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Resumen: Los metabolitos de un actinomiceto de origen marino, identificado como Streptomyces erythrogriseus cepa M10-77, fueron
evaluados por su capacidad antimicrobiana y sinérgica con antibidticos convencionales. Las pruebas de antagonismo se realizaron
frente a patdgenos multidrogorresistentes (MDR) de origen clinico, siendo muy efectivos principalmente frente a especies patdgenas
de Staphylococcus y Enterococcus. Se determino la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de extractos diclorometanicos frente a los
patdgenos S. aureus 1094, S. epidermidis 1093 y Staphylococcus coagulasa negativo 348, siendo estos valores de 3,9; 15,7 y 1,9 ng/
mL respectivamente. Los componentes del extracto diclorometanico fueron fraccionados parcialmente, obteniéndose hasta 4 fracciones
organicas (I, IL, III, IV), las que mostraron actividades inhibitorias de la cepa referencial S. aureus ATCC 43300. Los bioensayos frente
a S. aureus meticilino resistente (MRSA) mostraron actividad sinérgica de la fraccion II del extracto con antibioticos betalactamicos y
aminoglucosidos, resaltando la repotenciacion de la actividad de la bencilpenicilina en 128 veces el valor basal; asi como de la gentamicina
en 8 veces sobre el valor basal. S. erythrogriseus cepa M10-77 resultd ser un productor de metabolitos antibacterianos de alta potencia y con
actividad sinérgica con antibidticos de referencia médica.
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Antimicrobial and synergetic activity of metabolites produced by marine origin
Streptomyces erythrogriseus M10-77

Abstract: Metabolites of a marine actinomycete, identified as Streptomyces erythrogriseus M10-77 strain were evaluated for antimicrobial
and synergistic activity with conventional antibiotics. Antagonism tests were conducted against multidrug resistant (MDR) pathogens of
clinical origin, being very effective mainly against pathogenic Staphylococcus and Enterococcus. Minimum Inhibitory Concentrations (MIC)
of dichloromethane extracts were determined against pathogenic S. aureus 1094, S. epidermidis and coagulase-negative Staphylococcus
1093 348, these values being 3.9; 15.7 and 1.9 pg/mL respectively. The components of dichloromethane extracts were fractionated partially
yielding four organic fractions (I, II, III, IV), which showed inhibitory activity against the reference strain S. aureus ATCC 43300. The
bioassays against S.aureus methicillin-resistant (MRSA ) produced synergistic activity of the extract fraction II with beta-lactams and
aminoglycoside antibiotics, highlighting the upgrading of the activity of penicillin at 128 times above the baseline and gentamicin 8-fold
above baseline. S. erythrogriseus M10-77 strain proved to be a producer of antibacterial metabolites with high power and synergistic activity
with antibiotics of medical use.

Keywords: marine actinomycetes, multi-drug resistance, bioactive molecules, synergism, Streptomyces.
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Introduccion gan un rol muy importante en el ciclo natural de la materia
organica y en especial en el metabolismo del carbon [1].
Los actinomicetos son bacterias saprofitas ambientales Estos microorganismos han sido asociados predominante-

que forman estructuras filamentosas llamadas hifas y jue- mente con el habitat terrestre; sin embargo, investigaciones
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basadas en nuevas técnicas de cultivos y herramientas mo-
leculares sefialan, cada vez mas, su presencia en ecosiste-
mas marinos [2-4]. En los ltimos afios, nuevos métodos de
cultivo permitieron el aislamiento de actinomicetos marinos
que incluyen especies de los géneros Dietzia, Rhodococcus,
Streptomyces, Salinispora, Marinophilus, Solwaraspora,
Salinibacterium y Verrucosispora [5-7]. La literatura espe-
cializada sefala diversidad de actinomicetos marinos con
capacidad de producir nuevos y unicos compuestos bioac-
tivos; sin embargo, el género que ha predominado es Strep-
tomyces [7]. Las especies de Streptomyces son ampliamente
reconocidas por su potencial biotecnoldgico, siendo los res-
ponsables de la produccién de los dos tercios del total de las
moléculas microbianas actualmente comercializadas en el
mercado mundial [8]. Los estudios referidos a la produccion
antibidtica por Streptomyces comenzaron alrededor de 1940
y continuan en la actualidad [9,10], debido principalmente
a la necesidad de encontrar nuevos farmacos eficaces contra
bacterias multidrogorresistentes (MDR). La busqueda de
nuevos farmacos a partir de actinomicetos marinos adquie-
re vital importancia, especialmente teniendo en cuenta que
este grupo podria tener la maquinaria genética y bioquimica
para la produccion de nuevos antibidticos. En el presente
trabajo se evalta el potencial antibacteriano y sinérgico de
los metabolitos extracelulares que produce el actinomice-
to marino identificado como Streptomyces erythrogriseus
M10-77.

Materiales y métodos

Cepas testigo: Las cepas patogenas MDR de origen
clinico fueron obtenidas de un centro hospitalario de
emergencias en Lima, Per. Cepas gramnegativas:
Pseudomonas aeruginosa 303, Escherichia coli 150,
Enterobacter aerogenes 171, Acinetobacter spp. 134;
cepas grampositivas: Staphylococcus aureus 1.094, S.
epidermidis 1.093, Staphylococcus coagulasa negativo 348
y Enterococcus spp. 239.

Cepas referenciales fueron proporcionadas por el Dr.
Jesus Tamariz (Universidad Peruana Cayetano Heredia,
Lima, Pert): Staphylococcus aureus meticilino resistente
(MRSA) ATCC 43300 y Enterococcus faecalis ATCC
51299 (vancomicina resistente).

Cultivo y mantenimiento de S. erythrogriseus M10-77: La
cepa en estudio fue aislada de una muestra de sedimento
marino recogida a 150 m de profundidad en la Bahia de
Independencia, Paracas, Ica, Pert. Alicuotas de la muestra
fueron sembradas en Agar Marino (MA) e incubadas a
28 °C por un periodo de 2 semanas, formando colonias
duras, blanco-grisaceas, con el reverso marréon oscuro y sin
pigmento difusible en el medio (Figura 1). Una vez aislada,
la cepa fue mantenida en MA suplementado con glicerol al
20% (v/v). La caracterizacion morfoldgica de Streptomyces
M10-77 fue realizada por tincién Gram y siembra en medios
ISP 3 (agar avena), ISP 4 (agar almidon-sal) e ISP 5 (agar
glycerol-asparagina). Posteriormente, la identificacion

Figura 1. Colonias de Streptomyces cepa M10 77 en Agar Marino.

molecular fue llevada a cabo via analisis filogenético del
gen ARNr 16s detallado previamente por Ledn y col. [11].

Ensayos de actividad antagonista a cepas testigo: La
actividad antagonista de S. erythrogriseus M10-77 frente
a las cepas testigo se evalud por el método de “doble
capa” [12]. Previamente, la cepa M10-77 fue cultivada
en MA a una temperatura de 30 °C durante 7 dias. A
continuacion, una segunda capa de agar tripticasa soya
(TSA) conteniendo un cultivo de 18 h (10° UFC/mL) de la
cepa testigo fue adicionada sobre la primera capa de cultivo.
Una vez solidificada la segunda capa de agar, las placas
fueron incubadas por 24 horas a 37 °C. Pasado el tiempo,
se realizaron las lecturas correspondientes observando y
midiendo el tamafio de los halos de actividad antagonista.
Las pruebas se hicieron por triplicado frente a cada cepa
testigo.

Fermentacion: La obtencion de extractos organicos a partir
de la cepa M10-77 se realiz6 segun las recomendaciones de
Adinarayana et al. [13]. Se generaron cultivos iniciadores
en 50 mL de Caldo Marino (MB) suplementado con
almidén al 1% (p/v) y glucosa al 0,5% (p/v) en matraces de
250 mL de capacidad. La incubacion se hizo en agitacion
constante de 200 rpm, durante 48 h, a temperatura de 28 °C.
A partir del cultivo iniciador se inocularon 5 mL a un matraz
de 1.000 mL conteniendo 200 mL del mismo medio. Se
incub6 durante 6 dias en las mismas condiciones descritas
previamente. Después de la fermentacion el cultivo se
centrifugo (5.000 rpm, 25 min) y el sobrenadante se decantd
en frascos estériles para su procesamiento.

Extraccion de metabolitos bioactivos: El sobrenadante
(200 mL) se someti6 a extraccidon con solventes organicos
de diferentes polaridades (diclorometano, acetato de etilo
y butanol). Cada una de las fases orgéanicas obtenidas
se concentrdé a presion reducida usando un evaporador
rotatorio (50 rpm, 40 °C). La actividad antibacteriana de los
extractos organicos solidos (uno por cada solvente) fueron
evaluados por el método de difusion en pocillo [11].
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) del extracto activo: Se realizo siguiendo la meto-
dologia de Karthy et al. [14] con algunas modificaciones.
Se prepard una suspension bacteriana de cepas testigo (0,5
escala de Mc Farland) a partir de cultivos en crecimiento
exponencial. El extracto diclorometanico se disolvio en di-
metilsulfoxido (DMSO) al 5% para obtener una solucion
madre (2 mg/mL). Se preparé diluciones consecutivas (1:2)
en microplacas de 96 pocillos a partir de la soluciéon madre
(0,05 mL por pocillo) con solucion salina estéril. Se afia-
di¢ caldo tripticasa soya (0,04 mL) de doble concentracion
(2X) y finalmente, 0,01 mL de la suspension bacteriana. Se
obtuvo un volumen final de 0,1 mL por pocillo. La micro-
placa se incubd a 37 °C por 18-24 h. Luego de este tiempo
se adiciond 0,02 mL de 2,3,5-trifenil cloruro de tetrazolio
(TTC; 5 mg/mL) a cada pocillo. El viraje de color amarillo a
rojo se considerd como crecimiento microbiano. DMSO 5%
y estreptomicina 100 pg/mL fueron los controles. De mane-
ra similar se determind la CMI de algunos antibidticos de
referencia. Todo el procedimiento se realizé por duplicado.

Fraccionamiento parcial del extracto activo por cromato-
grafia en columna: Se sometid a fermentacion el cultivo
M10-77 hasta obtener 10 L de sobrenadante. El extracto se
obtuvo seglin la metodologia antes descrita. Los componen-
tes del extracto se fraccionaron por cromatografia en capa
fina (TLC) en columnas de vidrio de 2,5 x 35 cm. Se utilizd
como solventes de arrastre el diclorometano y éter de petro-
leo (9:1). Las bandas en la TLC aparecieron en la mezcla
diclorometano:metanol (95:5). Los compuestos aislados se
agruparon en 4 fracciones con base en la polaridad. El peso
seco de cada fraccion se registro con el fin de determinar
la proporcién de cada componente. Se determind la CMI
de las fracciones. Para la prueba de actividad se utilizd S.
aureus ATCC 43300.

Bioensayo de sinergismo con antibioticos referenciales: Se
realizé un estudio comparativo del efecto de antibioticos
convencionales suplementado con el extracto activo de
Streptomyces M10 77 en concentraciones no bactericidas.
Este bioensayo se realizd segun las indicaciones de
Fukumoto et al. [15]. Las fracciones se diluyeron a
1/4 de su valor de CMI, de modo que los extractos no
ejercieran ninguna actividad bactericida en el ensayo.
Betalactamicos (bencilpenicilina, ceftriaxona y cefotaxima)
y aminoglucdsidos (estreptomicina y gentamicina) fueron
los antibioticos probados. Se determind la CMI de cada
antibidtico solo y suplementado con cada una de las
fracciones diluidas. Para determinar la probable actividad
sinergistica se calculd la Concentracion Inhibitoria
Fraccional (CIF), utilizando la siguiente ecuacion:

CMI

Antibidtico+ Fraccién orgdnica

CIF =
CMI

Antibiotico

1
Radio de potenciacion = ——

CIF

Los parametros indicadores de sinergismo fueron el radio
de potenciacion y el CIF

Una actividad sinérgica se puso de manifiesto si el valor
de CIF era igual o inferior a 0,5 (equivalente a radio de
potenciacion > 2). La cepa de prueba para este bioensayo
fue S. aureus ATCC 43300. Los ensayos se realizaron por
triplicado.

Resultados

Los resultados de las pruebas del antagonismo por el
método de “doble capa” se muestran en la tabla 1. Fue
evidente una fuerte actividad antimicrobiana contra
bacterias grampositivas, exhibiendo contra ellas halos de
actividad superiores a 70 mm de didmetro (Figura 2). Si
bien en el presente trabajo las evaluaciones se realizaron con
cepas estandar y de origen clinico, se observa la marcada
actividad frente a bacterias grampositivas y una mediana
actividad frente a gramnegativas.

Una vez realizado el proceso fermentativo para

Tabla 1. Actividad inhibitoria de Streptomyces M10-77 frente a bacterias
patdgenas grampositivas y gramnegativas de origen hospitalario, evaluadas
por el método de “doble capa”.

Halos de
Cepas testigo MDR Procedencia inhibicion*
(mm)

Staphylococcus aureus - .
1094 Secrecion bronquial 64+ 0,15
S. epidermidis 1093 Orina 58+0,00
Stap. h.y lococcus coagulasa Secrecion vaginal 70+0,18
negativo 348
Enterococcus sp. 239 Orina 72+0,20
I;ggudomonas aeruginosd Aspirado traqueal 34+0,12
Escherichia coli 302 Secrecion cutanea 19+0,16
Acinetobacter sp. 134 Secrecion bronquial 19+0,14
f;l ierobacter aerogenes Secrecion faringea 19+0,20
**S aureus ATCC 43300 - 50+0,00
*¥HXE faecalis ATCC
51299 - 500,00

*Halos de inhibicion promedio + desviacion estandar (n=3). **Cepa refe-
rencial meticilino resistente. ***Cepa referencial vancomicina resistente.
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Figura 2. Actividad inhibitoria de Streptomyces cepa M10-77 contra S.
aureus ATCC 43300 (A) y E. coli 302 (B) por la prueba de doble capa.

Streptomyces M10-77, el sobrenadante fue procesado
con solventes quimicos. De los tres solventes organicos
ensayados, el extracto diclorometanico tuvo mayor
rendimiento en la recuperacion de compuestos bioactivos.
Este hecho ratifico los resultados del screening de actividad
en placa de la cepa S. aureus ATCC 43300. Los extractos de
acetato de etilo y butanol mostraron poca o ninguna actividad
contra las bacterias en prueba. Los ensayos posteriores se
realizaron sélo a partir del extracto diclorometanico.

Los resultados de la CMI del extracto diclorometanico
de Streptomyces M10 77 se puede observar en la tabla 2.
Esta prueba cuantitativa refleja el efecto marcado hacia las
bacterias grampositivas que se vio en los resultados previos
del ensayo de “doble capa”.

El fraccionamiento parcial por cromatografia en columna
del extracto permiti6 obtener 4 fracciones activas frente a S.
aureus ATCC 43300. La placa resumen de la cromatografia
en columna mostré cerca de una docena de compuestos
presentes en el extracto activo (datos no mostrados). Los
compuestos de mediana polaridad pudieron ser separados

Tabla 2. Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del extracto diclorome-
tanico de Streptomyces M10-77 frente a patdgenos multidrogorresistentes
(MDR) de origen hospitalario.

Cepas de origen clinico CMI (pg/mL)
Staphylococcus aureus 1094 3,9
S. epidermidis 1093 15,7
Staphylococcus coagulasa negativo 348 1,9
Enterococcus sp. 239 62,5
Pseudomonas aeruginosa 303 62,5
Escherichia coli 302 250
Acinetobacter sp. 134 62,5
Enterobacter aerogenes 171 250

Cepas referenciales
S. aureus ATCC 43300 7,9
E. faecalis ATCC 51299 31,7

de manera mas eficiente y agrupados en las fracciones
I — III. Por otro lado, el mayor conjunto de compuestos
se agruparon en la fraccion mas polar (IV) que presenta
alrededor de 6 compuestos. Si bien la fraccion 11 fue la mas
abundante (200 mg) y la fraccion II la menos abundante
(20 mg), ésta ultima fue la Gnica que mostrd capacidad
sinérgica con los antibidticos referenciales usados frente a
la cepa testigo S. aureus ATCC 43300.

Los valores de CMIs (ng/mL) obtenidos de las cuatro
fracciones son comparables: 1 (15,8), II (125), IIT (31,3)
y IV (31,3). Al observar los valores individuales y al
contrastar con el del extracto total, se nota que los valores
han disminuido, indicando que entre las fracciones existe
cierta dependencia para magnificar el poder bactericida del
extracto total.

Los resultados del ensayo de sinergia de la fraccion 11 se
muestran en la tabla 3. Los valores de concentracion frac-
cionaria inhibitoria (CIF) con antibioticos betalactamicos y
aminoglucosidos son menores de 0,5 para los casos ensa-
yados.

Tabla 3. Actividad sinérgica de la fraccion II del extracto activo de
Streptomyces M10-77 con antibidticos estandar. Cepa testigo: S. aureus
ATCC 43300.

Ab Ab + FII CIF

Betalactamicos

Bencil penicilina 3,9 <0,03 0,008
Cefotaxima 3,9 0,12 0,031
Ceftriaxona 7,9 0,24 0,031
Aminoglucésidos

Estreptomicina 15,8 3,9 0,250
Gentamicina >2000 250 0,125

Ab: efecto del antibidtico solo. Ab + FII: Antibiotico mas Fraccion II (1/4
CMI). CIF: Concentracion Inhibitoria Fraccional.

Discusion

LacepadeS. erythrogriseus M10-77 es una especie marina
con potencial para la produccion de diversos metabolitos
secundarios. Dalisay et al. reportaron el aislamiento de 47
cepas de Streptomyces marinas productoras de metabolitos
activos [16]. El andlisis quimico realizado sobre los
metabolitos aislados permitio la identificacion parcial de
analogos de novobiocina con marcada actividad frente a
MRSA. En China, el cultivo y aislamiento biodirigido de
moléculas antibacterianas provenientes de una cepa marina
de Streptomyces antibioticus permitio la identificacion de
cuatro nuevas moléculas provenientes de la familia de las
Indamicinas [17]. Asi también, otros estudios en diversas
regiones geograficas reportaron la produccion de nuevos
compuestos activos del tipo alcaloides y nucledsidos a
partir de Streptomyces marinos [18,19]. En conjunto, estos
estudios son una muestra de la riqueza de metabolitos
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secundarios producidos por este grupo microbiano.
Estudios posteriores orientados a la ecologia de este grupo
microbiano podrian realizarse con el objetivo de conocer
si esta cepa pertenece al grupo de actinomicetos del clado
filogenético MAR, que presentan requerimientos marinos
obligados [20]. Asi, trabajos similares confirmaron que
una cepa del género Micromonospora tenia al sodio y al
magnesio como elementos limitantes para la produccion de
antibioticos [21].

En el screening se observa una marcada actividad frente
a bacterias grampositivas y sensiblemente menor frente
a gramnegativas. Esta diferencia podria deberse, bien a
la seleccion adaptativa de Streptomyces, que conlleva a
la produccion de antibidticos frente a microorganismos
ecologica y filogenéticamente relacionados [9], o bien
a que las bacterias gramnegativas poseen mecanismos
de resistencia eficaces que neutralizan la accion de los
antibacterianos producidos por actinomicetos. Haste
et al. muestra la produccioén de etamicina por la cepa de
actinomiceto marino CNS-575, y a partir de sus resultados
concluye que la actividad del antibidtico purificado es muy
potente frente a cepas de S. aureus, y reducida frente a cepas
como P. aeruginosa o Salmonella spp [22].

Una revision de la literatura [17,22,23] sefiala que los
medios de enriquecimiento para actinomicetos pueden
variar en cuanto a su composicion; sin embargo, el caldo
marino, que contiene una fuente carbonada, cloruro de sodio,
sales minerales propias del agua de mar, mas adicion de
asparagina, arginina o fenilalanina permite un rendimiento
optimo de produccion de biomasa y sus metabolitos. Para
la extraccion de los metabolitos, los autores mencionados
utilizaron acetato de etilo, sin embargo en este trabajo el
diclorometano fue el solvente de mayor rendimiento.
Teniendo en cuenta el rendimiento mostrado por el extracto
crudo de M10-77, podemos afirmar que los compuestos
activos generados presentan una potencial aplicacion para
el desarrollo de nuevos antibidticos, necesitindose estudios
futuros para verificar este potencial.

El analisis preliminar de TLC y el fraccionamiento
parcial sefialan que varios son los compuestos bioactivos
responsables de la actividad antibacteriana. Estudios
de genomas de Streptomyces coelicolor y Streptomyces
avermitilis indican que poseen multiples grupos genéticos
vinculados con la produccion de antibidticos asociados,
tanto a plasmidos como a cromosomas [24]. Esto verifica que
las cepas de Streptomyces tienen la capacidad de producir
varios antibioticos de manera constitutiva o inducida.

En los ultimos afios hay una tendencia a estudiar
metabolitos que actuan en sinergia con antibioticos de
referencia. Uno de los ampliamente conocidos es el acido
clavulanico, producido por Streptomyces clavigerus
[25]. Se trata de un inhibidor de betalactamasas, usado
con frecuencia junto a amoxicilina, un derivado de la
penicilina [26]. Diferentes estudios muestran la accion
de nuevas drogas, eficaces sobre MRSA y de su posible
accion sinérgica con otros antibidticos. Asi, Mainardi
muestra las principales combinaciones de antibioticos que

combaten de manera efectiva las infecciones por S. aureus,
sefialando que, por lo general, las combinaciones sinérgicas
de glucopéptidos y betalactimicos presentan una accion
bacteriostatica y bactericida frente a MRSA [27]. A pesar
de esta referencia sobre familias de antibidticos, existen
compuestos naturales y drogas no antibidticas que pueden
generar sinergismo con antibidticos conocidos [28,29].
Fukumoto et al, reportan el hallazgo del cyslabdan, un
diterpeno con gran efecto potenciador de los carbapenemas
producido por Streptomyces sp. K04-0144 [15]. Por otro
lado, Shin et al. reportaron el hallazgo del 1 acetil beta
carbolina, un alcaloide con capacidad potenciadora de beta
lactamicos, producida por una cepa de Streptomyces de
origen marino [30].

La bibliografia consultada indica que los estudios de las
moléculas sinérgicas producidas por actinomicetos estan
relacionadas con inhibidores de mecanismos de resistencia
(acido clavulanico), compuestos complementarios que
tienen un mecanismo de accion similar (estreptograminas)
o también de compuestos con mecanismos de accion y
sitios blanco diferentes [5]. Estos datos permiten evidenciar
la enorme diversidad metabolica de los actinomicetos. En
este sentido, en nuestro caso se podria pensar que la sinergia
de la fraccion II con los aminoglucésidos y betalactamicos
seria explicado presuntivamente por la presencia de algin
compuesto capaz de inhibir la sintesis de pared celular o
que permita una mejor permeabilizacion del antibiodtico
referencial. Vakulenko y Mobashery evidenciaron este
hecho en sus trabajos experimentales de sinergia con
aminoglucoésidos [31]. Taddei et al. concluyeron que dos
cepas de la misma especie de Streptomyces pueden producir
diferentes compuestos independientemente de su fuente de
aislamiento [32]; por lo que M10-77 podria constituir una
variante de S. erythrogriseus con una diversidad metabolica
aun no explorada. El presente trabajo representa un aporte
preliminar del descubrimiento de nuevos metabolitos
secundarios, por lo que ninguna afirmacion acerca de
la naturaleza de los compuestos activos encontrados
puede aceptarse en su totalidad hasta que no se obtengan
las moléculas purificadas y se realicen los estudios
experimentales para conocer el mecanismo de accion y
eficacia clinica de los mismos.

Conclusion

Los resultados del presente trabajo sefialan que S.
erythrogriseus cepa M10-77 tiene una fuerte actividad
inhibitoria de amplio espectro frente a patogenos
drogorresistentes de origen clinico. Las pruebas preliminares
de caracterizacion de sus metabolitos secundarios sefialan
que son varios los compuestos involucrados en la respuesta
inhibitoria; ademas, tales compuestos tendrian actividad
sinérgica cuando actflan en conjunto o junto a antibidticos
betalactamicos y aminoglucoésidos.
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