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RESUMEN

Los manglares son ecosistemas con gran diversidad microbiana; la presion de las condiciones fisicas de este, se
ha relacionado con la produccién de metabolitos con estructuras moleculares Unicas para los microorganismos.
Dado el desarrollo de resistencia bacteriana a antimicrobianos a nivel mundial, se hace necesaria la busqueda de
nuevas soluciones que nos permitan contrarrestar los efectos de dichos patégenos.

En este estudio, se buscé aislar, identificar y evaluar la actividad antimicrobiana de bacteriocinas producidas por
microorganismos nativos del ecosistema de Manglar de la Ciénaga de Mallorquin, frente a microorganismos pa-
tégenos de interés clinico. Se aislaron cepas nativas del ecosistema de Manglar, a las cuales, se aplicd el método
de purificacién y extraccién de proteinas con sulfato de amonio para obtencion de bacteriocinas; se realizé cuan-
tificacidn de proteinas por el método de Lowry y evaluacidn de actividad antimicrobiana por método de difusién
en placa de Kirby Bauer.

Se logro realizar purificacion parcial de sustancias bioactivas de naturaleza peptidica (bacteriocinas) a partir de
cepas microbianas del ecosistema de Manglar de la Ciénaga de Mallorquin, se identificaron las cepas de estudio
trabajadas de las cuales se extrajo la sustancia bioactiva.

Se comprobé actividad antimicrobiana leve del extracto CN11, CN 8, PAC3, frente a S. Aureus ATCC 25923, activi-
dad antimicrobiana leve del extracto de P4C3 frente a E. coli BLEE, actividad antimicrobiana leve frente a Klebsiella
Pneumoniae ATCC 700603 de los extractos P4C3 y CN9; y actividad antimicrobiana moderada para el caso del
extracto proteico de la cepa CN9 frente a E.coli ATCC 25922.
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ABSTRACT

The mangroves are ecosystems of high primary productivity; they are rich in organic matter and have high micro-
bial diversity. The pressure of the physical conditions of the mangrove ecosystems has been linked to the produc-
tion of special metabolites and unique molecular structures for microorganisms.

Because of the developing of microbial resistance to antimicrobials in the world, it is necessary the research of
new solutions that allow to counteract the effect of those pathogens.

On this study, | was looking isolate, identify and evaluate the antimicrobial bacteriocins activity produced by native
microbial consortia of mangrove swamp at the Mallorquin swamp, against pathogens microorganisms of clinical
interest. It were isolated native strains from the mangrove swamp ecosystems, and it was made to these the
extraction and purification method of protein with ammonium sulfate to get the bacteriocins; proteins quanti-
fication was made with the Lowry method and antimicrobial activity evaluation with Kirby Bauer plate diffusion
method.

The purification of bioactive substances (bacteriocins) from microbial strains mangrove ecosystem of the “Ciéna-
ga de Mallorquin” could be done, and it was also possible to identify the analyzed strains in which the bioactive
substance was extracted.

Mild antimicrobial activity of the extract CN11, CN 8, P4AC3, was found against S. aureus ATCC 25923, mild antimi-
crobial activity of P4C3 extract was found against E. coli BLEE, mild antimicrobial activity of the extracts P4C3y CN9
against Klebsiella Pneumoniae ATCC 700603; moderate antimicrobial activity for protein extract of CN9 against E.
coli ATCC 25922.
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INTRODUCCION

Al final de la época dorada de la investigacidn en
antibiéticos, comprendida entre 1940 y 1960, el
arsenal de compuestos descubiertos para el tra-
tamiento de infecciones bacterianas en humanos
hizo que esta investigacion se detuviera por unos

anos.

Sin embargo, la aparicion inmediata de mecanismos
de resistencia en bacterias patdgenas, incluyendo
inactivacién enzimdatica, modificacion de dianas,
formacion de biofilms, entre otras, demostré que la
busqueda de compuestos antimicrobianos era ne-
cesaria y no debia ser interrumpida. No obstante,
el progreso en el disefo de nuevos antimicrobianos
para uso comercial ha sido lento y esto, combina-
do con los multiples y sofisticados mecanismos de
resistencia bacterianos, ha generado una crisis en
el tratamiento de muchas infecciones que fueron

facilmente tratables en un comienzo.?

El desarrollo de resistencia bacteriana a antimicro-
bianos es un problema mundial que amenaza la
salud publica. En paises como Estados Unidos de
Norteamérica el 64% de las infecciones nosocomia-
les bacterianas son provocados por Gram positivos
y la resistencia a antibiéticos ampliamente usados
en su tratamiento es elevada.? Colombia no escapa
de la problematica de multirresistencia en bacte-
rias, ya que se han informado niveles elevados de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion

para E. coli.

La problematica de micosis y resistencia de hongos
a antimicéticos actuales es otra situacidon que cons-
tituye un problema de salud publica en nuestro
pais, ocasionando infecciones intrahospitalarias y

nosocomiales, es el caso de Cdndida spp, levadura
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asociada a infecciones vulvovaginales en mujeres
gestantes, particularmente Cdndida albicans como
principal agente infeccioso, halldndose cepas re-
sistentes a antimicoticos de uso terapéutico usual,

como el Itraconazol.*

Dado el fendmeno de resistencia microbiana, se
hace menester la busqueda de nuevas soluciones
gue nos permitan contrarrestar los efectos de di-
chos patdgenos, de no hacerlo, estariamos en una
situacidn parecida a la de la etapa previa al descu-

brimiento de los antibidticos.

En nuestro planeta las extensiones de agua confor-
man alrededor del 71 % de la superficie total y en
ellas las primeras formas de vida tuvieron su ori-
gen %, no obstante tan solo conocemos el 40% de la
biodiversidad que la habita. Los microorganismos
marinos de ecosistema de manglar han despertado
gran interés debido a su extraordinaria biodiversi-

dad y capacidad biosintética.

Los manglares son ecosistemas de alta productivi-
dad primaria, ricos en materia orgdnica. Esta pro-
ductividad ha sido parcialmente explicada por la
presencia de un eficiente sistema de reciclaje de
nutrientes efectuado a través de la actividad micro-
biana. A su vez los exudados radicales de las plantas
sirven como fuente de alimento para los microor-
ganismos, estableciéndose asi una relacion mutua-

mente benéfica.®

La continua busqueda de antimicrobianos se ha
dado en diferentes ecosistemas y organismos; los
ambientes marinos han sido menos explorados
comparados con los ambientes terrestres, lo que
indica que las probabilidades de descubrir nuevas

moléculas activas es mayor.!
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Los bosques de manglar se caracterizan porque en
muchos casos, especialmente en los bosques cari-
befios tropicales, forman monocultivos naturales
de alta densidad en donde los drboles estan sujetos
a una gran presion por enfermedades; no obstante,
los registros de fitopatogenicidad en ecosistemas

de manglar son raros.’

Los bosques de manglar se caracterizan porque en
muchos casos, especialmente en los bosques cari-
befios tropicales, forman monocultivos naturales
de alta densidad en donde los drboles estan sujetos
a una gran presioén por enfermedades; no obstante,
los registros de fitopatogenicidad en ecosistemas

de manglar son raros. ’

La aparente sensibilidad de Rhizophora al ataque
de patégenos y los escasos registros sobre patolo-
gias en arboles y plantas de manglar, pueden estar
relacionados con la presencia de otros mecanismos
gue determinan la resistencia al ataque de patoge-

nos.’

Estudios de este tipo son escasos en el pais, lo que
se refleja en el desconocimiento del potencial bio-
tecnolégico de los microorganismos presentes en
los ambientes marinos del territorio nacional, per-
mitiendo asi el desarrollo de una nueva area de in-
vestigacion en Colombia. Con la busqueda de com-
puestos bioactivos a partir de microorganismos
marinos se favorece el aprovechamiento sostenible
de ecosistemas marinos, debido a que su cultivo se
realiza completamente in vitro y no se requiere la

intervencién o destruccion de ecosistemas.

Surge asi la bioprospeccidn orientada a la busque-
da y aprovechamiento de metabolitos secundarios
producto de la actividad metabdlica de consorcios

microbianos marinos nativos de ecosistemas de

manglar, de los cuales, estudios previos han logra-
do identificar bioactividad de estos compuestos
con potencial terapéutico prometedor en la indus-

tria farmacéutica.?

1. MARCO TEORICO

1.1. Generalidades

Las dreas de manglar corresponden a la planicie
fluvio marina en la zona costera del departamento
del Atlantico, ocupa un area de 613,3 ha en todo
el departamento, distribuidas entre los ambientes
estuarinos litorales de las ciénagas de Mallorquin,
Manaties, El Rincdn, Balboa, Totumo y el sector de
La Represa y a lo largo de la linea de costa en los
sectores de Astilleros, Bocatocino, Punta de Morro
Pelao, Cerro Punta de Piedra, Santa Verdnica, Rin-
con Hondo, Punta Velero, Playa Turipand y Punta de
Morro Hermoso, asociado a otros ambientes como

playas y arroyos que desembocan en el mar.®

El nombre de manglar proviene de la palabra man-
gle, arbol que resulta el principal constituyente de
su ecosistema. Los ecosistemas de manglar cubren
aproximadamente el 60 o 75% de la linea costera

mundial.t°

Los manglares son el equivalente costero del bos-
que selvatico en tierra. Constituyen un ecosistema
insustituible y unico, que alberga una gran biodi-
versidad. Entre sus arboles, ramas y follaje se en-
cuentran muchas especies de aves, reptiles, mami-
feros, insectos, plantas epifitas, liquenes, hongos,

bacterias.®

Los manglares son ecosistemas costeros que pro-
veen un amplio rango de servicios ecoldgicos, al-
bergan una gran diversidad de especies de organis-

mos, ademas, sirven como proteccion de la zona
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costera contra huracanes e inundaciones, por ello

la importancia de su conservacién y preservacion.*

2.2. Organismos marinos como fuente de com-
puestos bioactivos

Las poblaciones microbianas, en general, producen
compuestos que desfavorecen el crecimiento de
otras poblaciones, tales como acido lactico, acidos
grasos, acido sulfirico, amoniaco, etanol u otros
alcoholes de bajo peso molecular. Los antibidticos,
producidos de forma natural por estas poblaciones,
podrian suministrar beneficios en el control de en-
fermedades, tanto en acuicultura como en pato-
logia humana y animal (Hernandez y Hernandez);
en este contexto los microorganismos acuaticos, se
estan incorporando como potenciales productores

de farmacos con nuevos modos de accién.!

Los organismos marinos representan un arsenal de
nuevas y novedosas sustancias, de una increible
diversidad. Esta variedad de estructuras quimicas
pueden ser utilizadas como herramientas para la
sintesis de nuevas moléculas, con el fin de desarro-
llar productos utiles en la industria farmacéutica y

agricola.’?

Dentro de la diversidad del metabolismo microbia-
no, existen bacterias capaces de sintetizar péptidos
a nivel ribosdmico que pueden sufrir modificacio-
nes postraduccionales y tienen efecto antagoénico
contra microorganismos con o sin relacién filoge-

nética.*?

Es imposible comprender los mecanismos de desa-
rrollo y sostenimiento del ecosistema de manglar
sin abordar el estudio de su microbiologia, ya que
ésta resulta fundamental para su mantenimiento y
constituye un verdadero universo de diversidad fi-

logenética y metabolismo funcional.’*
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Investigaciones sobre la comunidad microbiana de
manglar en Bahia Balandra, California, como bacte-
rias fijadoras de nitrédgeno (BFN), desnitrificantes,
solubilizadoras de fosfatos (BSF), sulfato reducto-
ras, productoras de moléculas senal, de sustancias
reguladoras de crecimiento vegetal y productoras
de antibidticos. Estas investigaciones apoyan la hi-
potesis que la existencia de estos grupos es de vital
importancia para el funcionamiento del ecosiste-

ma.

Estudios se han enfocado al aislamiento de grupos
bacterianos y evaluacidn de su importancia en pro-
cesos como la fijacién de nitrégeno atmosférico,
desnitrificacién y solubilizacién de fosfato inorga-
nico. Actualmente, se han emprendido investiga-
ciones sobre sintesis de antibidticos en la rizésfera
de los mangles y la presencia de moléculas sefial
tipo acil homoserina lactonas o AHLs producidas
por bacterias, asi como su posible relacién con los
procesos fisioldgicos que promuevan el crecimien-

to vegetal.**

Los hongos marinos constituyen un grupo de mi-
croorganismos capaces de biosintetizar metaboli-

tos con estructuras novedosas. *°

Los antibidticos, producidos de forma natural por
estas poblaciones, podrian suministrar beneficios
en el control de enfermedades, tanto en acuicultu-
ra como en patologia humana y animal; ® en este
contexto los hongos tropicales se estan incorporan-
do alos programas de preseleccién como potencia-
les productores de farmacos con nuevos modos de

accion.!

Las investigaciones realizadas por Lin et al. (2002),
Chen et al. (2003), Krohn y Riaz (2004) revelaron la

presencia de metabolitos secundarios provenien-
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tes de los hongos marinos, aislados de mangles, en-
tre ellos: Verruculina enalia 2606, Kandelia candel
1893 y Xylaria sp., con potentes y diversas activida-
des: antifungicas, antitumorales, e inhibitorias de
la acetilcolina esterasa, respectivamente.”

Esto es indicativo de que los manglares y los sedi-
mentos asociados a estos ecosistemas, represen-
tan microambientes importantes para el aislamien-
to de hongos marinos productores de metabolitos
con actividad antifungica u otras propiedades bio-

activas. ®

Esto es indicativo de que los manglares y los sedi-
mentos asociados a estos ecosistemas, represen-
tan microambientes importantes para el aislamien-
to de hongos marinos productores de metabolitos
con actividad antiflingica u otras propiedades bio-
activas. 8

2.3. Técnicas de susceptibilidad a antibidticos

Existen cuatro técnicas basicas disefiadas para de-
terminar la existencia de actividad antimicrobiana
de una sustancia: Técnica de dilucidn en caldo, Téc-
nica de dilucién en agar, Microtécnica de dilucion
en caldo, Prueba de susceptibilidad de Kirby-Bauer

o técnica de difusién en agar.®®

Prueba de susceptibilidad de Kirby-Bauer o técni-
ca de difusion en agar (Hewitt y Vincent, 1989)'®

Este es un método cualitativo, que se caracteriza
por ser facilmente estandarizable y que esta indi-
cado para microorganismos no exigentes de cre-
cimiento rapido. Partiendo de una muestra clinica
siempre se debe realizar un cultivo puro para poder
comenzar el estudio de la sensibilidad antibidtica.
Para esto se utiliza la técnica de aislamiento en pla-
cas que contengan un medio adecuado para la cepa
en estudio (al cual ademas se le deben otorgar las

condiciones atmosféricas especificas de esa cepa).

El antibiograma por disco difusion basado en el
trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores, es uno de
los métodos que el NCCLS (National Commitee for
Clinical Laboratory Standars) recomienda para la
determinacion de la sensibilidad bacteriana a los

antibioticos.'®

En este método se coloca de manera uniforme un
inoculo estandar del microorganismo en una caja
de Petri que contenga agar Mueller-Hinton. Se per-
mite que la sustancia activa difunda a partir de una
solucién acuosa desde una fuente hasta el agar. Se
puede realizar en tubo de ensayo, en placas de Pe-
tri o en platos cuadrados (30 cm de lado). Cuando
se usan placas de Petri, las diluciones de antibidti-
cos o soluciones de prueba se aplican de diferentes
formas dependiendo del tipo de fuente usada, asi,
la solucién es adicionada a pozos o cilindros hechos
sobre el agar por medio de una pipeta, o puede
aplicarse en discos de papel, los cuales después son

colocados sobre las placas con agar.

Asi que sobre la superficie de agar previamente
inoculada con el organismo por estudiar, se colo-
can estos discos de papel de filtro impregnados con
el antibidtico. El antibiético difunde del disco hacia
el agar, produciéndose zonas de inhibicion de desa-
rrollo alrededor de aquellos discos que contienen
antibidticos a los cuales los organismos estudiados

son susceptibles.®

2.4, Bacteriocinas: Generalidades

El término “bacteriocinas” fue propuesto por pri-
mera vez por Jacob y colaboradores en 1953 para
referirse a las sustancias proteicas con actividad
antimicrobiana de origen bacteriano, luego Tagg et
al. (1976) las definieron como un grupo de sustan-
cias antimicrobianas de origen bacteriano, caracte-

rizadas por poseer un componente proteico biold-
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gicamente activo y por ejercer un modo de acciéon

bactericida. **

Las bacteriocinas son péptidos antimicrobianos
producidos por un gran nimero de bacterias, inclu-

yendo bacterias acido lacticas.

Normalmente actian contra microorganismos no
deseados o patégenos, estrechamente relaciona-
dos o responsables del deterioro y causantes de

enfermedades.

Por esta razon, se utilizan en varias aplicaciones,
entre las que se encuentran la biopreservacién, la
extension de la vida util, la accién antimicrobiana

clinica. %

La produccion ocurre de forma natural durante la
fase logaritmica del desarrollo bacteriano o al final
de la misma, guardando relacién directa con la bio-

masa producida. #

Las bacteriocinas comprenden un grupo grande y
diverso de proteinas o péptidos antimicrobianos
sintetizados ribosdmicamente, algunos de los cua-
les se someten a modificaciones post-traducciona-
les, que tienen un efecto bactericida o bacteriosta-
tico en otras bacterias ya sea de la misma especie
(espectro estrecho) o de otros géneros (Espectro
amplio). La célula productora sintetiza una molécu-

la que la inmuniza contra la propia bacteriocina.?

2.4.1. Métodos de purificacion de Bacteriocinas

El primer paso que se requiere para la purificacion
de las bacteriocinas se refiere a la concentracién
del sobrenadante, asumiendo un proceso de pro-
duccion de bacteriocinas optimizado.? Algunas de
ellas se encuentran en agregados moleculares, es-

tas macromoléculas se disgregan usando agentes
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gue disocian las macromoléculas, ultra filtracidn o
eliminando material lipidico por la extraccidn con
metanol — cloroformo o etanol — dietil éter. Una vez
gue las bacteriocinas del sobrenadante, pueden ser
concentradas de acuerdo con su tamafio: filtracion;
precipitacion con sales de sulfito de amonio; y ex-
traccion con solventes organicos como butanol y
etanol.??

3. METODOLOGIA

3.1. Identificacidn sitio de muestreo
El sitio de muestreo corresponde a la zona de eco-
sistema de Manglar de la ciénaga de Mallorquin del

Departamento del Atlantico.

Debido a que los microorganismos no se encuen-
tran distribuidos uniformemente de acuerdo a sus
actividades bioldgicas. Se dividid la extension del
ecosistema en parcelas de 10x10m sobre un tran-
septo de 100 m?, de acuerdo a esto quedo subdi-
vidido en 7 parcelaciones, donde se tomd la mues-
tra. Se tomaron muestras de sedimento rizosferico

y agua del ecosistema. °

3.2. Procesamiento de muestras

Las muestras de agua del ecosistema de Manglar,
fueron filtradas utilizando tres tamices diferentes,
en primera instancia gasa estéril, en segunda ins-
tancia papel de filtro WHATMAN, en tercera instan-
cia se realizo filtracidén con equipo de filtraciéon de
membranas, utilizando membranas de 0,45 pc.

El agua filtrada se esterilizd posteriormente y se
utilizé en la preparacién de medios de cultivos.

Los microorganismos fueron asilados a partir de
5 gr de sedimento rizosférico diluidos en 45 ml de
caldo nutritivo preparado con agua filtrada estéril

de mangle.
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Se realizaron diluciones en base 10 (en caldo nutri-
tivo preparado con agua del ecosistema de manglar
filtrada y esterilizada) tomando 1 ml de la primera
dilucion hasta llegar a la dilucién 1073. Las dilucio-
nes fueron sembradas en profundidad por triplica-
do en Agar Nutritivo y agar MRS, preparados con
agua filtrada estéril de mangle mediante la técnica

de vaciado en placas.

Una vez realizada la siembra microbiolégica las ca-
jas de Petri, fueron incubadas a 37°C. La purifica-
cién o aislamiento microbiano se realizé mediante
resiembras a trios consecutivas por agotamiento
en agar MRS y Agar nutritivo. Se empleé un control
para los medios de cultivo, el cual consistié en cal-

do Nutritivo estéril.

3.3. Identificacion Macroscépica y microscopica
de los morfotipos

La identificacién macroscdpica de las cepas aisladas
se realizé mediante los criterios de forma, tamafio,
color, textura y elevacién de las colonias de acuer-
do a lo estipulado en el Manual Bergey (1986), y de
Dellaglio y col (1994) y la microscépica basada en

la utilizacidn de la coloracién diferencial de Gram.

Identificacion bioquimica de los géneros microbia-
nos: Para la identificacidn de los géneros microbia-
nos, las cepas puras seleccionadas se les aplicaran
pruebas bioquimicas utilizando el kit comercial BBL

Crystal.

3.4. Obtencion y purificacién parcial de bacterio-
cinas

Una vez seleccionadas las cepas candidatas para
realizar el método de obtencion y purificacién par-
cial de bacteriocinas, se prepard un cultivo de 24

horas de la cepa estudio.

Una vez se tiene el cultivo de 24 horas de la cepa
estudio, a partir de colonias aisladas crecidas en
agar nutritivo estandar (BD Bioxdn), se tomd una
colonia y se inoculd en 3.0 ml de caldo nutriente
(BD Bioxdn), posterior a esto, se incubd a 37°C du-
rante 24 horas. De este preindculo se transfirieron
0.5 mL en 100 mL de caldo nutritivo y se cultivé du-
rante 24 h.

Luego de lo anterior, se realizd separacidon de cé-
lulas por centrifugacion (2.500 r.p.m. durante 2
horas). El sobrenadante obtenido fue guardado en
refrigeracidn para las siguientes sesiones.

Para la obtencion del extracto enzimatico se realizo
precipitacidn fraccionada con sulfato de amonio a
20%, 40%, 60% y a 80% de saturacion.??

Las fracciones obtenidas en la precipitacion fueron
dializadas contra un regulador tris-HCI 0.2 M, pH
8.5, a 52C durante 48 h con cambios continuos del

regulador.

Una vez dializadas las muestras, se realizé el méto-

do de Lowry para cuantificar proteinas.?

3.4.1. Evaluacion de la actividad antimicrobiana
de los extractos

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana
de la sustancia bioactiva de las cepas microbianas
obtenidas, se usaron cepas de referencia ATCC lio-
filizadas de Escherichia Coli ATCC 22922, Staphylo-
coccu aureus ATCC 25923, klebsiella neumoniae
ATCC 700603, Candida albicans ATCC10231, Listeria
Monocitogenes ATCC 7644, E.coli BLEE positivas y
Aspergillus Brasiliensis ATCC 16404.

Se usaron cultivos de 18-24 horas en caldo nutriti-
vo (pH 6.520.2 a 25 °C) de las cepas de referencia

mencionadas. Se determind la concentracion del
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caldo a sembrar segin metodologia de Kirby-Bauer,
por comparacién de la turbidez del tubo con el es-
tandar No. 0.5 de McFarland.*®

Para evaluar el espectro de la actividad antimicro-
biana se utilizé el método de difusidén en agar usan-
do agar Mueller-Hinton, segin metodologia de
Hewitt y Vincent (1989); se tomaron alicuotas de
0.2 ml de cada cultivo bacteriano para inocular en
15 ml de agar Mueller-Hinton fundido a una tem-
peratura de 45°C (pH 7.4+ 0.2 a 25°C), se mezclo
por inversién el tubo, posteriormente se dispenso
el agar en cajas de Petri de 10 cm de didmetro.?

Luego de la solidificacién del agar se procedid a
depositar los discos impregnados con diferentes
sustancias: Como controles positivos para las bac-
terias utilizadas en este estudio, se usaron sensidis-
cos comerciales de: Cefoperazona OXOID® (75 pg)
cefalosporina de tercera generacién que muestra
buena actividad bactericida para Estafilococos y
Enterobacterias; y el Imipenem (carbapenem) la
droga de eleccién para el tratamiento de infeccio-
nes causadas por enterobacterias productoras de
Betalactamasa de espectro extendido (BLEE).

Como control positivo para Candida albicans se
usaron sensidiscos impregnados con 20 pl de Nista-
tina comercial en suspensién LA SANTE® (2,273 g/
ml), por ser ampliamente utilizado en el tratamien-
to de diferentes tipos de candidiasis. 2*

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los ex-
tractos se utilizaron discos de papel filtro WHAT-
MAN previamente esterilizados, los cuales fueron
impregnados con 20 ul, de las diferentes fracciones
obtenidas en la precipitacién con sulfato de amo-
nio (20%, 40%, 60% y 80% de saturacién). Ademds
se utilizaron discos de papel filtro limpios como

control negativo.
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Posterior a este procedimiento las cajas fueron in-
cubadas a 35°C por 24 horas para proceder a leer
los didmetros de los halos de inhibicion del creci-
miento microbiano generados alrededor de los dis-
cos impregnados con los extractos y el de los sensi-
discos comerciales (control positivo). Se realizaron
dos lecturas una a las 24 horas de incubacién y otra
a las 48 horas de incubacion.

Para evaluar la validez de los resultados se hicieron
para cada microorganismo tres (3) replicas, para
evitar sesgos en los resultados. Ademas se testeo
con cepas comerciales ATCC Thermo Scientific Cul-
ti-Loops OXOID%, con las que se realizo el control de
calidad a los sensidiscos comerciales impregnados
con diferentes antibidticos, y usados para medir el
perfil fenotipico de resistencia de las bacterias a di-

ferentes antimicrobianos.

Para evaluar la actividad antibacteriana se consi-

deraron las siguientes categorias propuestas por

Monks et al. (2002):2°

(-) No hay actividad

(+)  Actividad leve, halo de inhibicion entre 7-11
mm

(++) Actividad moderada, halo de inhibicion entre

11-16 mm

(+++) Actividad fuerte, halo de inhibicién mayor a

16 mm

4, RESULTADOS

Se realizaron en total 5 extractos proteicos de bac-
teriocinas provenientes de 5 cepas nativas del eco-
sistema de Manglar. Las cepas fueron identificadas
segln nomenclatura interna del laboratorio como
CN9, CN10, CN11, P4C3 y CN8.

La cepa CN9 fue identificada por prueba bioquimi-

ca con kit BBL Crystal como 97,38% Leuconostoc
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pseudomesenteroides. La mayor concentracion de
sustancia peptidica se obtuvo con un 20% de satu-
racion de sulfato de amonio (0,73 mg/ml) y la me-
nor concentracion de sustancia peptidica se obtuvo
con un 80 % de saturacion de sulfato de amonio
(0,4 mg/ml). Se observé un Indice de actividad an-
timicrobiana (IA) de 75% para E.Coli ATCC 22922 y
un Indice de actividad antimicrobiana (IA) de 16,6%
del extracto CN9 frente a Klebsiella Pneumoniae
ATCC 700603.

Segun las categorias propuestas por Monks et al.
(2002), se observo actividad antimicrobiana mode-
rada frente a E.coli ATCC 22922 en una de las tres
réplicas de la fraccion de 20% y en una de las tres
repeticiones de la fraccién de 80% de saturacion
con sulfato de amonio, en las otras dos repeticio-

nes se observé actividad antimicrobiana leve.

Se observd actividad antimicrobiana leve en las
fracciones de 40% y 60% de saturacién con sulfato
de amonio frente a E.Coli ATCC 22922.

Para el caso de la actividad del extracto de CN9 fren-
te a la cepa Klebsiella Pneumoniae ATCC 700603 se
evidencio actividad antimicrobiana moderada en
una de las tres repeticiones de la fraccion de 40%
de saturacion con sulfato de amonio y actividad an-
timicrobiana leve en una de las tres réplicas de la
fraccion de 60% de saturacion con sulfato de amo-
nio.

Tabla 1. Valores promedios, medianas de los diametros de los

halos de inhibicion presentados en bacterias susceptibles al
extracto de la cepa CN9

Klebsiella Pneumoniae E.Coli ATCC
Extracto Xt DS MED Xt DS MED
CN9 10 £2,82 10 9,55+2,29 9

Fuente: La autora.

Donde:
CN9: Nomenclatura interna del laboratorio; X: Pro-

medio; DS: Desviacion Estandar; MED: Mediana.

Nota: los valores promedios se encuentran dados

en mm.

La Cepa CN8 fue identificada por prueba bioqui-
mica con kit BBL Crystal como 84,58% Bacillus Ce-
reus. La mayor concentracién de sustancia peptidi-
ca se obtuvo con un 20% de saturacion de sulfato
de amonio (0,95mg/ml) y la menor concentracién
de sustancia peptidica se obtuvo con un 80 % de
saturacion de sulfato de amonio (0,46 mg/ml). Se
observo un indice de actividad antimicrobiana (IA)
de 58,3% frente a S. Aureus ATCC 25923. Se eviden-
cid actividad antimicrobiana leve frente a S. Aureus
ATCC 25923 en las tres réplicas de la fraccién de
20% de saturacion con sulfato de amonio, se ob-
servd actividad antimicrobiana leve en uno de los
tres casos estudiados de las fracciones de 40% vy
60% de saturacién frente a S. Aureus ATCC 25923
y actividad antimicrobiana leve en uno de los casos
estudiados de las fracciones de 40% y 60% frente a
S. Aureus ATCC 25923.

Tabla 2. Valores promedios, medianas de los didmetros de los
halos de inhibicion presentados en bacterias susceptibles al
extracto de la cepa CN8

S. aureus ATCC
Extracto Xt DS MED

CN8 9,5711,13 9
Fuente: La autora.

Donde:
CN8: Nomenclatura interna del laboratorio; X: Pro-

medio; DS: Desviacion Estandar; MED: Mediana.

Nota: los valores promedios se encuentran dados

en mm.

Biociencias ® Volumen 12 ¢ Niumero 1 ¢ 37 - 51 ¢ Enero-Junio 2017 ¢ Universidad Libre Seccional Barranquilla 45



La Cepa CN11 no fue posible identificarla. Lo ante-
rior puede deberse al hecho de que el sistema BBL
Crystal para la identificacidn (ID) de bacterias gram-
positivas (GP) es un método de identificacién que
se ha disefiado para la identificacidon de bacterias
aerobias gram-positivas para grupos taxondmicos
suministrados aisladas frecuentemente de mues-
tras clinicas. Por lo que lo mas probable es que
nuestra cepa proveniente de sedimento rizosférico
de Manglar, no se encuentre dentro de los grupos
taxondmicos para los cuales esta disefiada la iden-

tificacion con el Kit.

La mayor concentracion de sustancia peptidica se
obtuvo con un 20% de saturacién de sulfato de
amonio (0,73 mg/ml) y la menor concentracién
de sustancia peptidica se obtuvo con un 80 % de
saturacion de sulfato de amonio (0,55 mg/ml). Se
observé un indice de actividad antimicrobiana (lA)
de 58,3% frente a S. Aureus ATCC 25923. Se eviden-
ci6 actividad antimicrobiana leve frente a S. Aureus
ATCC 25923 en las tres réplicas de la fraccién de
20% de saturacién con sulfato de amonio, se ob-
servo actividad antimicrobiana leve en uno de los
tres casos estudiados de las fracciones de 40% vy
80% de saturacion frente a S. Aureus ATCC 25923
y actividad antimicrobiana leve en dos de los casos
estudiados de las fracciones de 60% frente a S. Au-
reus ATCC 25923.

Tabla 3. Valores promedios, medianas de los diametros de los
halos de inhibicion presentados en bacterias susceptibles al
extracto de la cepa CN11

S. aureus ATCC

Extracto X+ DS MED

CN11 8,4311,13 9

Fuente: La autora.

Donde:

CN11: Nomenclatura interna del laboratorio; X:
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Promedio; DS: Desviacion Estandar; MED: Media-

na.

Nota: los valores promedios se encuentran dados

en mm.

La Cepa CN10 fue identificada por prueba bioqui-
mica con kit BBL Crystal como Enterococcus Raffi-
nosus 95,68%.

La mayor concentracion de sustancia peptidica se
obtuvo con un 20% de saturacion de sulfato de
amonio (0,54 mg/ml) y la menor concentracién
de sustancia peptidica se obtuvo con un 80 % de
saturacion de sulfato de amonio (0,15 mg/ml). Se
observé un Indice de actividad antimicrobiana (lA)
de 75% frente a E. coli BLEE.

Se evidencid actividad antimicrobiana leve en los
tres casos de estudio de las fracciones de 60% vy
80% de saturacion con sulfato de amonio frente
a E.coli BLEE positivas y actividad antimicrobiana
leve en dos de los casos de estudio del extracto de
20% de saturacion frente a E.Coli BLEE positivas y
actividad antimicrobiana leve en uno de los casos
de estudio de la fraccién de 40% de saturacién con

sulfato de amonio frente a E.Coli BLEE positivas.

Tabla 4. Valores promedios, medianas de los didmetros de los
halos de inhibicidn presentados en bacterias susceptibles al
extracto de la cepa CN10

E.coli BLEE
Extracto Xt DS MED
CN10 9,11+1,36 9

Fuente: La autora.

Donde:
CN10: Nomenclatura interna del laboratorio; X:
Promedio; DS: Desviacion Estandar; MED: Media-

na.
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Nota: los valores promedios se encuentran dados

en mm.

La Cepa P4C3 fue identificada por prueba bioqui-
mica con kit BBL Crystal como Corynebacterium di-
phteriae 97,81%.

La mayor concentracion de sustancia peptidica se
obtuvo con un 20% de saturacion de sulfato de
amonio (0,66 mg/ml) y la menor concentracién
de sustancia peptidica se obtuvo con un 60 % de
saturacion de sulfato de amonio (0,06 mg/ml). Se
observé un indice de actividad antimicrobiana (lA)
de 25% frente a E. coli BLEE, 16% frente a S. Au-
reus ATCC 25923 y un IA de 8,3% frente a Klebsiella
Pneumoniae ATCC 700603.

Se evidencio actividad antimicrobiana leve en los
tres casos de estudio de las fraccién de 20% frente
a E.Coli BLEE, asi como también actividad antimi-
crobiana leve frente a S. Aureus ATCC 25923 y ac-
tividad antimicrobiana leve de esta fraccidn del ex-
tracto frente a Klebsiella Pneumoniae ATCC 700603

en uno de los casos de estudio.

Tabla 5. Valores promedios, medianas de los diametros de los
halos de inhibicidn presentados en bacterias susceptibles al
extracto de la cepa P4C3

E. Coli BLEE S. Aureus ATCC | Klebsiella
Pneumoniae
Extracto | Xt DS MED | Xt DS MED | Xt DS MED
P4C3 9,11+1,36 | 9 8,5¢0,70 | 8,5 | 7,66%0,57 | 8

Fuente: La autora.

Donde:
P4C3: Nomenclatura interna del laboratorio; X: Pro-

medio; DS: Desviacion Estandar; MED: Mediana.

Nota: los valores promedios se encuentran dados

en mm.

5. DISCUSION

Los microorganismos marinos, por su abundancia
y diversidad, constituyen una fuente potencial de
nuevos farmacos. Estos organismos, al igual que las
restantes formas marinas, al estar en un medio tan
competitivo, desarrollan estrategias de defensa y
ataque ante las agresiones del medio, produciendo
de esta forma, sustancias con actividad antibioti-

ca.”®

Actualmente hay pocos estudios orientados a la
busqueda de compuestos bioactivos a partir de
grupos bacterianos nativos de ecosistema de Man-
glar, sin embargo encontramos investigaciones
realizadas por Lin et al. (2002), Chen et al. (2003),
Krohny Riaz (2004) que revelan la presencia de me-
tabolitos secundarios provenientes de los hongos
marinos, aislados de mangles, entre ellos: Verrucu-
lina enalia 2606, Kandelia candel 1893 y Xylaria sp.,
con potentes y diversas actividades: antifungicas,
antitumorales, e inhibitorias de la acetilcolina este-

rasa, respectivamente.?’

Las bacteriocinas son péptidos sintetizados por
bacterias acido lacticas que se caracterizan por su
capacidad de inhibir el crecimiento de otros mi-
croorganismos, al revisar otros estudios cuyo obje-
tivo era la obtencidn y purificaciéon de bacterioci-
nas encontramos que las cepas bacterianas de las
cuales se obtiene el compuesto bioactivo provie-
nen de otros escenarios de la naturaleza diferente
al ecosistema de mangar, sea por ejemplo a partir
de maiz, carne animal (cerdo, pescados), cultivos
de fresa, asi por ejemplo, tenemos que Del Rosario
Maria, et al. Aislaron una cepa de Bacillus subtilis
productora de bacteriocinas, a partir de cultivos de

fresa de la region de Irapuato (Mexico).
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Minor, P.H. et al.% aislaron la cepa lactobacillus bu-
chnerii productora de bacteriocina a partir de car-
ne de cerdo. Mufoz, Mabel (2012); aislé cepas na-
tivas de Lactobacillus productoras de bacteriocinas
a partir de ensilaje de maiz y melaza.®

En esta investigacidon se logré obtener sustancias
bioactivas de naturaleza peptidica (bacteriocinas)
a partir de 5 cepas microbianas del ecosistema de
Manglar de la Ciénaga de Mallorquin ubicada en
su totalidad en el extremo norte del distrito de Ba-
rranquilla, sobre la margen izquierda de la desem-
bocadura del rio Magdalena (Bocas de Ceniza) en el
Mar Caribe, en la Costa Caribe colombiana.

Existen reportes de la obtencién de bacteriocinas
de L. mesenteroides a concentraciones de 50% (Xi-
raphi et al., 2008), 70% (Todorov, 2004) (Amorte-
gui, J. 2012) de (NH4)2S04,) entre otros autores,
sin embargo en la presente investigacion se logré
la mayor obtencidn de bacteriocinas de las cepas
estudiadas (CN9, CN11, CN8 y P4C3) al 20% de
concentracion de sulfato de amonio. Lo anterior
es similar a lo reportado por Mondragdn-Preciado,
Et al. (2014) quien obtuvo bacteriocinas de L. me-
senteroides a 30% de concentracion de sulfato de

amonio.*

En cuanto a la actividad antimicrobiana de las
bacteriocinas se observd actividad moderada del
extracto de la cepa CN 9 identificada como Leu-
conostoc Pseudomesenteroides (97,38%), frente
a E.coli ATCC 22922 con halos de inhibicion de 14
mm. Otros autores han reportado halos de inhibi-
cion con didmetros mayores mostrando actividad
antimicrobiana fuerte de bacteriocinas producidas
por otras cepas de Leuconostoc, como es el caso
del trabajo realizado por Mondragdn-Preciado, Et
al. (2014)%* quien reporté actividad antimicrobiana

fuerte con halos de 18 mm frente a E.Coli.
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Por otro lado la actividad antimicrobiana de las
bacteriocinas de la cepa CN 9 es significativa com-
parable al de el control que es un antibiético puri-
ficado de amplio espectro (Imipinem), con el cual
se evidencid actividad antimicrobiana moderada,
lo cual potencializa su uso en contra de microorga-

nismos patégenos.

Se comprobd actividad antimicrobiana leve del ex-
tracto CN11, CN 8, P4C3, frente a S. Aureus ATCC
25923, actividad antimicrobiana leve del extracto
de P4C3 Y CN 10 frente a E. coli BLEE, actividad anti-
microbiana leve de los extractos P4C3 y CN9 frente

a Klebsiella Pneumoniae.

6. CONCLUSIONES

Se realizd purificacién parcial de sustancia bioactiva
de las cepas CN11, CN 8, P4C3 y CNO9.

La mayor obtencién de sustancia bioactiva de las
cepas estudiadas (CN9, CN11, CN8 y P4C3) se logré

al 20% de concentracion de sulfato de amonio.

La fraccidon de 20% de la cepa CN9 es mas activa
gue las demas fracciones del extracto proteico de
esta cepa ya que presentd mayor relacién halos de

inhibicién/concentracién de proteina.

Los extractos de las cepas CN11, CN 8, P4C3, pre-
sentaron actividad antimicrobiana leve frente a S.
Aureus ATCC 25923, los extractos de las cepas CN
10 y P4C3 presentaron actividad antimicrobiana
leve frente a E. coli BLEE, y se evidencié actividad
antimicrobiana leve de los extractos P4C3 y CN9

frente a Klebsiella Neumoniae.

Los resultados obtenidos ameritan continuar su

estudio con otras cepas bacterianas y fungicas, asi
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como trabajar en la purificacion de la sustancia
bioactiva a fin de obtener mayor concentracién de
proteina y mayor nivel de pureza lo que nos permi-
ta muy probablemente obtener mayores halos de
inhibicidn frente a los microorganismos indicado-

res.

Cabe resaltar que la actividad antimicrobiana pre-
sentada por los extractos de las cepas CN 10 y
PAC3 frente a E. coli BLEE positiva, representa un
hallazgo significativo dado que la produccién de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en
las enterobacterias se ha encontrado asociada a
la capacidad de hidrolizar varios antimicrobianos,
incluso de familias diferentes a los betalactamicos,
por lo que la actividad antimicrobiana presentada
por los extractos de las cepas CN10 y P4C3 pueden
representar a futuro nuevas alternativas de trata-
mientos antimicrobianos. Ademas puesto que la
actividad antimicrobiana presentada para estos
dos extractos en mencién frente a E.coli BLEE posi-
tiva es una actividad antimicrobiana leve, se sugie-
re para préximos estudios optimizar el método de
extraccidon de bacteriocinas ya que segun algunos
autores, el protocolo de purificacion utilizado esta
directamente relacionado con el grado de pureza
de la bacteriocina y su espectro de actividad anti-
microbiana.

La evaluacidon de la actividad citotdxica y geno-
toxica de productos naturales se han convertido
en métodos de uso muy frecuente en los ultimos
afios como parte de un largo y arduo proceso de
evaluacion y desarrollo de un nuevo medicamen-
to. Teniendo en cuenta los resultados del presen-
te estudio, es importante llevar a cabo estudios de
citoxicidad y genotoxicidad, para determinar y ca-
racterizar el posible uso farmacolégico que pudiese
darse a los extractos o a su fraccidn activa en seres

humanos u animales.
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