25 11,5
15,625 8,0
7,81 6,0
Streptomicina (10 pg) (control positivo) 18
Eritromicina (15 pg) (control positivo) 14
DMSO (control negativo) Ol

Se inoculé 20 L de la dilucion en cada pocillo.
*: El diametro del pocillo es de 5 mm.
Se realiz6 la prueba por duplicado.
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Figura 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto
diclorometanico de la cepa M10-77 frente a patégenos MDR.

Cepas testigo: (A): E. coli 150 (no descrita en el presente trabajo); (B):
E. faecalis ATCC 51299 (VRE); (C): S. aureus ATCC 43300 (MRSA).

Diluciones (ug/mL): (1): 250; (2): 125; (3): 62,5; (4): 31,7; (5): 15, 9; (6):
7,9; (7): 3,9; (8): 1,9; (9): 0,9.

Controles: (*) CMI de vancomicina frente a S. aureus ATCC 43300; (Cc):
control de crecimiento microbiano; (Ci): control de inhibicién por vancomi-

cina (100 pg/mL); (Ce): Control de esterilidad del medio de cultivo.

fue inicialmente probado contra este patégeno mediante
el método de “pocillos”, cuyos primeros resultados se
observan en la Figura 2. En ella, es muy notoria la activi-
dad inhibitoria del extracto crudo a diferentes concentra-
ciones, superando inclusive a antibiéticos testigo como
eritromicina (15 pg) y estreptomicina (10 ug/mL) (Figura
2 y Tabla 4). Asimismo, utilizando el método de “poci-
llo” los extractos de los actinomicetos seleccionados
que fueron sometidos a pruebas comparativas mostro
nuevamente a la cepa M10-77 con el mayor halo de ac-
tividad inhibitorio frente a la cepa estandar de S. aureus
ATCC 43300, generando un halo de inhibicién de hasta
40 mm (equivalente a 87,5% de inhibicion) en compa-
racion con el control positivo ciprofloxacina (5 pg) que
alcanzo producir un halo de 35 mm de diametro (88,5%
de inhibicion) (Tabla 3).

Las pruebas de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) (método de microdilucién) de los extractos diclo-
ro-metanicos obtenidos a partir de los tres actinomicetos
con mayor rendimiento antimicrobiano muestran resulta-
dos prometedores (Tabla 5). Fue el extracto obtenido de
la cepa M10-77 la que brindé mayor rendimiento antimi-
crobiano, cuyo valor fue calculado en 7,9 y 31,7 pg/mL
frente a S. aureus ATCC 43300 (meticilino-resistente) y
E. faecalis ATCC 51299 (vancomicina-resistente) res-
pectivamente (Tabla 5, Figura 3). La actividad biologi-
ca expresada como la concentracion minima inhibitoria
(CMI) de los extractos crudos hace referencia a la bio-
actividad frente a bacterias Gram positivas, en este caso
patégeno multidrogo-resistentes. Los valores de las CMI
de los tres actinomicetos evaluados en el presente estu-
dio oscilan entre 7,9-125 pg/mL (Tabla 5).
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Tabla 5. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (método
de microdilucién) de extractos diclorometanicos de 3 ac-
tinomicetos marinos frente a cepas de S. aureus (MRSA)
y E. faecalis (VRE)

CMI (pug/ml)
M10-77 1-400A  B1-T61
Cepa testigo
S. aureus ATCC 43300 7,9 31,7 31,7
E. faecalis ATCC 51299 31,7 62,5 125

": La CMI de vancomicina frente a S. aureus ATCC 43300 fue de 3,9 ug/ml

El analisis filogenético de las cepas M10-77 y MC-300
(este ultimo no descrito en el presente trabajo) indica que
el actinomiceto marino M10-77 pertenece al grupo de acti-
nobacterias marinas, con porcentaje de similaridad de 99%
con la especie Streptomyces erythrogriseus (Figura 4).

Bacillus psychrosaccharolyticus, X60635.
Bacillus sp. GB02-2A, DQ079008.
Isolate |-304
Bacillus chandigarhensis, DQ013307.
Bacillus borophilicus, AB198719.

Bacillus megaterium, DQ870707.1
Bacillus niacini, AB021194.

Bacillus aquimaris, EU231635.1
Marinibacillus marinus, AB021190.
Virgibacillus sp. Sa12-3XX, AB305190.

Isolate -34B

Isolate |-34A

Oceanobacillus picturae, AY505536.
Bacillus sp. MB-1, AF326359.
Bacillus sp. MB-3, AF326362.

Bacillus methanolicus, X64465.
Bacillus oleronius, EU430987.1

Streptomyces griseorubens, AB184139.
Streptomyces pseudogriseolus subsp. glucofermentans, AB184516.
Streptomyces erythrogriseus, AB184605.

Isolate M10-77
Streptomyces sclerogranulatus, AB184590.
Streptomyces xylophagus, AB184526.
Streptomyces griseoloalbus, EU570643.1

_{ Streptomyces fragilis, EU593646.
|- Streptomyces iakyrus, AB184877.
. Streptomyces cinnamocastaneus, AB184588.
Streptomyces albus, AY999871.
Streptomyces vinaceus, EU048541
Streptomyces sp. S233, EF577244.
ctinomycetales bacterium C06, AY944259.
Isolate MC300
treptomyces griseoruber, EU124784.
treptomyces olivoverticillatus, EU124771
Streptomyces mutabilis, EU570370.
Streptomyces carpinensis, DQ026664.
Streptomyces hawaiiensis, AJ399466.
L Streptomyces tricolor, AY999880.
Streptomyces griseus, EF154278.
Streptomyces argenteolus, EU570400
Streptomyces bikiniensis, AB184602.
Streptomyces serianimatus, DQ997046.

010

Figura 4. Arbol filogenético del actinomiceto cepa M10-77
aislado de sedimento marino (Bahia de Independencia, Pisco
— Pert) presentando su ubicacion filogenética en funcion del
analisis de su RNAr 16S. Nivel de similaridad > al 99% a Strep-
tomyces erythrogriseus.

DISCUSION

En la actualidad, la multirresistencia antibiética pone en
peligro el tratamiento de un numero creciente de enfer-
medades infecciosas. Gracias a la participacion de ac-
tinomicetos productores de metabolitos bioactivos tipo
antibidtico es posible contrarrestar a algunos de estos
patégenos emergentes. Asi tenemos que especies del
género Streptomyces de origen marino son inconsidera-
da actinobacterias modelos en la produccion de nuevos
y promisorias moléculas antimicrobianas.

En el presente estudio se pudo observar una variedad
morfoldgica de colonias de actinomicetos siendo las
mas frecuentes las circulares con borde liso y las colo-
nias de bordes muy irregulares. Asimismo, las colonias
blanco-grisaceas pulverulentas y sin pigmentacion en
superficie predominaron sobre las demas variedades
de colonias; sin embargo, la pigmentacion al reverso de
cada colonia fue variable entre el color marrén, amarillo
y rojizo. Estas caracteristicas fueron también observa-
das por Magarvey et al., (2004) ?? para actinobacterias
que fueron identificadas, en su mayoria, como miem-
bros de la familia Streptomycetaceae y Micromonos-
poraceae. Asimismo, Ramesh & Mathivanan (2009) ?®
sefialaron que de un total de 208 actinomicetos aisla-
dos de una bahia, 115 presentaron colonias grisaceas,
79 blancas, 6 azuladas, 7 rosaceas y solo una anaran-
jada; de todos ellos, 183 (87,9%) fueron identificados
como Streptomyces y 25 pertenecientes a otros géne-
ros. Otros reportes sefialan también a Streptomyces
como el género predominante en ambientes marinos
(2426) aunque actinomicetos como Actinoplanes, Verru-
cosispora, Salinispora, Actinomadura, Thermomonos-
pora, Kocuria, Dactylosporangium, Virgosporangium,
entre otros también estan presentes (17:2229),

Estos datos resultan muy interesantes en el tratamien-
to de los MDR emergentes del mundo contemporaneo,
especialmente patégenos frecuentes como S. aureus
meticilino-resistentes (MRSA) y E. faecalis vancomi-
cina resistentes (VRE). En el Peru, existe escasa li-
teratura cientifica relacionada con el aislamiento y la
actividad antimicrobiana de bacterias marinas. Leén et
al. 2007 ©9 reportaron el aislamiento, caracterizacion
fenotipica y propiedades antimicrobianas frente a pa-
tégenos humanos de diez cepas marinas que incluyen
a géneros como Vibrio, Pseudomonas, Flavobacterium
y dos actinomicetos, todos aislados de invertebrados
intermareales de la Bahia de Ancén. Otros reportes se-
falan la presencia considerable de actinomicetos (ais-
lados de sedimento marino recolectados de diferentes
profundidades de la costa central del Peru) con activi-
dad antibacteriana y antifingica frente a patégenos de
origen clinico (7.
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Los resultados del presente trabajo confirman el po-
tencial bioactivo de cepas nativas de actinomicetos.
Por otro lado, la presencia de MRSA esta registrada
en varios reportes, entre ellos los trabajos de Mendoza
et al. (2003) @Y, En otras latitudes, Sujatha et al., (2005)
2 describen el aislamiento y la caracterizacion de Strep-
tomyces psammoticus cepa BT-480 productora de un
antibiético poliketide SBR-22 efectiva contra S. aureus
meticilino-resistentes. Asimismo, Magarvey et al., (2004)
22) describen a 17 cepas de actinomicetos aislados de se-
dimento marino con diversas actividades bioldgicas, en-
tre ellas inhibitorias de S. aureus meticilino - resistentes,
Enterococcus vancomicina - resistentes, Cryptococcus
neoformans y Candida albicans. Otros investigadores
como Saadoun & Gharaibeh (2003) ©2 aislaron 90 Strep-
tomyces de sedimentos, de los cuales el 54% mostraron
actividad antimicrobiana remarcable contra B. subtilis,
S. aureus, E. coli, Klebsiella sp y Shigella sp; asimismo,
Imada et al., (2007) 4 de 100 actinomicetos marinos, en-
contré que 59 presentaban actividad antibacteriana. En
el caso particular del presente trabajo (Tabla 2), al menos
23 actinomicetos (89,6%) mostraron actividad inhibitoria
contra los patégenos MDR en prueba.

Se considera que el rendimiento de los extractos puede
variar dependiendo de la naturaleza quimica del metabo-
lito y la polaridad del solvente utilizado, siendo el acetato
de etilo el mas recomendado en la literatura. Vimal et al.,
(2009) ©9 caracterizaron una cepa de Nocardiopsis sp.
VITSVK 5 (FJ973467) aislada de sedimento marino, cuya
actividad fue considerada como un metabolito de amplio
espectro antimicrobiano, determinando ademas que los
extractos obtenidos con éter de petréleo mantenian buen
rendimiento contra E. coli, Ps. aeruginosa, K. pneumo-
niae, E. faecalis, B. cereus, y S. aureus; en cambio los
extractos de acetato de etilo mantenian mejor rendimien-
to frente a los hongos filamentosos como Aspergillus fu-
migatus, A. flavus y A. niger; mientras que los extractos
cloroférmicos fueron muy efectivos contra las levaduras
del género Candida. Trabajos similares al presente indi-
can que es necesario probar varios solventes organicos
y varias cepas indicadoras; asi, Leiva et al., (2004) ©9 uti-
lizando cinco solventes diferentes obtuvo mejores resul-
tados con etilmetilcetona que mostré un rendimiento muy
activo contra Bacillus subtilis. Patron de inhibicion similar
fue demostrado a partir de extractos de acetato de etilo
de Streptomyces marino RM17 RM42 @7, Streptomyces
aislados de la Bahia de Bengala ®®y Streptomyces mari-
nos cepa Merv 1996 y Merv 7409 ©9,

Los valores de las CMI de los tres actinomicetos evalua-
dos en el presente estudio oscilan entre 7,9—125 pg/mL
(Tabla 5), valores muy similares a otros actinomicetos
estudiados en otras latitudes. EI-Geny et al. (2008) ©° re-
portaron valores de CMI de Streptomyces marinos Merv
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1996 frente a B. subtilis ATCC 6051, S. aureus ATCC
6538 y M. luteus en 3,6 pg/mL, 8 pg/mLy 2 uyg/mL res-
pectivamente. En cambio Manivasagan et al. (2009) “0
reporta valores entre 16-74 pug/mL para Streptomyces
sp. PM-32 frente a varios patégenos bacterianos y fun-
gicos, que incluye a S. aureus, Shigella, E. coli, Asper-
gillus, Candida, entre otros. Asimismo, Gorajana et al.
(2005) @Y, reportan valores CMI entre 16 a > 128 pg/mL
para Streptomyces chibaensis frente a cepas estandar
de Bacillus, Staphylococcus, E. coli, Proteus y Pseudo-
monas. Sin embargo, Pandey et al. (2004) “? sefalan
que la CMI no es una constante para un agente determi-
nado ya que esta influenciada por varios factores. Estos
factores incluyen la naturaleza del organismo en prue-
ba, el tamafio del indculo, la composicién del medio de
cultivo, tiempo de incubacion y otros.

Se conocen aproximadamente 23 000 metabolitos se-
cundarios de origen microbiano, de ellos, 42% son pro-
ducidos por actinobacterias, 42% por hongos y 16% por
otras bacterias. De los aproximadamente 10 000 anti-
bidticos conocidos, los streptomicetos son los principa-
les productores de antibidticos, siendo el género Strep-
tomyces productor de aproximadamente el 55% de los
antibidticos conocidos a la fecha “344),

En los ultimos afios se han venido realizando estudios
especificos de metabolitos producidos por actinomice-
tos marinos y otras fuentes contra patégenos huma-
nos obteniendo resultados muy satisfactorios e incluso
llegando a purificar e identificar nuevas estructuras de
compuestos bioactivos, como las neocitreamicinas | y Il
y la laidlomicina purificadas a partir de cepas nuevas de
Nocardia y Streptomyces respectivamente; las cuales
resultaron ser muy activos frente a S. aureus meticili-
na-resistente y E. vancomicina-resistentes @1384546) | g
produccién de estos metabolitos potentes generalmente
se les atribuye a nuevos miembros de las llamadas acti-
nobacterias, las cuales son consideradas como las mas
abundantes que geograficamente se encuentran en sue-
los y sedimentos marinos, ecosistemas poco explorados
@7, Sin embargo, en la busqueda y obtencion de nuevas
cepas se encuentran géneros particulares con potencia-
lidades Unicas, como es el caso del actinomiceto marino
Salinispora sp. prolifico productor de compuestos anti-
neoplasicos llamado salinosporamida “®. Analisis mole-
culares y morfolégicos posteriores permitiran dilucidar la
identidad final de otras cepas en estudio.

El presente trabajo representa un avance en las investi-
gaciones de compuestos bioactivos producidos por acti-
nomicetos de la costa peruana. Trabajos posteriores de
purificaciéon de los compuestos activos asi como la eva-
luacién de la capacidad sinergistica de los componentes
obtenidos con diferentes solventes esperan ser realiza-
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dos para conocer el efecto bactericida real frente a los
patégenos multidrogo-resistentes asi como para deter-
minar si se trata de algun compuesto estructuralmente
nuevo. Williams (2009) “® ha sefialado que las bacterias
marinas representan una fuente prioritaria para el des-
cubrimiento de nuevas clases de compuestos terapéuti-
cos que asegure para los proximos 100 afios en la bata-
lla contra los patégenos multidrogo-resistentes.

En conclusién, el sedimento marino de la costa central
del Peru es fuente promisorio de numerosas cepas de
actinomicetos con gran capacidad de producir compues-
tos bioactivos capaces de inhibir patégenos tipificados
como multidrogo-resistentes tales como S. aureus meti-
cilino resistentes y E. faecalis vancomicina resistentes.
Esta capacidad inhibitoria solo es comparable a la ac-
cion de algunos antibidticos estédndares y esta ratifica-
da en el presente trabajo por la determinacién de bajas
dosis de Concentracion Minima Inhibitoria.
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