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Consideraciones actuales para la seleccién
de actinomicetos productores de metabolitos
novedosos. Nuevas tendencias de los programas

de tamizaje industrial
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RESUMEN. Con el descubrimiento de los microorganismos v el desarrolle sub-
secuente de los métodos para su cultivo, surgid y se desarrolid la bictecnologis,
impulsandoc los sistemas de tamizaje microbiano con fines industriales. Los pro-
gramas industriales de esta indole son los encargados de la seleccién de nuevos
microorganismos con actividades bioldgicas de interés. Kl éxito de este tipo de
programas depende de varios factores tales como: la definicién del microorga-
nismo que se desea aislar, 1a actividad de la sustancia, la fuente de microorga-
nismos a empiear. las condiciones de enriquecimiento y sistemas de tamizaje,
etcétera. cuyas particularidades han cambiado con la intreduccidon de nuevas
técnicas, El proceso de seleccidn de las cepas es la clave del éxito en un progra-
ma de este tipo. pero solo culmina con el desarrollo del producto unido a la
optimizacién de su produccion, el escalado y su produceién. Todas estas etapas
presentan sus propias caracteristicas ¥y han cambiado profundamente con el
desarrollo de técnicas automatizadas, moleculares y ultra-analiticas que permi-
ten laidentificacidén de productos en breves periodos. Estos aspectos seran abor-
dados durante Ia revisién, Un especial énfasis se hard en el descubrimiento y
desarrolle de nuevos agentes antimicrobianos, log problemas gue confrontan
los programas de tamizaje modernos y sus tendencias futuras, donde la inge-
nieria genética y de proteinas tiene y tendra sin lugar a dudas, un impacto muy
grande.

ABSTRACT. The discovery of microorganisms and the development of meth-
ods for their culture, brought about the bictechnology and its current status,
providing an impulse to the development of industrial microbial screening with
industrial purposes. The Industrial Screening Programs are responsible for the
selection of new micreorganisms with biological activity of interest. The suc-
cess of this kind of programs depend on different factors such as: the definition
of the microorganism to be isolated, the activity of the substance, the source of
microorganism to be used, the development of the enrichment parameters and
the screening system. Their particularities have been changing with the intro-
duction of new techniques. The strains selection process is the key to success
on this sort of programs, but cnly finish with the development of the preduct
together with the optimization of the production, the scaling up and the final
preduction. All these stages have their own features and they have changed
dramatically with the development of automatized, molecular and ultra-ana-
lytic techniques which make possible a speedy identification of products. These
topics are going to be the subjects to be discussed on this review. A special
emphasis will be taken in the discovery and development of new antimicrobial
agents, the problems that are confronting the modern screening programs and
their future tendencies, where the genetic engineering area and proteins cer-
tainly have and will have a strong impact.
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INTRODUCCION

Los microorganismos fueron uti-
lizados desde tiempos prehistéricos
por el hombre para la produccién de
brebajes, alimentos, productos tex-
tiles y antibiéticos.! Posteriormente,
con el descubrimiento de ellos y el
desarrollo subsecuente de los méto-
dospara su cultivo, surgio y sedesa-
rrollé la biotecnologia.

El desarrollo alcanzado por ef ta-
mizaje microbiano y las téenicas de
cultivo ha llegado a un punto que ha
permitido que los productos obteni-
dos por via microbiana ocupen un lu-
gar muy importante en la Industria
y estén presentes en la mayor parte
de la vida del hombre.??

Este trabajo se propuso revisar
las caracteristicas y complejidades
de un programa industrial para la
basqueda de nuevas entidades bio-
légicamente activas producidas por
bacterias, en particuiar, los Actino-
micetos. Un especial énfasis se hara
en el descubrimiento y desarrollc de
nuevos agentes antimicrobianos, log
problemas gue confreontan los pro-
gramas de tamizaje modernos, el
proceso de descubrirniento de nue-
vos agentes antimicrobianos y las
tendencias de la Industria Médico-
Farmacéutica.

MICROORGANISMOS Y PRO-
DUCTOS

Los microorganismos son utiliza-
dos para la preduccidén de cientos de
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productos comerciales valorados en
més de diez billones de délares en el
mundoi*®(Tabla 1).

Los productos obtenidos por mi-
croorganismos tienen la ventaja de
ser considerados por si mismos
como naturales, ¥y por lo tanto, son
aprobados mucho mas facilmente
para su comercializacion que los pro-
ducidos por microorganismos mani-
pulados genéticamente. La diversi-
dad microbiana es tan amplia que
pudiera satisfacer practicamente to-
das las necesidades que exigela tec-
nologia moderna y por otra parte, las
soluciones que cfrece resultan
inocuas al medic ambiente. Por esta
razén, la mayoria de las industrias
en la actualidad dan preferencias a
la produccién de productos de ori-
gen microbianc.™

«Cdmo se podria definir un pro-
ceso de tamizaje para una industria
o compania?

TAMIZAJE

Tamizaje significa escudrifar,
examinar, buscar v no es mas que la
seleceion de microorganismos espe-
cificos con una actividad biolédgica
determinada y por tanto, con una po-
tencial aplicacién en la industria. Es
un proceso de blisgqueda que se rea-
liza dentro de una poblacién muy
grande de organismos.!!

Existenn muchos modelos de ta-
mizaje buscando infinidad de acti-
vidades microbianas, algunos ejem-
plos clasicos son aguellos disefados
para la busgueda de microorganis-
mos capaces de degradar hidrocar-
buros, de producir enzimas de inte-
rés en la industria, antibidticos, in-
hibidores enziméticos relacionados
con patolegias hurmanas, inmuno-
moduladores antitumorales, herbici-
das, reguladores del crecimiente en
plantas, antifitopatégenos , antihel-
minticos, antiparasitarios, inhibido-
res de la adherencia celular, atrapa-
dores de radicales libres, etcétera.
Existen otros més modernos dirigi-
dos a blancos especificos, en los que
se busca una actividad bioldgica de-
terminada. En estos modelos si se
encuentra un compuesto positivo, el
mecahismo de accidn correspon-
diente se conoce de antemano, pues
se predefine en el disefio. Casos de
este tipo son aquellos que buscan in-
hibidores de la adherencia celular
para cuyo montaje debe tenerse un
pleno conocimiento de los atributos
de patogenicidad del germen en
cuestién. El disefio de estos mode-
los de tamizaje estd siempre asocia-
do a proyectos basicos previos des-
tinados a la profundizacién del co-

Tabla 1. Microorganismos y productos comerciales.

Producto Microarganismo

Enzimas

Amilasa Baeillus spp., Aspergillus spp.
Celulasa Aspergillus spp., Trichoderma spp.
Lactasa Aspergillus spp., Kluyveromyres spp.
Lipasa Mucor spp., Aspergillus spp.
Proteasa Bacillus spp., Aspergillus spp.

Acido citrico

Etanol

Dextrana

Vitamira B,, y aminoécidos
L-lisina

Antibidticos farmacéuticos

Insulina

Transformacién de esteroides

Aspergillus spp.
Saccharomyces spp.
Leuconostoe spp.
Pseudomonas spp.
Corynebacterium spp.

Penicillium spp.. Streptomyces spp.,
Bacillus spp.

Escherichia colt {recombinante).

Arthrobacter spp.

nocimiento con el objetivo de usar
modelos mucho mas especificos y
eficientes 1!

Para el éxito de un programa de
tamizaje se requiere disponer de sis-
temas de tamizaje bien disefiados
para la sustancia que se desea ajslar,
asi como una sistematizacién en los
estudios basicos. El programa no
puede convertirse en una tarea de
rutina y resulta muy importante re-
forzar los vinculos de trabajo entre
bidiogos, microbiélogos y farmaco-
logos.

El desarrollo de un programa de
tarnizaje consta de diferentes etapas,
giendo la primera una de las més
importantes: la definicidn del micro-
organismo que se desea aislar.

Dentro del mundo microbiano se
ha reportado una gran cantidad de
especies productoras de diferentes
compuestos con actividad bioldgica,
entre las que se destacan los hengos
v las eubacterias. Pero dentro de
ellas, los principales productores de
metabolitos con actividad farmaco-
légica, ¥ en especial antibidtica, son
los Actinomicetos. Se plantea que
solo el 10 % de los metabolitos secun-
darios producides por Aectinomice-
tos gson conocidos hasta el momento
¥ por tanto, queda un 90 % por des-
cubrir, siendo este grupo de micro-
organismos uno de los favoritos en
programas de este tipc. ™% 1213

En segundo lugar, se requiere de-
finir la actividad del producto o tipo
de sustancia que se desea aislar.

En este punto, se pueden seguir
diferentes alternativas:

« Biisqueda
—de nuevos miembros de familias
de compuestos bien conoccidos.

- de nuevos grupos guimicos con
actividad biclégica.

- de compuestos dirigidos a una
aplicacion especifica.

e Seleccionar diferentes compues-
tos ya conocidos para ver su acti-
vidad

Resulta muy importante el desa-
rrollo de las condiciones de enrique-
cimientc y sistema de tamizaje para
lo cual, se debe definir previamente
{a fuente de microcorganismeos a em-
plear. Las tendencias actuales sefia-
lan hacia la bisqueda de nuevos
medios ambientes o nichos ecoldgi-
Cos.

El camino mas prometedor es el
que conduce hacia la investigacion
de nuevos medios ambientes donde
puedan encontrarse nuevas espe-
cies. Como por ejemplo: aguas ter-
males, hielo glacial, desechos de fa-
bricas para el tratamiento de resi-
duos, en los que determinadas po-
blaciones de microorganismes estan
en abundancia a causa de determi-
nadas presicnes fisicas y quimicas.
Estos medios ambientes suminis-
tranun autocenriquecimientoy selec-
cién natural para organismos adap-
tados a condiciones especificas. Al-
gunocs autores han especulado que
probablemente menos del 1 % de los
microorganismos de la Tierra han
sido identificados y caracterizados.''*®
De este modo, un gran grupo de ellos
potencialmente Gtiles aiin esperan
por ser descubiertos. La experiencia
ha demostrado que cuando un me-
dio ambiente es muestreado usando
multiples variaciones de medios de
cultivoy enriquecimientos, se aislan
nuevos microorganismos.
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Casos como estos se les encuen-
tra en la bisqueda de microorganis-
mos que producen quitinasa y oxi-
dan amonio a partir del guano pro-
ducido porlos murciélagos en el sue-
lo de cuevas virgenes, asi como el
aislamiento de novedosas sustancias
con propiedades anticongelantes a
partir de cepas aisladas de los An-
des del Perd y Bolivia, donde el me-
dio ambiente experimenta cambics
extremos de temperatura (congela-
cién-descongelacién) del dia alanoe-
che y los microorganismos produc-
tores de amilasas con potencial in-
dustrial, los cuales han sidoe aislados
a partir de desperdicios de plantas
de tratarniento de residuos de papas
y frutas.!

&Qué se entiende por enriqueeci-
miento y métodos de aislamiento
del microorganisme blanco?

Es el procesc mediante el cual se
suministra un medic ambiente ade-
cuadc para el crecimiento y la repro-
duccion de un microorganismo es-
pecifico mientras que es inhibidor o
letal para les microorganismoes no
seleccionados 4

Es muy frecuente el uso de com-
puestos particulares como tnica
fuente de carbono buscando la utili-
zacion v degradacidn de tales com-
puestos. La manipulacién del pH
resulta muy util, tal es el caso de los
organismos capaces de crecer a pH
elevado (< 10) para el aislamiento de
bacterias alealofilicas, condiciones
en que los microorganismos capaces
de producir enzimas activas tienen
un gran potencial industrial en la
formulacidn de detergentes para el
lavado, la produccién de papel y pul-
pay el procesamientode los alimen-
tos.

La temperatura también puede
ser manipulada para el aislamiento
de psicrofilos ¥ termdfilos. Las
enzimas gue son estables y activasa
temperaturas extremas tienen una
gran demanda en diversos procesos
industriales {procesamiento de fru-
tas, vegetales, almiddn), eincluso en
la Biotecnclogia donde la Taq poli-
merasa, ha permitido la automatiza-
cidn de la técnica del PCR.? Estos
detalles revelan la importancia que
tiene la comprension de los mecanis-
mos fisiolégicos que operan en es-
tos microorganismeos y c6mo el avan-
ce del conocimiento en e] drea de la
fisiologia microbiana es vital para el
mejoramiento futuro y el éxito de ia
aplicacion de las téenicas de enri-
quecimiento y aislamiento,

La conservacion de los microor-
ganismaos y la fermentacién son pa-

sos muy importantes en estetipode
programas.

Una vez aislados, los cultivos
microbianos tienen que ser conser-
vados, cualquier actividad observa-
da en la prueba inicial, tiene que ser
reproducida en las subsecuentes fer-
mentaciones, a menudo semanas o
meses mas tarde. Se pueden preser-
var por liofilizacién o por congela-
cidn a -70 °C en glicerol 22 30 % u
otro medio liquido.

Para el préximo paso es muy im-
portante tener en cuenta que la di-
versidad de metabolitos y su produc-
cidn estan en funcion de las capaci-
dades biosintéticas del microorga-
nismo y de las condiciones de fer-
mentacidon que permitiran la expre-
516N de sus capacidades.

Usualmente las rutas biosintéti-
cas para la produccién de estas mo-
léculas son activadas en la fase lo-
garitmica tardia a la estacionaria de
crecimiento del cultive, después que
ha ocurrido la divisidn celular y cesd
la acumulacién de biomasa. El tiem-
Po necesario parala aparicién de es-
tos metabolitos en el medic de fer-
mentacién puede ser reducido cre-
ciendo primeramente al organismo
en un medio semilla que ha sido
opifimizado para promover su creci-
miento celular. Una vez que ha cre-
cido en este rmedio, el indculo es
transferide al de produccién. Estos
difieren en las fuentes de carbono,
de nitrégeno y otros componentes
que promuevern la produceidn de di-
ferentes metabolitos ¥y pueden
rotarse para promover su diversi-
dad.'"® Numerosos parametros de la
fermentacién tales como tempera-
tura, pH vy aereacién pueden influir
en la diversidad y productividad del
metabolite.

Hay una gran contradiccién en
este punto acerca de qué resulta mas
factible, si viajar hasta el fin del
mundo y traer microorganismos
exGticos 0 usar una pequena canti-
dad de microorganismos a fermen-
tar provenientes de fuentes conven-
cionales y fermentarlos en una gran
variedad de medios bajo diferentes
condiciones. En este aspecto no exis-
teun consenso y cadalaboratorio se
ajusta a sus capacidades de fermen-
tacion y recursos.

La preparacion de las muestras
de fermentacién para el tamizaje es
un procedimiento muy sencillo.
Aquf se considera el método 6ptimo
para capturar los metabolitcs secun-
darios.

El metabolite de interés puede
ser secretado al exterior o permane-
cer intracelular. Para su extraceidn

pueden utilizarse diferentes méto-
dos, los cuales no deben interferir en
el ensayo posterior, ellos dependen
del ndmero de muestras a procesar
y del tipo de anélisis a realizar pos-
teriormente.

Métodos

- Calentamiento del caldo total
{puede inactivar metabolitos ldbiles
al calor).

- Filtracién del sobrenadante a
través de un filtro de exclusién de
elevado peso molecular con subse-
cuente Hofilizacién del filtrado

- Extraccion del caldo-micelio o
scbrenadante con disolventes crga-
nicos de diferentes polaridades tales,
como metanol, acetato de etilo, ete,
seguida de evaporacién a secado.

- Mezclar caldo con resina de po-
liestireno. Se lava con agua, se eluye
con metanol o acetona y se evapora
hasta sequedad

Aquf resulta muy importante de-
terminar la cantidad de extracto a
ser ensayada, ya que la seleccidn de
su concentracidn es un compromi-
so entre tener suficiente extracte
para detectar los compuestos (sen-
sibilidad del ensayo)y el efectodela
elevada concentracién de extracto
en la desviacidén estdndar del ensa-
yO. )

El tamizaje de actividad biolégi-
ca o tamizaje primario no es mas que
el conjunte de ensayos que se reali-
za para encontrar una actividad en
particular dentre de una amplia po-
blacidon de microorganismos, en que
los aspectes: sencillez, bajo costo,
especificidad y velocidad desem-
pefian un papel important{isime y
determinan el éxito o el fracaso del
proceso.

Los ensayos que se realizan en
este proceso generalmente son indi-
rectos y consisten en detecciones
enziméticas acopladas ¢ no a una
reaccidn colorimétrica o fluorimétri-
ca.

Frecuentemente se utilizan pla-
cas de agar donde el compuesto de
interés se incluye en el medio de
cultivo, por ejemnplo, caseina, o almi-
dén, y se buscan las zonas hidroliti-
cas para detectar produccidn de
enzimas microbianas del tipo
proteasas o amilasas.

También se emplean los bioensa-
yos para la seleccidén de microorga-
nismos con actividad antibidtica y
antitumeoral. Estos ensayos son diri-
gidos a diferentes “blancos” de la
célula como la sintesis de la pared
celular y la actividad metahodlica o
bicsintética. Un ejemplo de modelo
especifico dirigido a la primera, lo
constituye el empleo de un receptor
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mimético de la pared celular bacte-
riana (diacetil-L-lisil-D-alanil-D-
alanina) para detectar antibidticos
glicopéptidos con una gran efi-
ciencia. Empleando este sistema
se detectaron nuevos compuestos a
una proporcién de 1 por cada 320 mi-
croorganismos ensayados en rela-
cién con el estimado usual de 10 400
a 100 000 para encontrar un huevo
compuesto.!

Existen novedosos sistemas de
tamizaje para la deteccién de activi-
dades antibacterianas, antitumora-
les y antifdngicas. Los estudios
antibacterianos incluyen organis-
mos mutantes supersensibles a gru-
pos especificos 0 microorganismos
modificados genéticamente con
genes reporteros como el gen B-gal
olos genes lux que se expresan ante
la activacién de un determinado
“blanco” al cual estdn fusionados o
bajo una situacidén de estrés para la
bacteria. Por ejemplo, para el tami-
zaje de antitumorales se disend un
ensayo donde en presencia del com-
puesto se produce lainduccion deun
profago y por tanto, de bioluminis-
cencia en un mutante “dim” de
Photobacterium leiognath.”

Los ensayos para antifingicosin-
cluyen desde la inhibicidn de la
quiting, la manano y la 3-glucano
sintasas, hasta la induccidn de alte-
raciones morfoldgicas y lainhibicién
de la formacién de la pared celular
con modelos clasicos como en el
mutante osmoético-1 de Neurospora
crassa.

Se han disefiado bicensayos para
la biisqueda de insecticidas natura-
les en los que se combinan la activi-
dad antibiética e insecticida para eli-
minar la deteccidn de agentes anti-
microbianos conocidos y téxicos, los
cuales tienen actividad insecticida.
Otro tanto sucede con los biosurfac-
tantes cuyo modelo se basa en la ca-
pacidad de estos compuestos de lisar
los hematies en placas de agar san-
gre.

Ensayos que comiinmente se reali-
zan parala deteeccion de actividad,
compuestos antimicrobianos y an-
titumorales

Clasicos: Ensayos con cepas
supersensibles 0 superresistentes;
ensayos con sistemas de fagos.

De actividad bioldgica no rela-
cionados con la inhibicién del cre-
cimiento: Ensayos para detectar al-
teraciones morfolégicas; inhibicidn
de la quimiotaxis.

De sistemas libres de células:
Sistema de deteceidn in vitro de in-
hibicién de enzimas “blanco”

Quimicos: TLC, HPLC, isétopos
radioactivos

El tamizaje secundario es un pro-
ceso vital en la seleccién de micro-
organismos irnportantes paralain-
dustria. Durante esta etapa se deben
eliminar rapidamente los falsos ne-
gativos y positivos antes de que se
realicen: grandes esfuerzos en la op-
timizacion de la produccién y el es-
calado.

En esta etapa la analitica tieneun
gran impacto, los que se caracterizan
por su gran sensibilidad, rapidez ¥
selectividad. Se utilizan ampliamen-
te téenicas fales como: cromatogra-
fia liquida de alta resolucidn (HPLC),
cromatografia gaseosa (GC), espec-
trometria de masas, espectrometria
de resonancia magnética nuclear
(RMN), las cuales permiten una de-
teccion muy sensible, rdpida y selec-
iiva de los productos metabdlicos.
Por ejemplo, el uso de la HPLC aco-
plada a arreglo de fotodiodo es una
practica comun para evaluar la pre-
sencia de méas de un compuesto,

Por Giltimo, se tiene el desarrollo
del producto unido a la optimizacion
de su produccién, el escalado y la
produccién comao tal.

A modo de ejemplo podemos ci-
tar un antibidtico antibacteriano de
origen natural y de gran importan-
cia en la actualidad: la tienamicina.
Es el mas potente de todos los
antibidticos de amplio espectro co-
nocidos hasta el dia de hoy. Aunque
es un p-lactamico no es miembro del
grupo de ias penicilinas y cefalospo-
rinas, es un carbapenem. Es activo
contra bacterias aercbias y anaero-
bias, Gram positivos y Gram negati-
vos inciuyendo Pseudomonas. Esta
nueva estructura fue aislada por es-
fuerzos cooperativos entre cientifi-
cos de la compania Merck Sharp &
Dohme (Research Laboratories) en
los EUA y de la Compatia Espariola
de la Penicilina y Antibiéticos
{CEPA) en Espafia, a partir de una
nueva especie del suelo que recibid
el nombre de Streptomyces cattleya
(1976). Este cultivo también produ-
ce penicilina N y cefamicina C. A
pesar del bajo nivel de produccién
de tienamicina y de la inestabilidad
de la molécula, la estructura fue elu-
cidada en 1976.111%

Las principales diferencias entre
este antibiético y los B-lactamicos
convencionales es la posesion de un
itomo de carbono en hugar del azu-
fre en el anillo unide al anillo B-
lactamico y la configuracidn trans
del 4tomo de hidrégeno del anillo b-
lactamico. Ademas de su amplio es-
pectro v gran potencia, la molécula

posee resistencia a f-lactamasas
plasmidicas y cromosomales y tiene
actividad contra patégenos resisten-
tes a penicilinas, cefalosporinas y
otras drogas como los aminoglu-
edsidos. Su inestabilidad quimica es
debido a una reaccién de autodes-
truccidn (el anillo de una molécula
de tienamicina es destruida via
aminolisis por el grupo amina de la
segunda molécula de tienamicina),
Para eliminar este problema, les
cientificos de la Merck crearon una
molécula semisintética: el imipe-
nem, adicionando un grupo formi-
midoil a la cadena lateral, obtenién-
dose un antibiético no sélo mas es-
table, sino también, diez veces mu-
cho maés activo. Su mecanismo de
acei6n es la inhibicién de la sintesis
de la pared celular a nivel de las
transpeptidasas y es bactericida.

Se encontro que el imipenemen
humanos era metabolizado por una
enzima del rifidén: la dehidropep-
tidasa-Irenal, la cual actiia comouna
B-lactamasa. Ya que esta enzima pa-
rece no tener un papel esencial en
el metabolismo humano, los cienti-
ficos de la Merck desarrollarcn un
inhibidor competitivo sintético, ia
cilastatina, ia cual es usada en com-
binacién con el imipenem para co-
mercializarlo comoe primaxin o
tienarn, antibiético gque fue introduci-
do en la practica médica en 1985 (ue-
ve anos después de ser descubierto).

Este antibidtico tiene un caréc-
ter (nico en cuanto a su actividad.
Fls capaz de atravesar muy bien la
membrana externa de las bacterias
Gram negativas a través de los ca-
nales porinas a una velocidad 10 a
20 veces mayor que los clasicos ne
es destruido por las B-lactamasas del
espacio peripldsmico; se une e
inhibe todas las PBP, pero es princi-
palmente activo contrala PBP-2 y la
PBP-1b més que la PBP-3, la cual es
atacada fundamentalmente por ias
penicilinas v cefalosporinas consen-
cionales. Ante las propiedades
inigualables de este antibidtico
cabe preguntarse, éisila tienamici-
na es tan potente, por qué tomd
unos 25 afos de tamizaje para ser
descubierta?

Hoy se conoce que los carbape-
nems no son raros, muchos miem-
bros de esta familia han sido aisla-
dos en los laboratorios en todas par-
tes del mundo, aungue no resultan
iguales en actividad y espectro. La
respuesia probablemente sea el bajo
nivel de produccién de la cepa sal-
vajey su inestabilidad. Los procedi-
mientos de tamizaje convencionales
evidentemente perdieron su activi-
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dad y sdlo después del desarrollo de
procedimientios de ensayocs sensi-
bles y espectficos pudo ser encontra-
da. La tienamicina fue descubierta
por un procedimiento de tamizaje
muy sensible cuyo modo de accién
aun no ha sido revelado.

ESTRATEGIAS GENERALES QUE
PERMITIRAN EL AISLAMIENTO
DE NUEVOS PRODUCTOS

Entre las estrategias generales que
permitiran el aislamiento de nuevos
productos se tiene:

m Emplec de nuevas cepas y géne-
ros de microorganismaos.

& Utilizacion de modelos de tamiza-
je dirigidos a blancos especificos,
como por ejemplo los llamados
blancos no clasicos de la célula:

s Permeabilizacidn de las barreras
a los agentes antimicrobianos.

e Las enzimas que provocan la
inactivacion aniimicrobiana.

s Losprocesos de secrecion de pro-
teinas a través de la membrana
citoplasmatica.

¢ Laformacién de factores de viru-
lencia.

¢ Lassuperficies de adhesidn.

s Las transferencia de plasmidios
de resistencia.

m Emplec de modelos dirigidos con-
tra agentes activos farmacclégica-
mente que afectan “blancos” no
microblanos de importancia en
patologias humanas.

m Introduccién de tamizajes inver-
808 0 quimico.

TAMIZAJE QUIMICO

El tamizaje quimico es el proce-
go de seleccidn e indentificacién de
nuevos metabolitos para su posterior
estudio de actividad bioldgica de
acuerde con su estructura quimica,
en el que lo inusual o novedoso en
la estructura es lo primario y lo se-

cundarie, la actividad biolégi-
Ca.&.ll.H,'lﬁ.‘l].E!

Ventajas

s Probabilidad de encontrarun ele-
vado niimero de nuevas estructu-
ras quimicas debido a la gran can-
tidad de metabolitos secundarios
que son capaces de producir los
microorganismos, aun cuando la
estructura no tenga actividad bio-
légica.

¢+ Reduccion al minimo de interfe-
rencias y falsos negativos

Desventajas

s Se requiere de mucho material
para la realizacion de los ensayos
¢ La seleccidn de manchas en los
cromatogramas resulta engorrosa

¥ no se tienen criterios sélidos

para la seleccidn de una muestra.

Este método ha sido desarrolla-
do fundamentalmente por Japén v
Alemania y no ha tenido mucha
aceptacién en el resto del mundo.

4COMO ES EL DESARROLLO DE
UN NUEVO ANTIBIOTICO?

Desde el descubrimiento de un
nuevo antibidtico hasta su puestaen
el mercado, transcurren aproxima-
damente unos 10 afios. Un afio con-
sumen los estudics preclinicos,
mientras que los estudios clinicos
fase I consumen otro, que sumado a
dos afios de la fase IT y tres anos de
la fase I11, cuya culminacién comien-
za con la nueva aplicaciéon de la dro-
ga al cabo de los siete afios. Poste-
riormente, la FDA (Federation Drugs
Administration) en un periodo de
dos afios, debe hacer una revision ex-
haustiva de tedo el proceso de vali-
dacidén y produccidon del medicamen-
to, asi como de las instalaciones don-
de sers acometido el procesc de pro-
duccién. Por lo tanto, sélo al cabo de
los 8a 10 afnos podrarealizarse el lan-
zamiento del producto.

Con estos datos se puede supo-
ner cudn importante es acelerar el
proceso desde el descubrimiento de
un nuevo compuesto hasta su intro-
duccidn en la clinica, mucho maés si
se tiene en cuenta la velecidad con
que ge ha desarrolladoe la resistencia
a antibidticos en ias bacterias, pues
practicamente al cabo de unos 5 afios
de uso masivo de un antimicrobiano,
ya el 50 % de las cepas circulantes
resultan resistentes a €l

POTENCIAL, FUTURO Y NECESI-
DADES DE LOS PROGRAMAS DE
TAMIZAJE

Hasta este momento, la ingenie-
ria genética y de protefnas ha influi-
do mucho en el desarrollo de la mi-
crobiclogia industrial a nivel de op-
timizacion del producto. No cbstan-
te, el progreso increible alcanzado en
estas areas no ha tenido el mismo
efecto en los programas de tamiza-
]e. Se espera que con las nuevas tec-
noiogias disponibles v el desarrollo
acelerade de proyectos de estudio
del genoma de diversos microorga-
nismos, se podra conocer con preci-
sién la estructura de los nuevos
“blancos terapéuticos” en los micro-
organismos causantes de las patolo-
glas mas importantes en el hombre,
asi como el total conocimiento de las
rutas biosintéticas de los antibiéti-
cos de origen natural de mayor inte-
rés. Esto hard posible el diseno de
nuevos programas de tamizaje diri-

gidos a compuestos con un mecanis-
mo de accidn especifico o el total di-
seflo de un nuevo antibidtico por ma-
nipulacién genética de rutas biosin-
téticas de compuestos conocidos. En
este caso, se han dado grandes pa-
s0s en el campo de los poliquétidos v
antitumorales 15%-%

Técnicas que pueden ser muy
Gtiles para el tamizaje son la hibri-
dizacion de colonias para detectar se-
cuencias de ADN especificas para
rutas catabdlicas de importancia.
Tamizajes similares basados en hi-
bridizacién de ADN extraidos de
muestras del medio ambiente (dot
blot) pueden ser usades para buscar
microorganismos con secuencias de
ADN especificas. La aplicacién de
técnicas del PCR (Polymerase Chain
Reaction) deberg incrementar su
sensibilidad en el futuro.’** Ha sido
empleado ampliamente el PCR para
el estudio de peblacicnes de micro-
organismos in gity con fines ecolo-
gicos y se han logrado amplificar di-
rectamente dei suelo secuencias de
genes desconocidas pertenecientes
a grupos micrebiancs que no son
cultivables. La puesta a punto de
esta téenica en combinacién con la
secuenciacidn automatizada, sin du-
das permitira en el futuro caracteri-
zar la poblacidn presente en cadsa
suele ¥ evaluar su potencial como
fuente de microorganismos novedo-
508, También podria permitir el ais-
lamiento de clusters de genes de in-
terés y su clonzaje en hospederos yva
caracterizados para ia produccién de
nuevos compuestos sin la necesidad
del cultivo.

El potencial del tamizaje micro-
biano para la obtencién de produc-
tos industriales recae en la gran di-
versidad microbiana de la Tierra y
la iniciativa del investigador. Los mi-
croorganismos estan ahi, se deben
desarrcllar técnicas para seleccio-
narlos ¥ aislarlos. El gran impedi-
mento para estc, lo constituye la fal-
ta de programas de investigacion de-
dicados al desarrollo de técnicas de
tamizaje.® Este es un problema
multidiseiplinario y su solucion esté
en la cooperacidn de muchas disci-
plinas: quimicos, ingenieros, bioqui-
mices y microbidlogos.

CONCLUSIONES

Las experiencias discutidas per-
miten asumir que s6lo se conoce una
pequenta parte del espectro de los
metaboelitos secundarios producidos
por microorganismos. Si se suma a
esto el potencial que brinda la tre-
menda diversidad de microorganis-
mos que existe sobre la tierra, se

41
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podria coneluir que del esfuerzo que
realicen los cientificos en este cam-
po por desarrollar nuevas técnicas de
aislamiento y seleccion, dependeran

The microorganism is always right

los nuevos productos del metabolis-
mo secundario gue seran descrifos
en el futuro, pues la fantasia de la
naturaleza es ilimitada.®®

your friend
o sensitive partner.

There are no stupid microorganisms.

Microorganisms
smarter

are 1iser

more energetic

chemists
engineers
others.

than

{f you take care of your microbial friends, they will take care of your
future {and you will live happily ever after ...
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