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RESUMEN. Se llevé a cabo una caracterizacion preliminar de un
grupo de cepas de actinomicetos, aisladas a partir de muestras de
suelo, con el objetivo de obtener cepas productoras de sustancias
con actividad antimicrobiana, antiviral, antitumoral y cepas pro-
ductoras de sustancias inhibidoras de proteasas. Se probaron un to-
tal de 231 cepas, de las cuales 30 presentaron actividad antitu-
moral, 54 actividad antimicrobiana y tres como posibles produc-
toras de inhibidores de tripsina.

ABSTRACT. A preliminar characterization of 231 actinomycetes
strains isolated from soil, was done. The aim of the work was to
obtain biologically active compounds producing-strains. The main
biological activities screened were antitumoral, antiviral, antibacte-
rial as well as protease inhibition. Finally, 30 strains were selected
for their antitumoral properties, 10 for their antiviral activities, 54
for their antibacterial activities and three for their capacity to in-
hibit the enzyme tripsin.

INTRODUCCION

Los actinomicetos son bacterias Gram positivas que pre-
sentan una serie de caracteristicas notables que las distin-
guen del resto de los procariontes, como es, la presencia de
un ciclo de vida con verdaderos procesos de diferenciacion
celular, formacion de micelio aéreo, esporas, etcétera. Otra
caracteristica importante de este grupo de microorganismos
es la produccion de un gran numero de metabolitos secun-
darios de interés industrial como los antibiéticos, agentes an-
tivirales, inhibidores enzimaticos y muchos otros compuestos.

El surgimiento de cepas resistentes a los antibidticos ya
establecidos ha impulsado la busqueda de nuevos com-
puestos mas eficientes para el tratamiento de ciertas infeccio-
nes, especialmente aguellas provocadas por hongos y virus,
asi como para el tratamiento del cancer.

Teniendo en cuenta estos aspectos, este trabajo se re-
alizo con el objetivo de caracterizar desde el punto de vista
farmacoldgico, un grupo de cepas de actinomicetos aisladas
de muestras de tierra, mediante el establecimiento de diferen-
tes modelos biologicos in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Material biol6gico utilizado

Se utilizaron un total de 231 cepas de actinomicetos ais-
ladas de muestras de suelo, de ellas 110ce pas procedentes
de la Facultad de Biologia.

E. coli K-12 (A) utilizada en la prueba de induccion del
profago.

E. coli C-600( A) utilizada en la prueba de difusién en
agar (BIP).

Bacillus subtillis ATCC 6633 cepa supersensible a anti-
bidticos.

En la determinacion de la actividad antibidtica fueron
utilizadas un grupo de cepas de Staphylococcus aureus (845,
641 y 872), Pseudomonas aeruginosa (27853, 279 y 274),
Escherichia coli y Salmonella sp., procedentes del Instituto de
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Higiene y Epidemiologia (Centro Habana) y del Hospital
Pediatrico "Juan Manuel Marquez".

Medios de cultivo

Medio de aislamiento MA.2

Medio de conservacion MC.?

Medio liquido de seleccion MS.*

Medio agar antibiético #2 (OXOID).

Medio T, Medio LB y amortiguador SMm.°

Se utilizé una solucion de tripsina pancreatica bovina
(BDH) en amortiguador borato pH 7,6a2m g/mL.

Los antibiéticos mitomicina C (Kyoto Pharmaceuticals
Co.) y doxorubicina (Farmitalia Co.), fueron empleados como
controles positivos en las pruebas de induccion del profago y
difusion en agar (BIP), respectivamente.

Aislamiento de cepas de actinomicetos

El aislamiento de cepas a partir de muestras de suelo se
realizo segun la metodologia descrita por Zsabo en 1976.°

Determinacion de la actividad antibiotica

Para la determinacion de la actividad antibiotica frente a
las diferentes ceeas utilizadas, se siguio el método clasico de
difusion en agar.

Determinacion de la actividad antitumoral y an-
tiviral

Para la seleccion de cepas productoras de sustancias
con actividad antitumoral se empled la prueba de induccion
del profago® y la prueba de difusion en agar BIP.® Esta ultima
también fue utilizada como criterio de seleccion de cepas pro-
ductoras de sustancias con actividad antiviral.

Determinacion de sustancias inhibidoras de
tripsina

Muestras de 0,2 mL de caldo de fermentacion de cada
aislamiento se probaron como posibles inhibidoras frente a la
enzima tripsina pancreéatica bovina y como sustrato de la
reaccion se utilizéu na solucion de caseinaa 1%e ne |



mismo amortiguador y el reactivo de folin como indicador de
la reaccion.’

En cada caso, se tuvo en cuenta el valor de la muestra
blanco y como posibles inhibidores enzimaticos se seleccion-
aron aquellas cepas que mostraron un porcentaje de in-
hibicion mayor del 50% "

RESULTADOS Y DISCUSION

La identificacion de las colonias de Streptomices se llevo
a cabo teniendo en cuenta las caracteristicas morfologicas
que distinguen este grupo de microorganismos del resto, asi
como la observacion al microscopio optico de sus esporas de
pequeno tamano agrupadas en cadenas y la formacion de un
micelio constituido por hifas muy finas. 2

En la Tabla | aparecen los resultados de la determi-
nacion de la actividad antibidtica frente a B. subtilis

TABLA |
Determinacion de la actividad antimicrobiana
frenteaBs ubtilis

Nivel de actividad antibiética
[diametro del halo de inhibicion (mm)]

Total
de
cepas

4
40
10

177

| hasta 10 mm de diametro; Il de 10 a 20m m; lll de 20 0 mas;
IV ausencia de halo.

Con vistas a ampliar el espectro de actividad antibiotica
de las cepas, las mismas fueron probadas frente a diferentes
cepas patogenas de Staphylococcus y Pseudomonas resis-
tentes a la mayoria de los antibiéticos comunmente utilizados
(Tabla I1).

TABLA Il
Determinacion de la actividad antimicrobiana frente
a los géneros Pseudomonas y Staphylococcus

N(i,\'e' Cepas
a(itgﬂle d Staphylococcus Pseudomonas
aionca 845 641 872 27853 279 274
13 4 - . - 2
1l 27 7 1 = - -
1] 9 - - - - -

| hasta 10 mm de diametro; Il de 10 a 20m m; Il de 20 o mas;
IV ausencia de halo.

Las cepas 146, 172, 216 y 219 mostraron los mejores re-
sultados frente a diferentes cepas de E. coli patdgenas y Sal-
monella grupo E (Tabla IlI).

En la tabla IV aparecen los resultados obtenidos en la
prueba de induccién del profago. Como puede observarse 18
del total de cepas probadas representan cepas potencial-
mente productoras de antibioticos antitumorales.

Por otra parte, un total de 31 cepas se mostraron positi-
vas en la prueba de difusion en agar BIP, representando uno
u otro tipo de respuesta y en algunos casos se obtuvieron
cepas con sus combinaciones, lo cual concuerda con lo re-
portado para aquellos antibidticos que presentan efectos anti-
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tumorales y antivirales, siendo su sitio de accion el ADN de la
célula o el ADN viral.

TABLAII
Actividad de algunas de las cepas seleccionadas frente
a microorganismos patégenos

Cepas Salmonella
de
Strep-

tomyces

Cepas de E. coli

ETP URT HMC URc 9upo E

146
172
216
219

ETP E. coli enteropatdgena; URT E. coli uretral;
HMC E. coli hemocultivo; URC E. coli urocultivo.

+

+++

TABLA IV
Respuesta de las cepas estudiadas a las pruebas
de induccion del profago frentea las células E. coli

C-600 y K-12
Tipo Prueba de induccion del protago
de C-600K- 12
respuesta AM AIP AV
Positiva 4 30101 8
Negativa 200 213

AM actividad antimicrobiana; AIP actividad inductora del profago;
AV actividad antiviral.

Debido a la importancia que representa el aislamiento de
sustancias inhibidoras de proteasas, siendo los inhibidores de
tripsina los mas frecuentes en la naturaleza y en muchas pa-
tologias, '® se llevé a cabo la determinacion enzimatica de in-
hibidores de tripsina en cada uno de los caldos de las cepas
de Actinomicetos aisladas (Tabla V).

TABLAV
Cepas positivas en la prueba de inhibidores
de proteasas utilizando la tripsina como enzima
de referencia

Cepas Inhibicion
(%)
155 94
197 93
2107 7
CONCLUSIONES

A partir de estos datos, se cuenta con un grupo de cepas
posibles productoras de sustancias antibioticas con efecto an-
titumoral y antiviral y debe completarse su estudio mediante la
evaluacion de la actividad citotdxica in vitro e in vivo frente a
células tumorales.

Por otra parte, debe continuarse el trabajo con las cepas
productoras de sustancias inhibidoras de tripsina con vistas a
probar su efectividad frente a otros tipos de proteasas.

Es necesario realizar la identificacion taxonémica de las
cepas aisladas, asi como la purificacion y caracterizacion de
la sustancia activa en cada caso.
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