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RESUMEN

El trabajo se realizd desde Noviembre de 1999 a Junio del 2001, se muestrearon 10

sustratos del sector de Mapachico.

El objetivo general de esta investigacion fue aislar y caracterizar genéricamente
actinomicetos del suelo y probar su efecto sobre bacterias patdgenas y hongos dermatofitos,

ademas de determinar el mejor medio de cultivo para su aislamiento.

A partir de los diferentes sustratos se logro aislar colonias de actinomicetos de las cuales se
purificaron 89 cepas diferentes que se identificaron como pertenecientes a los géneros

Streptomyces y Nocardia.

Para su caracterizacion parcial se tomaron en cuenta caracteristicas macroscopicas como
aspecto, borde y color de la colonia y microscépicas como la apariencia filamentosa y su

coloracion con la tincion de Gram segun el Manual de Bergey's 1989.

Para reducir el numero de cepas y facilitar los procedimientos posteriores fue necesario

realizar un descarte preliminar mediante dos factores:

= Velocidad de crecimiento donde se seleccionaron 66 cepas.
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» Fermentacion en dos temperaturas, obteniendo como resultado 38 cepas con
crecimiento filamentoso en medio liquido tanto en temperatura ambiente como en

incubadora.

Para la prueba de antibiosis in vitro se trabajo con las 38 cepas seleccionadas, utilizando

diversos procedimientos, para los microorganismos testigos, como:

=  Meétodo de siembra central
=  Método de siembra en cruz
= Cultivo simultaneo

» Prueba en medio liquido

Con las cepas que presentaron actividad inhibitoria se realizo la fermentacién para la

obtencién del antibidtico y proceder asi a su valoracion con sensidiscos.

Mediante el analisis estadistico (ANDEVA vy la Prueba de Significancia de Tukey) se logrd

determinar lo siguiente:

= El mejor medio de cultivo para el aislamiento de actinomicetos es el agar almidon
amoniacal que tiene almidon como fuente de energia y amoniaco como fuente de

nitrégeno.
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»= En cuanto a su actividad inhibitoria se determin6 finalmente dos cepas con reaccion

positiva frente a Escherichia coli, 4 cepas frente a Staphylococcus aureus, 5 cepas

frente a Pseudomonas aeruginosa y ocho frente a Bacillus subtilis.

= Se logré determinar, también, que trece cepas de actinomicetos presentaban actividad
inhibitoria determinada frente a dos géneros de hongos dermatofitos Microsporum sp y

Trichophytum sp con diferente grado de actividad.
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SUMMARY

The research was done from November 1999 to Jun 2001. Soil samples were collected from

Mapachico area.

The general objetive of this research was to isolate and to characterize soil actinomicetos of
and to value its effect over clinic- interest bacterium and dermatophytos fungus, further,

determined the best isolation medium.

Four hundred twenty three isolates were obtained from soil sample and 89 different strains

from those were purified and identified as Streptomyces and Nocardia.

The strains were characterized partially by microscopic (aspect, border and colony colour)
and microscopic features, such as filamentous appearance and Gram staining according to

Bergey's Manual.

In order to reduce strain number and facilitate posterior procedures some strains were

discarded by two factors:

= Growth velocity 66 strains were selected by this met hod.
= 38 strains were obtained by two- temperature fermentation. The strains showed

filamentous grout in liquid medium.
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38 selected strains were used in antibiosis assay which was carried out by different

procedure four each standard microorganism.

= Culture method.
= Culture cross method.
= Simultaneous culture.

= Liquid- medium assay.

The strains that showed inhibitory activity was employed to produce antibiotics by
fermentation and thus to followed with measurements by sensidisc.

By statistic analysis (ANOVA, Tukey significance test) was determined following.

= The best medium for isolating actinomicetos was amoniac starch agar, which has starch
as sole carbon source and amoniac as sole nitrogen source.

= What concern inhibitory activity determined finally two positive strains in relation to E.
coli, four ones S. aureus and five ones Ps. aeruginosa and eight ones in relation to B.
subtilis.

= It was possible to determine that 13 actinomicetos strains showed specific inhibitory
activity in relation to two dermathophytic fungus genus, Microsporum sp and

Trichophytum sp which has different.
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GLOSARIO

ACTINOMICETO. Grupo intermedio entre las bacterias y los hongos verdaderos, son

microorganismos gram (+), algunos acido resistente y la mayoria aerobios. Forman

filamentos finos ramificados que pueden persistir o fragmentarse.

AEROBIO. Un microorganismo capaz de usar Oxigeno en la respiracion

ANAEROBIO. Un organismo que no puede usar oxigeno en la respiracion.

ANTAGONISMO. Que tiene una accion opuesta a otro microorganismo.

ANTIBIOGRAMA. Indican la sensibilidad de los organismos aislados clinicamente a los

antibioticos de uso actual.

ANTIBIOTICO. Sustancias quimicas producidas principalmente por diferentes especies de
microorganismos que suprimen el crecimiento de otros microorganismos y pueden

eventualmente destruirlos.

BACTERIA. Un grupo de procariotes filogenéticamente relacionados y distinto del grupo

Archaea.
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CRECIMIENTO. Un incremento en el nimero de células.

DERMALOFITO. Hongos que atacan a la piel, el cuero cabelludo, cabello y ufas,
produciendo diferentes sintomas, tanto en el hombre como en los animales y son

preocupacion de la ciencia médica.

ESTERIL. Ausencia de todos los organismos vivos y de virus.

EUCARIOTA. Una célula que posee nucleo encerrado en una membrana nuclear y

normalmente otros organulos.

FERMENTACION. Catabolismo anaerobio en el que un compuesto orgéanico sirve al
mismo tiempo como donador y aceptor de electrones y en el que el ATP se produce por

fosforilacion del sustrato.

GENERO NOCARDIA. Bacterias que desarrollan un micelio fugaz que se fragmenta con

facilidad a bacilos y diamantes cocoides. Gram (+) a gram variables. Aerobio.

GENERO STREPTOMYCES. Bacterias que desarrollan un micelio permanente, Gram

positivas y de apariencia polvosa debida a la esporulacion.

GENERO. Coleccion de las diferentes especies que comparten una 0 mas propiedades

principales.
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GRAM NEGATIVA. Un tipo de célula procariota cuya pared contiene relativamente poca
cantidad de peptidoglicano, pero que contiene una membrana externa compuesta por

lipopolisacéridos, lipoproteinas y otras macromoléculas complejas.

GRAM POSITIVAS. Un tipo de célula procariota cuya pared esta compuesta basicamente

por peptidoglicano y carece de la membrana externa.

HONGOS. Microorganismos eucariéticos no fotosintéticos que poseen paredes celulares

rigidas.

INHIBICION. La reduccion del crecimiento microbiano a causa de una disminucion del

namero de organismos presentes o de alteraciones en el entorno microbiano.

MESOFILO. Un organismo que crece a temperaturas entre 20 y 45°C.

METABOLISMO PRIMARIO. Un metabolismo excretado durante la fase de crecimiento.

METABOLISMO SECUNDARIO. Un metabolismo excretado al final de la fase primaria

de crecimiento o en la fase estacionaria.

METABOLISMO. Todas las reacciones bioquimicas de una célula.

MICROAEROFILO. Un organismo aerdbico que puede crecer solamente cuando la tension

de oxigeno es inferior a la del aire.
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MICROBIOLOGIA. Estudio de los microorganismos, estudia células vivas y como

funcionan.

MICROORGANISMO. Un organismo microscopico constituido por una séla celula o

agrupacion de células, incluyendo los virus.

PEPTIDOGLICANO. Es una molécula polisacarida formada por la reparticion de unidades
alternativas de acetilglucosamina y acido acetilmuramico, que forman capas adyacentes que

se unen a través de puentes peptidicos.

PROCARIOTA. Una célula que carece de verdadero nucleo.

PSICROFILO. Un organismo con temperatura 6ptima de crecimiento de 15°C o inferior y

una maxima inferior a 20°C.

RESISTENCIA AL ANTIBIOTICO. La capacidad adquirida por un microorganismo para
crecer en presencia de un antibiotico frente al cual el microorganismo es eventualmente

sensible.

RESISTENCIA. Defensa de los microorganismos al ataque de un antibidtico.

RIZOSFERA. La region inmediatamente adyacente a las raices de la planta.

TAXONOMIA. Ciencia que estudia la clasificacion, identificacion y nomenclatura de los

organismos.
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TECNICA ASEPTICA. Métodos para mantener estériles los medios de cultivo y otros

objetos estériles libres de contaminacion microbiana durante las manipulaciones.

TERMOFILO. Un organismo cuya temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre

45y 80°C.
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CARACTERIZACION GENERICA'Y CAPACIDAD ANTIBIOTICA
DE ACTINOMICETOS AISLADOS DE DIFERENTES SUSTRATOS DE UNA
ZONA DEL MUNICIPIO DE PASTO *
Por
ANA CRISTINA PANTOJA

FABIOLA ANDREA ROMO RAMIREZ

1. INTRODUCCION

Las sustancias antimicrobianas en general y los antibioticos en particular, son compuestos
quimicos biosintetizados por ciertos hongos, bacterias y en su gran mayoria por
actinomicetos, para la lucha contra infecciones en el hombre y los animales ocasionados
por los microorganismos, los cuales en algunas oportunidades desarrollan respuestas de

resistencia a la aplicacion de estas sustancias.

En las Gltimas décadas se han realizado investigaciones que han llevado al descubrimiento
de varios centenares de nuevos compuestos quimicos en el campo de los antibi6ticos.
Algunos de ellos son de gran utilidad y su empleo ha traido notables beneficios a la

medicina, a la agricultura y a la actividad pecuaria®

! Tesis de grado presentada como requisito parcial para optar al titulo de Bi6logo con énfasis en
Microbiologia, bajo la presidencia del Doctor Benjamin Safiudo Sotelo I.A. MSc.



31

Por ello, el estudio de los actinomicetos es de suma importancia, por la gran variedad de
antibidticos que de ellos se han logrado obtener, en su mayoria con especial significado

terapéutico.

Con el fin de continuar con estos estudios, surgié la idea de realizar la presente
investigacion, para determinar la variedad de actinomicetos a partir de diversos sustratos

edéaficos obtenidos en una zona del municipio de Pasto.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos en una investigacion cuyo objetivo
general fue caracterizar genéricamente y evaluar la capacidad antibidtica de actinomicetos
aislados de diferentes sustratos. Para estos fue necesario probar y evaluar distintos medios
de cultivo, logrando estandarizar el mas eficaz para su aislamiento. Los actinomicetos
purificados se clasificaron a nivel de genero, probando su capacidad antibidtica frente a
bacterias y hongos de interés clinico, asi mismo, se establecié una coleccion basica que

proporcionara informacion esencial para facilitar posteriores trabajos de tipo industrial.

En el departamento de Narifio es el primer trabajo realizado en el aspecto de aislamiento y
caracterizacion de actinomicetos a partir del suelo, presentandose dificultad en cuanto a
informacion, manipulacion y preservacion de estos microorganismos. Las pruebas
estadisticas utilizadas para la interpretacion de resultados fueron el analisis de varianza y la

prueba de significancia de Tukey.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar genéricamente y evaluar la capacidad antibidtica de actinomicetos aislados de

diferentes sustratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Evaluar siete medios de cultivo y estandarizar el mas eficaz para el aislamiento de

actinomicetos del suelo.

2.2.2 ldentificar a nivel de género los actinomicetos aislados a partir de diferentes

sustratos.

2.2.3 Determinar la produccién de antibiéticos y probar la capacidad inhibitoria frente a

bacterias y hongos de interés clinico.
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3. ANTECEDENTES

La humanidad se ha visto afectada por numerosas enfermedades de carécter infeccioso a lo
largo de la historia y la basqueda de medios de defensa contra las mismas ha constituido un

trabajo permanente en el campo de la medicina humana y veterinaria.

En un principio solo se aplicaban normas higiénicas de acuerdo con el sentido comin; mas
tarde aparecieron otros mecanismos mas precisos, como la vacunacion, para dar finalmente
paso al uso de diversas sustancias quimicas empleadas en forma directa contra los agentes

patdgenos.

En el siglo XVI, Paracelsus recomienda el antimonio en el tratamiento de numerosas
enfermedades y el mercurio en tratamientos de sifilis. La identificacion de las bacterias por
medio del microscopio a finales del siglo XIX, permitié a Paul Ehrlich iniciar la basqueda
de nuevas sustancias quimicas antibacterianas, sentando bases cientificas e introduciendo el

término quimioterapia (Cruz, 1993).

Hacia 1913, Waksman inicia el estudio de distintos tipos de microorganismos que se
encuentran en el suelo en distintos estratos de profundidad y los cultivo en medios
especiales, bajo condiciones adecuadas. Encontré muy pocos patdgenos, lo cual era extrafio

si se tiene en cuenta que a través de los excrementos de los animales muertos estos
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microorganismos llegan al suelo. Se penso entonces que eran incapaces de vivir alli o eran

destruidos por otros microorganismos (Franco, 1999).

En 1917, Greig Smith confirmé que los actinomicetos del suelo eran capaces de realizar
fendmenos de antagonismo, inhibiendo el desarrollo de otros microorganismos (Escobar,

1998).

En 1923, Dubos, colaborador de Waksman aisl6 un bacilo del suelo que destruia la capsula
que rodea los neumococos haciéndolos vulnerables. En 1939, aislo6 la Tirotricina a partir de
microorganismos del suelo, dando inicio a una linea de investigacion para constituirse
como un gran aporte a la ciencia en especial a la lucha contra agentes causantes de algunas

enfermedades (Cercos, 1957).

Posteriormente, en 1942, se logrd obtener la Estreptomicina a partir de un actinomiceto, la
cual presentd excelentes resultados contra muchos microorganismos Gram negativos.

Desde 1945, han sido aislados y caracterizados miles de antibioticos producidos por
hongos, actinomicetos o bacterias. Sin embargo, el descubrimiento de la penicilina,
despert6 un gran interés por la busqueda de nuevos microorganismos del suelo productores

de sustancias con propiedades antibioticas.

Las primeras investigaciones sobre la actividad antibiotica de los actinomicetos, empieza en

1980. Gasparini observé que un microorganismo, Streptothrix foersteri, crecia sobre

cultivos de bacterias y hongos, causando su muerte y la lisis de sus paredes celulares. Este
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parece ser el primer experimento que puso de manifiesto el marcado efecto antagonico de

los actinomicetos (Cercos, 1957).
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4. MARCO TEORICO

4.1 GENERALIDADES

4.1.1 Definicion. Los actinomicetos aparentemente forman, un grupo intermedio entre las
bacterias y los hongos verdaderos. Ellos se caracterizan por ser microorganismos Gram
positivos, algunos acido resistentes y la mayoria aerobios, aunque existen especies
anaerobias y microaerofilicas; forman filamentos finos ramificados que pueden persistir o
fragmentarse en elementos cocoides o bacilares. Generalmente son inmdviles en su parte
vegetativa; sin embargo, se conocen algunas formas de motilidad (Brook, 1998; Andrews,

1973; Waksman, 1952; Davis, 1968).

El grupo esta constituido por organismos mesofilos con una temperatura éptima para las
formas saprofitas de 25°C y para los parésitos de 37°C, reportdndose ademas algunas
especies termdfilas. Pueden desarrollarse en una atmésfera que contenga 10% de CO, y en

medios alcalinos (Bryan, 1976; Davis, 1968).

Constituyen un gran numero de especies, algunas ubicadas en géneros conocidos y otras en

cambio sin identificar completamente (Franco, 1999; Prescott, 1999).
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La composicion de la pared celular varia mucho segun los grupos, y tienen una importancia
taxonomica considerable. Cabe distinguir cuatro tipos principales de pared celular segun la

composicion y estructura del peptidoglicano (Prescott, 1999).

Los actinomicetos tienen una especial importancia practica. Son fundamentalmente
habitantes del suelo y alli estan ampliamente distribuidos. Pueden degradar una enorme
cantidad y variedad de compuestos organicos y son cruciales en la degradacion de la

materia orgénica (Nayena, 1991).

Estos microorganismos producen la mayor parte de los antibidticos naturales de
importancia clinica. Aunque la mayoria de los actinomicetos son organismos de vida libre,
algunos son patdgenos para los seres humanos, ciertos animales y algunas plantas (Prescott,

1999; Brock, 1998).

4.1.2 Posicion sistematica de los actinomicetos. La posicion sistematica de los
actinomicetos es aun dudosa en el sistema de clasificacion microbiologica. Los
bacteriologos los ubican dentro de los Schizomycetes (bacterias), pero si se admite que
pertenecen a los hongos, su puesto esta dentro de los Deuteromycetos (Bayona, 1999;

Davis, 1968; Andrews, 1973; Waksman, 1952).

Algunos bacteridlogos han relacionado este grupo con las bacterias debido a diferentes

propiedades:

o Ellos son procarioticos (ausencia de membrana nuclear).
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o La morfologia y tamafio de las hifas y conidias de los actinomicetos son similares
estructuralmente a las encontrados en bacterias.

o Sus paredes celulares contienen &cido murdmico y &cido diaminopimélico, (lisina) en
algunas especies, los cuales son componentes caracteristicos de las paredes bacterianas,
en contraste con la pared celular fangica que contiene quitina y glucanos.

o Los actinomicetos reaccionan a la tincion de Gram al igual que las bacterias.

o Presentan intolerancia a las condiciones acidas.

o Se han observado que algunas especies patdgenas para el hombre son anaerobias,
diferencidndose notablemente de los hongos verdaderos ya que estos requieren oxigeno
para crecer.

o Su crecimiento es inhibido por penicilinas, tetraciclinas, sulfonamidas y otras drogas
antimicrobianas, las cuales son inocuas para los hongos.

o Las esporas que producen ciertos actinomicetos son idénticas a las que presentan las
bacterias (Nayena, 1991; Kwapinski, 1972; Andrews, 1973; Waksman, 1952; Davis,

1968).

A pesar de su ubicacion dentro de las bacterias, su relacion con los hongos puede

observarse en las siguientes propiedades:

o Forma un micelio ramificado caracteristico al de los hongos.
o Se reproduce por medio de esporas, artrosporas, microconidias.
o Presenta un micelio aéreo, en el extremo de cada filamento se desarrollan cadenas de

esporas asexuales llamadas conidias, que son estructuras correspondientes a los hongos.
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o El crecimiento en cultivo liquido no se aprecia como enturbamiento, que si se observa
en las bacterias.
o El crecimiento no es exponencial como el de las bacterias (Nayena, 1991; Andrews,

1973; Waksman, 1952; Davis, 1968).

4.1.3. Caracteristicas culturales de la colonia

4.1.3.1. Generalidades de la colonia. Las colonias de los actinomicetos estan formadas
por filamentos finos de 0.5 a 1.2 micras de didmetro, con ramificaciones que se fragmentan

para producir esporas, pero otras en cambio permanecen enteras (Holt, 1989).

Los actinomicetos presentan una fragmentacion de hifas que se rompen en bastones y cocos
y ademas llegan a ser colonias desmenusables y quebradizas. En las cepas de ciertos
géneros la colonia llega a estar cubierta con micelio aéreo libre, o por hifas erectas
cubiertas de una capa hidrofobica, estas hifas son inicialmente blancas, pero luego
adquieren una gama de coloracion, cuando se ha iniciado la formacion de esporas y las
colonias se tornan pulverulentas o aterciopeladas con un aspecto seco, que se adhieren en el
medio exhibiendo con frecuencia pliegues radiales. En este momento es cuando realmente

pueden ser distinguidas de colonias de bacterias comunes (Cross, 1989; Bryan, 1976).

La densidad y consistencia de la colonia, dependeran de la composicion del medio y del
tipo de actinomiceto. Sin embargo, para una misma especie, su morfologia puede cambiar,
de acuerdo con el medio de cultivo; por ejemplo colonias cafés, brillantes y duras, de

una especie de Streptomyces que se encuentra sobre agar nutritivo, pueden ser
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transformadas en colonias amarillas brillantes, con un micelio blanco pulverulento y con
espirales de artrosporas, cuando el microorganismo es subcultivado en medios mas

adecuados (Cross, 1989; Rodriguez, 1998; Holt, 1989)

4.1.3.2. Color de la colonia. Los actinomicetos producen una amplia variedad de
pigmentos responsables del color del micelio vegetativo y aéreo. El color difundido por los
pigmentos puede ser también formado al extenderse produciendo uno o més antibiéticos

(Holt, 1989).

Segun Bergey's 1989, los actinomicetos presentan cerca de siete series de colores: azul,
gris, verde, rojo, violeta, blanco y amarillo. Subsecuentemente, las series se extiende para

acomodar colores adicionales (Holt, 1989).

El color de las masas de esporas es un criterio ventajoso, pero su determinacion puede
presentar algunos problemas. De esta manera, el color puede ser influenciado por factores
semejantes como el medio, temperatura, pH, régimen de crecimiento, edad del cultivo y en

algunos casos de la iluminacion (Holt, 1989).

4.1.3.3. Olor de la colonia. Es caracteristico el olor a tierra himeda de las colonias,
dado por la geosmina (Trans-1,10-dimetil-trans-9-decalol) y metil isoborneol, compuestos
volatiles comunes de los estreptomicetos que se producen como metabolitos secundarios,

subsecuentes al crecimiento de la hifas (Schlegel, 1992)
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4.1.3.4. Crecimiento de la colonia en medio sélido y liquido. EI medio debe
contener los nutrientes necesarios para el crecimiento y el desarrollo de la cepa productora
de la sustancia antibidtica, lo mismo que el principio fermentescible (Aguirre, 1992;

Espinosa, 1978)

Los actinomiceto utilizan como fuente de carbono, a los &cidos organicos, lipidos, proteinas
y polisacéaridos, tales como celulosa, almidén y quitina obteniendo energia para su

crecimiento (Holt,1989)

Pueden crecer bien en medios liquidos y sélidos, en cultivos en profundidad se requiere una
adecuada aireacion y agitacion. El crecimiento en medio liquido se observa como una
suspension de colonias discretas y fragmentos de micelio y en medio de cultivo solido las

colonias al diferenciarse desarrollan una apariencia micelial (Schlegel,1992; cruz,1993)

Muchos actinomicetos crecen sobre medios comUnmente utilizados en laboratorio, como
agar bacterioldgico, y agar soya tripticasa (A.S.T.), pero para lograr la diferenciacion y
desarrollo de esporas caracteristicas y de pigmentos, tiene que desarrollarse en medios de
cultivos preparados magistralmente en el laboratorio, ya que muchos de estos medios no

son obtenidos de proveedores comerciales (Cross, 1989).

Algunos actinomicetos anaerobios presentan requerimientos nutritivos diferentes, como
también son habiles para atacar y descomponer ciertos nutrientes. Dependiendo de ello, los

medios de cultivo deben tener ciertas caracteristicas que los hagan fermentecibles. Para las
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formas del suelo, se obtienen buenos resultados con los medios Sapek-Dor y otros similares

principalmente inorganicos (Gonzélez, 1990).

4.1.4. Caracteristicas morfoldgicas. Los actinomicetos muestran un notable orden de
formas macroscdpicas semejantes, como pigmentacion de esporas, micelio de sustrato y
exopigmentos difusibles, al mismo tiempo con la morfologia de las colonias y textura del
micelio aéreo. Estas caracteristicas morfolégicas han sido ampliamente usadas en la
clasificacion e identificacion, sin embargo la morfologia es considerada como demasiado
variable para tomarse como un carécter taxonémico (Holt, 1989; Brock, 1998; Prescott,

1999).

Estos organismos muestran también, un notable orden de formas microscopicas donde se
hace necesario la utilizacion de herramientas como el microscopio que nos permitan

visualizar y determinar otros rasgos morfoldgicos de los actinomicetos, como:

a) Micelio: en los actinomicetos estas estructuras pueden ser estables o fugaz, puede
fragmentarse, presentandose adherido al medio como "micelio sustrato” y en la
superficie se aprecia como micelio aeéreo. Esta estructura puede romperse

intercalarmente en vesiculas que contienen o no esporas.

b) Conidios: son esporas producidas por hifas especializadas, que no se encuentran
intercaladas como en clamidosporas 0 encerradas como en las

esporangiosporas. La forma de los conidios en los actinomicetos es variable, estos
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pueden ser sencillos termoestables, sencillos no termoestables, conidias pares,

cadenas cortas o cadenas largas de conidias.

c) Esporangios: bolsas que contienen esporas que pueden estar sobre hifas aéreas o sobre

micelio de sustrato.

d) Otras estructuras: muchos actinomicetos forman estructuras inusuales como
"Esporangios multiloculares”, otros en cambio forman estructuras espirales en la hifa

aérea (Holt, 1989; Prescott, 1999).

4.1.4.1. Reproduccion de actinomicetos. Los actinomicetos no tienen diferenciacion
aparente de sexo y no se observa una evidencia del fendmeno sexual, tal como se ve en los

mohos (Cruz, 1995).

La reproduccion de una espora o de fragmentos de micelio se desarrollan en forma de hifas
que penetran en el agar y en hifas que se ramifican repetitivamente llegando a estar ligadas
unas con otras sobre la superficie del agar, hasta formar una colonia dura y correosa (Cruz,

1995)

Las esporas asexuales formadas en el micelio aéreo, se desarrollan por tabiques en la punta
de los filamentos, en general en respuesta a la privacion de nutrientes. La mayoria no son
especialmente termoresistentes, pero soportan bien la desecacion y por lo tanto tienen un

considerable valor adaptativo (Prescott, 1999).
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4.1.5 Caracteristicas ecoldgicas

4.1.5.1 Habitats de los actinomicetos. De la rizosfera proviene la gran mayoria de los
microorganismos aislados para realizar estudios de antibidticos, determinandose que por
gramo de suelo existen de uno a diez millones de actinomicetos. Esta cantidad varia por
diversos factores tales como, la naturaleza fisico- quimico, temperatura, pH, cobertura,
marcha de las estaciones, etc., existiendo una relacion estrecha entre la fertilidad del suelo y

la cantidad de microorganismos existentes en él (Cercos, 1957).

El término actinomicetos encierra un amplio numero de bacterias cuyos habitats
predominantes son sustratos naturales como suelos, particulas de polvo, aguas y la
superficie de plantas en donde juegan un papel importante en la descomposicién de la

materia organica animal y vegetal (Bryan, 1996).

Las especies saprofitas terrestres subsisten en el suelo y atacan las sustancias organicas
presentes como proteinas, almidones y grasas, descomponiéndolas para crear asi fuente de
carbono y energia, base del mantenimiento junto con compuestos inorganicos simples

(Bryan, 1996).

Los actinomicetos abundan mas en suelos secos que en los himedos asi como se
desarrollan también en suelos alcalinos, en estas condiciones pueden sobrepasar en nimero
a las bacterias. Como son aerobios su nimero disminuye con la profundidad (Burbano,

1991).
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4.15.2 Rango de pH. En general los actinomicetos prefieren un medio ligeramente
alcalino para su desarrollo, pero pueden crecer en rangos de 3.5y 7.5, con un pH 6ptimo

para su desarrollo entre 5.5y 7.2 (Burbano, 1991).

4.1.5.3 Rango de temperatura. De acuerdo a los rangos de temperatura los actinomicetos
pueden ser psicrofilos, mesofilos y algunas especies pueden ser termofilas. La temperatura
optima para las especies mesodfilas oscila entre 25°C y 35°C. Los actinomicetos

termoresistentes se desarrollan entre temperaturas de 50°C y 65°C (Holt, 1957).

4.154. Aislamiento.  Para aislar una poblacion de actinomicetos que sea
representativa en un ecosistema en particular, se debe prestar atencion al hacer el muestreo.
Las muestras deben ser colectadas tan asépticamente como sea posible con ayuda de

espéatulas estériles, guantes, bolsas plasticas (Freegman, 1989).

Los muestreos deben ser identificados completamente con descripcion y fecha. Los
aspectos climéaticos y estacionales de recoleccion deben ser considerados como una
caracteristica de una poblacion autéctona verdadera que puede ocurrir transitoriamente. En
el laboratorio las muestras deben ser examinadas de forma inmediata y almacenadas toda
la noche a pantalla, protegiéndolas para minimizar las posibilidades de infestacion con

otros microorganismos (Cercos, 1957).

El aislamiento no selectivo de actinomicetos del suelo y lodos, deben ser secados en cajas

petri estériles en un cuarto a temperatura ambiente por 3- 10 dias (dependiendo de la
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cantidad de humedad), para ayudar asi a reducir la poblacion bacteriana (Cercos, 1957,

Aguirre, 1982).

Otro procedimiento de aislamiento mas selectivo que ha sido designado para la inhibicion
del crecimiento de microorganismos competidores es la adicion al medio de sustancias
antibidticas tales como ciclohexamida y nistatina en concentraciones cercanas de 50-100

microgramos por litro (Holt, 1989; Safiudo, 1998).

4.155. Metodos de preservacion para los actinomicetos. La transferencia cada
dos o cuatro meses en medio agar adecuado, con almacenamiento a 4°C es satisfactorio
para la mayoria de cepas de Nocardia. La preservacion a largo plazo puede ser lograda por

liofilizacion en leche descremada (Hopwood y Ferguson, 1969).

El almacenamiento por periodos mas cortos puede ser efectuado usando unas capas de
aceite mineral esteril, de tal manera que la cepa quede cubierta, almacenandola a 4°C. Los
cultivos liquidos pueden ser congelados rapidamente y almacenados a -25°C hasta -70°C en

nitrégeno liquido. (Holt, 1989).

Metodos para tiempos de preservacion cortos

o Cultivos inclinados almacenados a 4°C o temperatura ambiente.

o Suspenciones en agar semisolido en 4°C (Kutzner, 1972).

o Suspenciones en 10% (v/v) glicerol en -20°C (Wellington y Williams, 1978).
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Meétodos para tiempos de preservacion largos

o Cultivo inclinado almacenado a -20°C (Tresner et al, 1960).
o Cultivo de suelo estéril (Pridham et al, 1973).

o Almacenaje bajo nitrégeno liquido (Pridham y Hesseltine, 1975).

4.1.6 Importancia de los actinomicetos. La importancia de estos organismos en el suelo,
no ha sido claramente definida. Sin embargo hay evidencia de que participen en los

siguientes procesos:

1. Descomposicion en el suelo de compuestos estables de plantas y animales. Los
actinomicetos no se incrementan en namero al afiadir al suelo material rico en carbono,
lo que demuestra que no compiten con las bacterias; sin embargo, posteriormente,
cuando solo permanecen los compuestos muy estables, son efectivos competidores de
bacterias y hongos.

2. Formacion de humus. Muchas razas han sido capaces de formar en laboratorio las
moléculas arométicas consideradas como importantes en la fraccion himica del suelo.

3. Transformaciones a altas temperaturas en abonos verdes estiércol y compost.

4. Agentes causantes de ciertas enfermedades en las plantas, animales y en el hombre.

5. Son antagonistas de otros microorganismos por los antibidticos que producen.

6. Los actinomicetos y sus productos pueden ser utilizados en el control de hongos

patdgenos en los suelos.
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7. Desempefian un papel importante en la fertilidad del suelo (Bayona, 1999; Prescott,

1999)

4.1.6.1. Aspecto clinico. Gran numero de especies son patdgenas para el hombre,

animales y plantas. Entre las especies patogenas para el hombre las mas conocidas son:

= Actinomyces bovis, el cual causa actinomicosis caracterizada por la formaciéon de

tumores supurativos. Otros como la Nocardia steroides y especies relacionadas

producen unos trastornos locales caracteristicos semejantes a la tuberculosis, Ilamada
Nocardiasis (Jawetz, 1990; Davis,1989; Quentin, 1991).
= Existen especies que son responsables de enfermedades en las plantas, conocidas con el

nombre de rofias cuyo agente causal es Streptomyces scabies (Takeushi, T et al, 1992;

Gonzélez, 1980; Solano, 1976).

= Investigaciones adicionales han determinado que Streptomyces griseus causa

infecciones en gatos (Bakerspiger, 1973).

4.2. CARACTERISTICAS TAXONOMICAS

Un sistema de clasificacion respaldado por la Sociedad de Bacteridlogos Americanos y
acogido internacionalmente, fué publicado en el Manual de Bergey's donde se dividen a los
actinomicetos en ocho grupos basandose en propiedades como la disposicion de conidios,

la presencia de esporangios, el tipo de pared celular y los azucares de extracto celular.
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En la segunda edicion del Manual de Bergey's se dedica el volumen cuatro, al estudio de
estos organismos, clasificando a estas bacterias con alto contenido en guanina y citocina

filogenéticamente, empleando los datos de r RNA 16s (Holt, 1989; Prescott,1999).

Las bacterias con alto contenido en G+C del volumen Il de la primera edicién van a ser
combinadas con los actinomicetos para formar una nueva clase, Actinobacteria, con sus
subdrdenes y familias revisadas (Prescott, 1999).

El sistema de clasificacion de actinomicetos abarca un amplio nimero de microorganismos,
por lo que fue necesario hacer énfasis en los géneros productores de antibiéticos, de los

cuales se realizara una breve descripcion.

4.2.1 Cuadro filogenético

Clase: Actinobacteria
Orden: Actinomycetales
Suborden: Streptomycineae

Familia: Streptomycetaceae

Género: Streptomyces

Suborden: Corinebacterineae
Familia: Nocardiaceae

Género: Nocardia (Holt, 1989)
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4.2.2 Suborden Streptomycineae. Este suborden posee solo una familia

Streptomycetaceae, y un género Streptomyces.

Familia Streptomycetaceae

Estos microorganismos producen un talo vegetativo y aéreo, los cuales no se fragmentan.
Presentan conidios que son originados en esporoforos. Aproximadamente ciento cincuenta
especies han sido diferenciadas por colores del micelio, actividad proteolitica (Holt, 1989;

Prescott, 1999).

Género Streptomyces

Es un género enorme que presenta aproximadamente quinientas especies. Los miembros de
este género son aerobios estrictos, su pared celular es de tipo I, y forman cadenas de
esporas individuales, con una vaina fina y fibrosa. Los conidios de cada cadena a menudo
estdn pigmentados y pueden ser de una textura lisa, peluda o espinosa. Normalmente se

encuentran mas de tres conidias por cadena (Holt, 1989; Prescott, 1999).

Las especies de Streptomyces se denominan mediante una mezcla de caracteristicas

morfoldgicas y fisioldgicas, incluyendo las siguientes:

El color de los micelios aéreo y de sustrato, la disposicion de las esporas, las caracteristicas

superficiales de la espora, la utilizacién de carbohidratos, la produccién de antibidticos, la
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sintesis de melanina, la reduccion de nitrato y la hidrélisis de urea y acido hipdrico

(Prescott, 1999; Holt, 1989).

Los Streptomyces son muy importantes, tanto desde el punto de vista ecolégico como
médico. El habitat natural de la mayoria de los estreptomicetos es el suelo, donde
constituyen entre el 1%y el 20% de la poblacién cultivable (Prescott, 1999; Holt, 1989).

Los estreptomicetos son flexibles desde el punto de vista nutricional y pueden degradar
sustancias resistentes como la peptina, lignina, queratina, quitina, latex y compuestos

aromaéticos (Prescott, 1999; Holt, 1989).

Los estreptomicetos son mejor conocidos por sintetizar una extensa variedad de
antibidticos, algunos de los cuales son Utiles en medicina y en investigacion bioldgica

(Prescott, 1999; Holt, 1989; Kwapinski, 1972).

4.2.3 Suborden Corinebacterineae. Este suborden contiene cinco familias con varios
géneros bien conocidos que se incluyen en varias secciones de la primera edicion del

manual de Bergey's (Holt, 1989).

Familia Nocardiaceae

Esta familia esta compuesta por dos géneros, el mas importante Nocardia, estas bacterias
desarrollan un micelio en el sustrato que se fragmenta con facilidad a bacilos y elementos
cocoides. Tienen un alto contenido en G+C, como otros actinomicetos, la mayoria de las

especies poseen un peptidoglicano con acido meso- diaminopimélico y sin puente peptidico
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de union. La pared celular contiene un hidrato de carbono compuesto de arabinosa y

galactosa, presenta acidos micdlicos (Holt, 1989; Prescott, 1999).

Género Nocardia

El término Nocardioforme significa actinomicetos que forman un micelio fugaz que se
rompe en elementos bacilares o cocoides. Presentan hifas vegetativas rudimentarias o
extensamente ramificadas, casi siempre hay formacion de hifas aéreas que son visibles
Unicamente al microscopio. Forman cadenas largas o cortas de conidias, que pueden
encontrarse ocasionalmente sobre las hifas aéreas y méas raramente sobre las hifas

vegetativas, no forman endosporas, ni esporangios (Holt, 1989; Prescott, 1999).

Gram positivos a Gram variables, algunas cepas poseen un estado de crecimiento rapido,
parcialmente acido, aerobio, mesofilico, tienen un tipo de metabolismo oxidativo, son
catalasa positivos. El género Nocardia es abundante y esta ampliamente distribuido en el
suelo. Algunas cepas son patdgenas oportunistas de hombres y animales (Holt, 1989;

Prescott, 1999).

Los pigmentos celulares pueden ser de un blanco opaco, gris, amarillos, naranjas, rosados,
rojos, de color canela. Los pigmentos solubles cuando estan presentes son indistinguibles,
el micelio aéreo visible a simple vista puede faltar, ser escaso 0 muy abundante, por tanto
las colonias pueden tener una apariencia superficial tersa, 0 mas cominmente un aspecto

aterciopelado (Holt, 1989; Prescott, 1999).
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4.3 ANTIBIOTICOS

4.3.1 Definicion. Los antibitticos se los ha definido de muchas maneras; sin embargo,
todos los autores coinciden en que son sustancias quimicas producidas principalmente por
diferentes especies de microorganismos que suprimen el crecimiento de otros
microorganismos y pueden eventualmente destruirlos. Los antibidticos difieren entre si
marcadamente en sus propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas, espectro
antibacteriano y espectro de accion (Brock, 1998; Cercos, 1957; Prescott, 1999; Walter,

1955).

4.3.1.1 Clasificacion de los antibidticos seglin su mecanismo de accion

1. Sustancias que afectan la funcion de los ribosomas bacterianos, causando inhibicién
irreversible de la sintesis de proteinas.

2. Sustancias que afectan el metabolismo del &cido nucleico. (Florent, 1985; Hostalex,
1979; Berdy, 1985).

3. Sustancias que inhiben la sintesis de pared celular bacteriana, o activan las enzimas que
rompen dicha pared, causando perdida de la viabilidad y a menudo la lisis celular.

4. Sustancias que actlan directamente sobre la membrana celular, afectando su
permeabilidad y produciendo filtracion de compuestos celulares (Florent, 1985;

Hostalex, 1979; Berdy, 1985).
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4.3.1.2 Clasificacion de los antibioticos seguin su espectro de actividad

1. Antibidticos de espectro reducido: acta solo sobre un dnico grupo de
microorganismos, son valiosos para el control de microorganismos que no responden a
otros antibidticos.

2. Antibidticos de espectro intermedio: aqui se incluyen antibidticos que actlan sobre
cocos Gram positivos, Enterobacterias y otros aerobios comunes.

3. Antibidticos de amplio espectro: todos los antibidticos que son capaces de inhibir una
gran variedad de microorganismos que se incluyen en este grupo. Su espectro de accién
abarca la mayoria de bacterias Gram positivas, Gram negativas y otros

microorganismos (Brock, 1998; Prescott; Berdy, 1985).

4.3.2 Resistencia a los antibioticos. Es la capacidad adquirida por un microorganismo
para resistir la accion de un antibidtico ante el cual es normalmente susceptible. No todos
los antibioticos actuan frente a todos los microorganismos, la resistencia a los antibioticos

puede ser una propiedad inherente a un microorganismo o puede ser adquirida.

La resistencia inherente puede darse por:

a) Carencia de la estructura sobre la cual actGa el antibiotico.
b) El organismo puede ser impermeable al antibidtico.
c) El organismo puede ser capaz de alterar el antibiotico, pasandolo a una forma inactiva.

d) El organismo puede modificar la molécula diana del antibiético.
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e) Por intercambio genético puede tener lugar la alteracién de una via metabdlica que
blogueara el agente antimicrobiano.
f) EIl organismo puede ser capaz de bombear hacia fuera el antibidtico que va entrando

hacia la célula (eflujo) (Brook, 1998).

4.3.3 Métodos de obtencién de antibidticos. Existen tres métodos de obtencién

4.3.3.1 De fuentes naturales. La mayoria de los antibidticos se obtienen como producto
de la fermentacion de los microorganismos, ya sea como metabolitos primarios, o
metabolitos secundarios. En la fermentacion es fundamental tener en cuenta algunas
condiciones que deben controlarse para una efectiva manipulacion del proceso. Estas
variables se miden en forma continua y son principalmente las siguientes: temperatura, pH,
velocidad de agitacion, cantidad de oxigeno disuelto, adicion de nutriente; y en forma
discontinua: biomasa, formacién de producto, consumo de sustrato ((Brock, 1998; Prescott,

1999; Berdy, 1985).

Existen dos sistemas de fermentacion: el sistema abierto o continuo en donde todos los
materiales que componen el sistema pueden entrar y salir simultdneamente, lo cual permite
que estos continden en contacto con el medio ambiente (Florent, 1985; Hostalex, 1979;

Berdy, 1985).

El sistema cerrado o intermitente en el cual no hay intercambio de materiales. Las técnicas
para la realizacion de los cultivos discontinuos dependen de si el proceso es anaerobio o

aerobio. En el proceso aerobio el cultivo puede hacerse en superficie o sumergido. En las
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fermentaciones anaerobias los recipientes usados son sellados y se inyecta CO; u otro gas

inerte en lugar de oxigeno (Florent, 1985; Berdy, 1985).

La obtencion de antibidticos de fuentes naturales es uno de los métodos mas empleados

para la produccion de estas sustancias (Clariodge, 1979).

4.3.4 Determinaciéon de la actividad antibacteriana de los extractos antibiéticos de
actinomicetos. Existen diferentes métodos encaminados a la determinacion a la accion

antimicrobiana de sustancias antibioticas entre ellos:

4.3.4.1 Métodos de diluciones seriadas en agar. Este método es rapido y no requiere una
muestra estéril de antibidtico permite el uso de varios microorganismos de control
simultdneamente y se puede emplear para probar la actividad antimicrobiana de sustancias
que no se disuelven en agua. Es uno de los métodos mas empleados para evaluaciones

preliminares de material crudo (Frobisher, 1957; Pérez, 1963).

4.3.4.2 Método de cilindro placa. Este método consiste en medir la actividad
antimicrobiana de sustancias tales como antibidticos mediante la inhibicion de gérmenes
sensibles, bien sea por una accion bactericida, bacteriostatica o bacterioldgica, gracias a la
difusion que se presenta a través de un medio de cultivo solido. Es uno de los métodos mas
antiguos y el procedimiento es el comunmente utilizado para las valoraciones de los

antibioticos (Frobisher, 1957; Pérez, 1963).
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4.3.4.3 Método de disco. Tiene como fundamento la inhibicion del crecimiento de los
gérmenes sensibles por antibidtico absorbido en discos de papel, que se difunde a través del

medio de cultivo sélido.

Este método es menos exacto que el anteriormente descrito pero es mas rapido y

econdmico, se emplea para muchos propdsitos, entre ellos:

=  Determinacion de la actividad de nuevos antibioticos.

= Determinacion de la resistencia o sensibilidad de las cepas de los microorganismos a los

antibidticos (Frobisher, 1957; Pérez, 1963).

4.3.5 Factores que afectan la produccion de sustancias antimicrobianas. Existen varios
factores que afectan la determinacion de sustancias con actividad antimicrobiana, los cuales

deben tenerse en cuenta, entre ellos se pueden mencionar los siguientes:

MEDIO INADECUADO: la composicion del medio es factor determinante en la
produccion de antibidtico, es posible que se forme la sustancia, pero al no estar en
condiciones optimas puede degradarse irreversiblemente, sin que sea posible detectarla en

los procesos siguientes.

EL ANTIBIOTICO NO ES EXCRETADO EN EL MEDIO: hay ocasiones en las cuales el

antibiotico no se excreta en el medio de cultivo.
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TIEMPO DE FERMENTACION INADECUADA: muchas veces no se puede detectar un
antibidtico porque su concentracion en el medio es baja, la produccion de la sustancia se
incrementa al maximo con el tiempo y esta cantidad puede persistir o disminuir con el

transcurso del mismo, por esta razon es conveniente:

= Determinar la actividad del medio a intervalos de tiempo, cuando el periodo de
incubacion es de varios dias 0 semanas.

= Contaminacion: la presencia de colonias contaminantes puede incidir en la produccién
de la sustancia, es posible que estas colonias modifiquen el pH del medio, o que
influyan en la elaboracion de sustancias extracelulares como enzimas que alteran o
destruyen el producto fermentado.

= Cepa de control inadecuada: el uso de cepa de control inadecuada puede dar resultados
falsos. No todos los antibioticos son efectivos contra los mismos microorganismos, sino

que existe una accion selectiva frente a ellos (Rodriguez, 1998; Cruz, 1995).

4.3.6 Antibidticos producidos por los actinomicetos. El estudio de la produccion de
antibidticos en el suelo es de gran interés dado que crea enormes problemas cuya solucion
podria indicarnos cual es el papel representado por los antibiéticos en la naturaleza, el que
representan dentro del proceso evolutivo y su importancia como regulador de enfermedades
0 como promotores del crecimiento de bacterias, hongos y plantas superiores (Cercos,

1957).

La distribucion de los actinomicetos, asi como la produccion de los antibioticos por

determinadas especies, no es uniforme ni constante; existen ciertas especies que producen
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determinados antibidticos, o diversas especies que sintetizan varios antibi6ticos o una sola

especie que libera diferentes principios antimicrobianos (Cercos, 1957).

Waksman, Schatz y Reynolds, citados por Cercos (1957) formularon los siguientes

postulados respecto a los antibidticos producidos por los actinomicetos:

Ciertos cultivos de actinomicetos son muy activos sobre hongos y poseen efectos
limitados sobre bacterias.

Ciertos cultivos son principalmente activos contra ciertos actinomicetos y posee efecto
limitado sobre bacterias.

Gran niimero de actinomicetos afectan algunos miembros del género Mycobacterium en
forma notable, pero no actlan sobre bacterias o solo lo hacen en forma limitada.
Muchos actinomicetos son activos sobre bacterias Gram negativas y Mycobacterium,
pero no sobre bacterias Gram positivas.

Diversos actinomicetos son activos, tanto sobre bacterias Gram positivas con las

siguientes variaciones:

Algunos son mas activos sobre bacterias Gram positivos.

Algunos son mas activos sobre bacterias Gram negativos.

Algunos son igualmente activos sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas.
Ciertos actinomicetos actlan sobre bacteriéfagos cuya actividad puede o no extenderse

a la bacteria huésped.
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= La produccion de antibidticos por parte de los actinomicetos esta sujeta a los siguientes

factores:

a) Género, especie 0 cepa.
b) Medio de cultivo.

c) Condiciones del cultivo.

Los géneros de actinomicetos mas activos son: Streptomyces, en segundo lugar Nocardia y
en tercer lugar Actinomyces. EI género Streptomyces es responsable por la produccion de

cerca del 70% de los antibidticos utilizados (Cercos, 1957).

4.3.6.1 Clasificacion de las sustancias antibidticas de actinomicetos. Waksman y
Lechevalier, 1951 clasificaron las sustancias antibioticas de los actinomicetos en dos

grupos principales:

1. GRUPO DE LA STREPTOMICINA: Estreptomicina y neomicina, compuestos
basicos solubles en agua, insolubles en solventes inorganicos, son activos sobre
micobacterias.

2. GRUPO DE LA CLOROMICETINA: Acreomicina y terramicina, compuestos
neutros o anfotéricos inestables, y solubles en solventes organicos, activos sobre

rikettsias y virus de tamafio grande.
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Al estudiar un actinomiceto productor de antibiotico recién aislado, se lo sitla dentro de
estos dos grupos, al observar su comportamiento en la determinacion del espectro

antimicrobiano (Cercos, 1957)

4.3.6.2 Principales antibidticos producidos por actinomicetos. Existen actinomicetos
que tienen aplicabilidad en la produccién de antibioticos que contienen aminoacidos y

péptidos. La cicloserina puede ser producida por cultivos de Streptomyces orchidaceus, S.

lavendulae, S. garyphalus y S. roseochromogenes; inhibe la sintesis de pared celular, es

muy efectiva contra Mycobacterium (Bayona, 1989).

También se han reportado en la produccién de antibidticos cromopeptidos, este grupo
incluye actinomicinas las cuales son producidas como mezclas de sustancias muy similares

por distintas especies de estreptomicetos, especialmente Streptomyces antibioticus y S.

chrysomayus (Cruz, 1995; Memorias Primer Congreso Internacional de Microbiologia

Industrial).

Las actinomicinas son muy téxicas causando dafio al higado y al rifion, pero son

beneficiosas en el tratamiento de tumores. La actinomicina mas importante que se utiliza en

la quimioterapia del cancer es la dactinomicina (actinomicina C1) (Bayona, 1989).

La valinomicina, producido por Streptomyces fulvissimus, no tiene importancia clinica

pero encuentra amplio uso en la investigacion bioquimica como agente para el

desacoplamiento de la defosforilacion oxidativa (Bayona, 1989).
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Los antibidticos del grupo virginiamicina son principalmente efectivos contra bacterias
Gram positivas y son utilizadas ampliamente como promotores del crecimiento para aves
de corral, cerdos y terneros. Los compuestos mas importantes producidos comercialmente

son las minamicinas y las virginiamicinas producidas por Streptomyces mitakaensis o S.

virginiae (Bayona, 1989).

La clorocardicina es un antibiético B-lactamico obtenido a partir de Streptomyces sp

(Bayona, 1999; Cruz, 1995).

La levendomicina es un nuevo antibiotico aislado de un cultivo de Streptomyces lavendulae

(Bayona, 1999; Cruz, 1995).

La trienomicina fue aislada de un cultivo de Streptomyces sp (Bayona, 1999; Cruz, 1995).

La serirubicina y la 1- hidroxi-serirubicina: son nuevos antraciclicos aislados de un cultivo

de Streptomyces syaenus (Bayona, 1999; Cruz, 1995).

La sohbumicina es igualmente un antibiotico nuevo aislado de un cultivo de Streptomyces

sp (Bayona, 1999; Cruz, 1995) (Anexo D).
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4.4. DESCRIPCION DE MICROORGANISMOS TESTIGOS

4.4.1 Bacterias testigo.

4.4.1.1 Escherichia coli. La mayoria son bacilos cortos Gram negativos con un tamafio
dentro del rango de 1.05 micras por 2.0 a 6.0 micras. Colonias opacas o parcialmente
traslicidas y de consistencia homogénea, crecen generalmente en agar nutritivo, presenta
abundante crecimiento en medios artificiales, muchas cepas son capsuladas y no

esporuladas. Su temperatura optima de crecimiento es de 30°C a 37°C (Freegman, 1989).

Son anaerobios facultativos, presentan un metabolismo respiratorio y fermentativo. En su
tratamiento se han empleado con exito sulfonamidas, ampicilinas, cefalosporinas,

cloranfenicol, tetraciclinas y aminoglicosidos (Freegman, 1989).

4.4.1.2 Pseudomonas aeruginosa. Bacilos Gram negativos de aproximadamente 0.6 por 2.0

micras, es un microorganismo extremadamente adaptable que puede utilizar mas de 80
compuestos organicos para su crecimiento. Produce un pigmento verde-azuloso
(piocianina) que se difunde en el medio. Crece bien entre 30°C y 37°C (Freegman, 1989;

Jawetz, 1990).

En su tratamiento suele emplearse ticarcilina, piperacilina, carbenicila ya sea solas o en

asociacion con aminoglicosidos (Freegman, 1989; Jawetz, 1990).
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4.4.1.3 Staphylococcus aureus. Cocos Gram positivos con 1 micra de didmetro

aproximadamente, son colonias opacas, circulares producen un pigmento amarillo, crecen
abundantemente en medios artificiales y especialmente en medios con infusion cerebro
corazon o con sangre de cordero. No son esporulados y generalmente se agrupan en
racimos. Temperatura optima de crecimiento 30°C a 37°C (Joklik, 1987; Freegman, 1989;

Jawetz, 1990).

Se combatié con penicilina, pero pronto resulto que este microorganismo era uno de los
patdgenos mas hébiles para desarrollar resistencia a los antibidticos, de alli deriva la
importancia de continuar la busqueda de nuevas sustancias con actividad antimicrobiana

(Freegman, 1989).

4.4.1.4 Bacillus subtilis. Bacilos rectos Gram positivos, presentan motilidad, forman

cadenas, son esporulados y aerobios, las células tipicas miden 1 micra por 3 a 4 micras,
actualmente mdviles en los cultivos jovenes, en medios de agar o gelatina se desarrollan
formando una pelicula seca rugosa. Su temperatura optima de crecimiento es de 37°C, pero

se obtiene crecimiento entre 12°C y 45°C (Joklik, 1987; Jawetz, 1990).

4.4.2 Hongos dermatofitos testigo. Los hongos dermatofitos atacan a la piel, el cuero
cabelludo, el cabello y las ufias, produciendo diferentes sintomas, tanto en el hombre como
en los animales y son preocupacion de la ciencia medica (Barnett, 1960; Conant, 1972;

Jawetz, 1966).
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Dichos microorganismos tienen el suelo como habitat principal de donde se originan las
infecciones primarias para luego diseminarse en forma rapida en la naturaleza. Varias
especies son cultivables en pelos estériles a los que disuelven en segmentos ya que son
capaces de utilizar la queratina contenida en ellos (Barnett, 1960; Conant, 1972; Jawetz,

1966).

Los hongos dermatofitos comprenden dos géneros: Trichophytum sp y Microsporum sp.

4.4.2.1 Trichophytum sp. Presenta un aspecto algodonoso, granular, polvoriento, velloso,
liso o cereo. La pigmentacion es variada blanca, rosada, roja, purpura, violeta, anaranjada,
amarilla o parda. Por examen microscopico se ve gran numero de microconidias en forma
de pequefias estructuras en masa, hialinas, de pared delgada, unicelulares, de 2 a 4 micras,
que se originan en grupos o racimos o nacen aisladamente a los lados de las hifas (Barnett,

1960; Conant, 1972; Jawetz, 1966)

4.4.2.2 Microsporum sp. Esta formado por un micelio algodonoso, lanudo, enmarafiado o
polvoriento cuyo color varia de blanco a matices mas intensos de pardo. Por observacion
microscopica la pared espinosa de las macroconidias, caracteriza al género. Sus esporas
pueden ser pequefias o grandes, fusiformes u ovales, de pared gruesa o delgada, en los
lados de las hifas crecen pequefios microconidias, unicelulares de 3 a 6 micras en masa.
Presenta hifas tabicadas, en raqueta, pectinadas, cuerpos nodulares y clamidoconidias

(Barnett, 1960; Conant, 1972; Jawetz, 1966).
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5. METODOLOGIA

5.1 AISLAMIENTO DE ACTINOMICETOS

Se trabajo con diez sustratos de suelos, de jardin, de pradera natural, de suelo agricola fértil,
de suelo agricola de mediana fertilidad, de suelo agricola de baja fertilidad, de suelo de
zanja, de suelo de bosque natural, de suelo de bosque artificial, de lombricompuestos y de
residuos organicos descompuestos, que fueron tomados en el sector de Mapachico,

Municipio de Pasto, a 2710 m.s.n.m..

El muestreo se realizd en cada uno de los sitios, haciendo huecos a una profundidad de 30
cm, tomando la muestra de las paredes en cantidad suficiente para el anélisis de laboratorio,
aproximadamente 500 gramos de cada sustrato. Los instrumentos utilizados para este

procedimiento se lavaron y desinfectaron previamente con alcohol etilico del 96%.

Se prepararon siete medios de cultivo estandar, agar almidén amoniacal, agar asparagina,
agar caseina almidon, agar glucosa asparagina, agar sucrosa almidén, agar benedict, agar
A.V. (Anexo A, Anexo B y Anexo C). Los medios se esterilizaron y antes de vertirlos en
cajas petri estériles se adiciona una solucién antibiotica en proporcién de 1 ml por cada 100
ml de medio; ésta solucion se prepard en un litro de agua destilada estéril agregando 0.5

gramos de nistatina y 0.25 gramos de ciclohexamina.
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Para el aislamiento de los microorganismos de las muestras de suelo, se empleé la técnica
de los platos de dilucion, con cada uno de los sustratos y los diferentes medios de cultivo
estdndar. Este método fue seleccionado de otros existentes tales como el método de la
inoculacion directa, el método del agar en placa bacteriana, el método del suelo enriquecido
y del agotamiento, porque la técnica de dilucion es el método que permite aislar con mayor
facilidad los microorganismos con actividad antimicrobiana de las muestras de suelo

(Waksamm, 1947; Wolf, 1949; Skinner, 1964; Smith, 1963; Waksman, 1963).

De cada uno de los sustratos utilizados se hicieron diluciones en agua destilada, para ello se
prepararon 10 erlenmeyers pequefios con 90ml de agua destilada esteéril, se rotularon con
cada uno de los sustratos. De forma aséptica y en balanza analitica, se pesaron 10 gr de
cada uno de los suelos y se adicionaron a los erlenmeyers con agua destilada esteril
obteniendo asi la dilucién 10™ de la cual se siguieron haciendo diluciones seriadas en tres
repeticiones hasta la dilucién 10™ en tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril

(Gonzalez, 1990; Brook, 1998).

Para el procedimiento de siembra se empled tnicamente las diluciones 10 y 10 por ser
las més probables para el aislamiento de actinomicetos segun (Waksamm, 1947; Wolf,

1949; Skinner, 1964; Smith, 1963; Waksman, 1963).

De las diluciones 10y 107 de los diez sustratos utilizados, se tomaron alicuotas de 1 ml y
se vierten en cajas petri estériles debidamente rotulada a las cuales se agregaron los medios

de cultivo a evaluar, a una temperatura de 40°C a 45°C. Las cajas se incubaron a
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temperatura ambiente por 15- 30 dias, después de los cuales se realizo el conteo de las

colonias aisladas.

Los resultados obtenidos se sometieron al andlisis de varianza y a la prueba significativa de
Tukey, para determinar cual factor (medio de cultivo y sustrato) tiene un efecto
significativo en el crecimiento de los actinomicetos (variable dependiente), mostrando las
interacciones significativas entre los factores, seleccionando asi estadisticamente el mejor

medio de cultivo y el mejor sustrato en el aislamiento de actinomicetos del suelo.

5.2 PURIFICACION DE ACTINOMICETOS

Para purificar las poblaciones de actinomicetos aislados de las muestras, se prepararon
tubos de ensayo con el mejor medio de cultivo esterilizado e inclinado, empleando el
método de siembra en estrias. Para ello, con un asa de punta estéril, se tomo una pequefia
cantidad de cada una de las colonias aisladas y se esparcié sobre el medio inclinado,
haciendo que las estrias sean cada vez mas amplias, para extender mejor el cultivo. Luego
se hizo la incubacion a 25°C por 10 a 15 dias y las cepas purificadas se conservaron a

temperatura ambiente (15°C).

Este proceso se repitio para cada colonia, las veces que fue necesario hasta lograr cultivos

puros.
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5.3 CARACTERIZACION PARCIAL

Las colonias se caracterizaron parcialmente, considerando parametros macroscopicos,

como:

Forma: circular, irregular.

Aspecto: seco, terroide.

Color: blanco, amarillo, café, lila, rosado, curuba, verde.
Borde: entero, filamentoso.

Elevacidn: elevada, convexa.

Superficie: rugosa, seca pulverulenta.  (Verna, 1967; Fobisher, 1957).

5.4 PRUEBAS DE IDENTIFICACION

Para la identificacion de los aislados se trabajo con la tincion de Gram y caracteristicas

morfologicas que aparecen en el manual de Bergey's clasificando asi los principales

géneros de actinomicetos productores de antibioticos (Toro, 1983).

5.5 DESCARTE PRELIMINAR

De ochenta y nueve cepas aisladas se realiza una clasificacion teniendo en cuenta dos

factores:
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5.5.1 Velocidad de crecimiento. Para este procedimiento se utilizan cajas petri con el
mejor medio de cultivo, dividiendo la caja en cuatro cuadrantes. En cada uno de los cuéles,
con una asa de transferencia se hace una pequefia estria proporcional al cuadrante de cada
una de las cepas de actinomicetos. Se incuba a 28°C por 15 dias, realizando control diario
examinando la aparicion de las colonias de actinomicetos después de seis dias, las cuales
son pequefias, redondas, opacas, levantadas, fuertemente adheridas al medio, cubriéndose

mas tarde por una esporulacion densay un olor a tierra himeda.

55.2 Fermentacion en dos temperaturas. De las cepas seleccionadas en el
procedimiento anterior, se realizaron fermentaciones en dos temperaturas, con el fin de

seleccionar cepas que presenten crecimiento filamentoso en medio liquido.

Para este procedimiento se preparan botellas con 100ml del mejor medio de cultivo sin
agar, las cuales se inoculan con una asa de transferencia, cada cepa de actinomiceto. Una
repeticion se deja a temperatura ambiente y la segunda repeticion se incuba a 28°C, durante

30 dias con agitacion manual diaria de quince minutos (Safiudo, 1998).

Después del periodo de incubacion se determina crecimiento filamentoso utilizando tincién

de Gram para cada una de las botellas.

5.6 PRUEBAS DE ANTIBIOSIS

Para este procedimiento se trabajo con seis microorganismos testigos, que corresponden a

cuatro bacterias ( Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
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Bacillus subtilis) y dos hongos dermatofitos (Trichophytum sp y Microsporum sp),

obtenidos en el cepario de microbiologia de la Universidad de Narifio y en el Hospital

Departamental de Pasto.

En la eleccion de los microorganismos testigos se intento conformar un conjunto de modo
tal que permitiera cubrir un espectro amplio para estudiar mejor la actividad antimicrobiana

de actinomicetos aislados de las muestras de suelo.

Estos microorganismos testigos se mantuvieron durante el tiempo de trabajo a 4°C en tubos
de agar nutritivo (Bacterias) y APG (Hongos) inclinado, cada vez que fue necesario el
empleo de los microorganismos de control se hizo confirmacién de pureza por medio de

tinciones y observaciones microscopicas.

Para las pruebas de antibiosis fue necesario realizar varios tratamientos preliminares que
condujeron a determinar la mejor técnica, descartando cepas con una baja o nula capacidad

antibiotica inhibitoria.

5.6.1 Método de la siembra central. Cada actinomiceto se sembrd en 3 repeticiones en
cajas petri con el medio seleccionado, haciendo una linea central con un asa de trasferencia,
impregnada del actinomiceto, de tal manera que queden dos espacios en la caja. Se incuba a

28°C por 7 dias (Brook, 1998, Safiudo 1998; Escobar 1998).

5.6.1.1 Siembra central para bacterias. Una vez determinado el crecimiento y la

esporulacion del actinomiceto en la franja central, en cada espacio libre de la caja con un
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asa de trasferencia mediante estrias se inoculd la bacteria testigo. Se incubd por 24 horas a

37°C y se determin0 la inhibicién.

5.6.1.2 Siembra central para hongos. Una vez determinado el crecimiento y
esporulacion del actinomiceto, en cada espacio libre de la caja, se inocul6 por puncién con
una asa de punta cada uno de los hongos dermatofitos. Se incubd a 25°C por 5 dias y se

determina inhibicion.

5.6.2 Método de la siembra en cruz. Cada cepa de actinomiceto se sembré en tres cajas
petri, haciendo una cruz, quedando cuatro espacios en la caja. Se incuba a 28°C por 7 dias

(Safiudo 1998; Escobar 1998).

5.6.2.1 Siembra en cruz para bacterias. Determinado el crecimiento del actinomiceto,
con un asa de trasferencia se inocul6 en cada linea las bacterias testigo, llegando el rayado
hasta casi la linea de crecimiento del actinomiceto. Se incub6 a 37°C por 24 - 48 horas y se

evalué la inhibicién.

5.6.3 Método de cultivo simultaneo. Este método permitié utilizar un mayor nimero de
actinomicetos por caja. En cada caja petri estéril con el mejor medio se siembra cuatro
aislados diferentes. La siembra se realizé dividiendo la caja en cuatro cuadrantes en cada
uno de los cuales se hizo un rayado de cada actinomiceto con asa de punta. Se incubo a

28°C por 7 dias (Safiudo 1998).
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5.6.3.1 Cultivo simultédneo para bacterias. Una vez alcanzado un completo crecimiento
del actinomiceto se inoculd la bacteria testigo, realizando un rayado con asa de
transferencia, en toda la caja evitando hacer contacto con los actinomicetos, se incubd a

37°C por 24 horas, y se determind la inhibicion.

5.6.3.2 Cultivo simultaneo para hongos. Se realizd el mismo procedimiento de las
bacterias, después de determinado el crecimiento de los actinomicetos, se inoculé mediante
puncién central el hongo dermatofito, se incub6 a 25°C por 5 dias y se determiné la

inhibicion.

5.6.4 Cultivo en medio liquido. Se prepararon tubos con 10 ml del mejor medio pero sin
agar. Se inoculé cada uno de los actinomicetos y se incub6 a 28°C por 7 dias, hasta
observar crecimiento, notado por el cambio de coloracion del medio (Safiudo 1998;

Escobar 1998).

5.6.4.1 Cultivo en medio liquido para bacterias. Una vez alcanzado el crecimiento del
actinomiceto se le inocula la bacteria testigo. Se incuba nuevamente a 37 ° C por 24 a 48
horas, determinando luego la presencia o ausencia de las células bacterianas, mediante la

tincion de Gram.

5.6.4.2 Cultivo en medio liquido para hongos. Este procedimiento también se hizo para
hongos, una vez determinado el crecimiento, se inoculd a cada muestra el hongo respectivo
y se incubO nuevamente a 25°C por 5 dias, para determinar crecimiento o inhibicion del

microorganismo testigo mediante la tincion con lactofenol.
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Los procedimientos preliminares utilizados llevan a descartar cepas que presentan una
actividad inhibitoria nula o baja. Facilitando el trabajo posterior, utilizando Unicamente las

cepas con mayor capacidad antagonica.

5.7 PRODUCCION DEL ANTIBIOTICO

Los mejores actinomicetos productores de antibidticos eficaces contra bacterias y contra
hongos dermatofitos, se llevaron a botellas previamente esterilizadas con 100 ml del mejor
medio de cultivo sin agar, después de la siembra se incubo a 28°C por 30 dias, sometidos a
agitacion constante, en una plancha de agitacion de 120-150 r.p.m. para evitar la formacion

de filamentos, grumos o esferas.

Después del periodo de incubacion se filtro a través de algodon y papel filtro (estériles). El
liquido obtenido se lleva a cajas de petri estériles, donde se introducen discos de papel filtro
que se elaboraron colocando de manera sucesiva una sobre otra, 4 hojas de papel filtro,
obteniendo sensidiscos semejantes al comercial con un didmetro de 0.5 y un peso de 0.010
gr cada uno. Por 24 horas, se dejan para que se impregnen de antibiotico y se esterilizan en

luz ultravioleta por 24 horas.

5.8 ANTAGONISMO IN VITRO

5.8.1 Antagonismo con sensidiscos. Con cada uno de los microorganismos testigos

(bacterias y hongos), se trabajo con un disefio irrestrictamente al azar, en el que los

tratamientos corresponden a los actinomicetos seleccionados.
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5.8.1.1 Antagonismo sobre bacterias. Por actinomiceto y cada bacteria se emplean 3
cajas petri con medio de cultivo, haciendo un rayado denso de la bacteria con escobillon
estéril, (tubo N° 3 escala de MacFarland, con una concentracién de 9ml por 10%), colocando
luego 5 sensidiscos equidistantemente. Se incuban por 24-48 horas a 37°C y al cabo de este

periodo se determind el area de inhibicion.

Los resultados obtenidos se interpretaron por medio del analisis de varianza (ANDEVA) y

la prueba de significancia de Tukey.

5.8.1.2 Antagonismo sobre hongos. Por actinomiceto y cada hongo se emplearon 3 caja
petri con el medio de cultivo adecuado haciendo un rayado denso con escobillon estéril
tomando una cantidad de esporas del hongo. Se incubd a 25°C por 2-5 dias y se determind

halos de inhibicion.

Los resultados obtenidos se interpretaran por medio del andlisis de varianza (ANDEVA) y

la prueba de significancia de Tukey.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 AISLAMIENTO DE ACTINOMICETOS

El disefio empleado para el aislamiento fue irrestrictamente al asar con dos factores, dos
errores y tres repeticiones, utilizando 210 unidades experimentales. El factor A corresponde

a los sustratos y el factor B a los medios de cultivo.

Las colonias aisladas se multiplican por el factor de dilucién y las poblaciones por gramo

de sustrato se sometieron al analisis estadistico, obteniendo los siguientes resultados:

6.1.1 Analisis de sustratos. Los actinomicetos estan ampliamente distribuidos en una gran
variedad de sustratos; se encuentran en la superficie del suelo, asi como en los horizontes

inferiores (Burbano, 1989;

Prescott, 1999). Por esta razon fue posible hallar representantes de este grupo microbial en

todos los sustratos analizados.

La materia organica del suelo es sin duda uno de los materiales mas complejos que existen
en la naturaleza. Todos los residuos de plantas y animales retornan al suelo y son
sometidos a la descomposicion por los microorganismos donde juegan un papel importante

los actinomicetos (Burbano, 1989). Ello sustenta el porque la variabilidad de cepas
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encontradas y la heterogeneidad en el nimero de colonias, de acuerdo con el sustrato

utilizado.

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE COLONIAS DE ACTINOMICETOS

TABLA1

POR GRAMO OBTENIDOS EN DIEZ SUSTRATOS. PRUEBA DE TUKEY

BOSQUE | R.O.D | A.BAJA | BOSQUE | PRADERA | ZANJA | AGRICOLA | A . MEDIANA | LOMBRIC | JARDIN
NAT. FERTIL ART. NATURAL FERTIL FERTIL. OMPUEST
222.44 204.39 151.85 142.45 128.05 94.95 86.29 47.21 31.84 9.68
9.68 212.76x | 194.71x | 142.17x 132.77 X 118.37 x 85.27 X 76.61 X 37.53 NS 22.16 NS
31.84 190.6x 172.55x | 120.01x 110.61 x 96.21 x 63.11 NS 54.45 NS 15.31 NS
47.21 175.23x | 157.18x | 104.64x 95.24 X 80.84 x 47.74 NS 39.08 NS
86.29 136.15x 118.1x | 65.56NS | 56.16 NS 41.76 NS 8.66 NS
94.95 127.49x | 109.44x | 56.9NS 47.5NS 33.1NS
128.05 94.39x 76.34x 23.8NS 14.4 NS
142.45 79.99x | 61.94NS 9.4NS TUKEY 5%= 66.33
151.85 70.59x | 52.54NS
204.39 | 18.05NS
222.44

X= Diferencia significativa

NS= Diferencia no significativa

En la tabla anterior se observan poblaciones promedio que oscilan entre 9.68 y 222.43

colonias por gramo de sustrato, encontrdndose las menores en suelo de jardin,

lombricompuestos y suelo de mediana fertilidad, sin diferencias significativas entre si. En

cambio, las mayores poblaciones fueron obtenidas en el bosque natural, con diferencias

significativas respecto a los diferentes sustratos utilizados, excepto con residuos organicos

descompuestos (Gréafica 1). Al respecto, Burbano, (1989) indica que en terrenos virgenes,

los actinomicetos constituyen del 10 al 50% de la comunidad total, por el método de placa.
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De otra parte los actinomicetos son afectados directamente por la presencia de carbono
aprovechable y se presentan en cantidades especialmente grandes en terrenos con
abundante presencia de materia organica. En general los lugares con grandes materiales
carbonados y de humus presentan cifras mayores que los habitats pobres en materia

organica (Burbano, 1989; Bayona, 1999).

Lo anterior indica que en sustratos donde ha ocurrido una gran mineralizacion de la materia
organica, la poblacién decrece, debido a la ausencia de fuentes de energia complejas y a la
competencia que sufren por altas poblaciones de hongos y bacterias presentes. En cambio,
cuando los sustratos presentan altos contenidos de materia organica sin descomponer, en
donde hay materiales carbonados complejos de dificil degradacion por bacterias y hongos,
las poblaciones de actinomicetos se elevan significativamente, debido a su capacidad de

biodegradacion de sustancias organicas de alto peso molecular.

La adicion de nutrientes organicos tales como derivados proteicos, restos de cultivo y
estiércol de animal, aumentan la abundancia de los actinomicetos, por lo que es comun que
en un suelo fertilizado con estos materiales tenga mas actinomicetos que los sitios
adyacentes que no estan fertilizados (Burbano, 1989; Andrews, 1973; Waksman, 1952;

Bayona, 1999).

6.1.2 Analisis de medios de cultivo. Se obtuvo poblaciones de actinomicetos en promedio
de 64,12 a 159.55 colonias por gramo de suelo, al analizar siete medios de cultivo,
determinandose que agar Benedict fue el medio menos favorable debido posiblemente a la

dificultad de los actinomicetos de utilizar eficientemente el glicerol como fuente de energia
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y la arginina como fuente de nitr6geno, mostrando diferencias significativas respecto a los

demas medios de cultivo (Grafica 2).

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE COLONIAS DE ACTINOMICETOS

POR GRAMO OBTENIDOS EN SIETE MEDIOS DE CULTIVO. PRUEBA DE

TABLA?2

TUKEY
AL. CASEINA | GLUCOSA [SUCRO| AV. |ASPARAGI | BENEDICT
AMONIACAL | ALMIDON | ASPARAG. | SAAL. NA

159.55 125.45 118.7 116.74 | 107.49 91.36 64.12
64.12 95.43x 61.33x 54.58x 52.62x | 43.37x 27.24x
91.36 68.19x 34.09x 27.34x 25.38 x | 16.13x
107.49 52.06x 17.96x 11.2INS | 9.25NS
116.74 42.81x 8.71NS 1.96NS
118.7 40.85x 6.75NS
125.45 34.1x
159.55 TUKEY 5%= 13.40

X= Diferencia significativa

NS= Diferencia no significativa

Al contrario, se pudo determinar que el mejor medio para el aislamiento y la purificacion de

actinomicetos, fue el agar almidon amoniacal, ya que fue el medio que mejor favorecio el

crecimiento de esta poblacion de manera significativa, con respecto a los medios restantes.

Este medio contiene almidon, que es la fuente de energia de facil degradacion por los

actinomicetos; ademas posee sulfato de amonio como Unica fuente de nitrégeno, y contiene

compuestos inorgdnicos que son importantes en los procesos del metabolismo bacteriano,

en nuestro caso de los actinomicetos (Waksman, 1945; Prescott, 1999).
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GRAFICA No. 2 PROMEDIO DE ACTINOMETROS POR GRAMO A PARTIR DE

NUMERO DE COLONIAS
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6.1.3 Interaccion sustratos por medios de cultivo. El tamafio de la comunidad depende
del tipo de suelo, particularmente, de algunas de las caracteristicas fisicas, del contenido de

la materia organica y del pH del medio ambiente.

En investigaciones ecoldgicas realizadas anteriormente es notable que las poblaciones de
actinomicetos no parecen afectarse por la composicion del medio, lo cual indica que estos
microorganismos pueden utilizar una gran variedad de nutrientes organicos (Burbano,

1989; Prescott, 1999; Andrews, 1973; Waksman, 1952; Bayona, 1999).

TABLA3

ANALISIS DE VARIANZA PARA NUMERO DE COLONIAS DE
ACTINOMICETOS POR GRAMO A PARTIR DE DIEZ SUSTRATOS Y SIETE

MEDIOS DE CULTIVO

FV GL SC CM FC Ft
1% 5%

Sustrato | 9 | 974254.51 | 108550.50 | 29.4** [3.46 | 2.39
ErrorA | 20 73623.5 3681.75
Medios | 6 157435.4 | 26239.23 [ 21.28"°* | 2.80 | 2.09
Sustrato | 54 | 874627.59 | 16196.81 | 13.14** | 159 | 1.39
X medio
Error B | 120 | 147937.33 1232.81
FVv factor variable.
GL grados de libertad.
SC suma de cuadrados
CM cuadrados de medios
FC frecuencia calculada.
Ft frecuencia tabulada.

*X) Diferencias altamente significativas
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De acuerdo con el sustrato, puede haber preferencias de los actinomicetos por determinado

medio de cultivo, encontrandose en el andlisis de varianza (Tabla 3) diferencias altamente

significativas respectivamente para sustratos y medios de cultivo, asi como para la

interaccion de los dos factores puesto que la variedad de estos organismos en el suelo es

grande y pueden presentarse sucesiones grupales, de acuerdo con las fuentes de energia de

los nichos y de las relaciones benéficas o de competencia que se dan con otros grupos

microbiales.

TABLA 4

NUMERO PROMEDIO DE COLONIAS DE ACTINOMICETOS POR GRAMO A

PARTIR DE DIEZ SUSTRATOS Y SIETE MEDIOS DE CULTIVO

ALMIDON ASPARA | CASEINA GLUCOSA SUCROSA | BENEDICT AV. MEDIA DEL
AMONIACAL GINA ALMIDON | ASPARAGINA | ALMIDON SUSTRATO
JARDIN 31.47 1 1 1 16.16 16.16 1 9.68
PRADERA 318.45 140.57 1 195.3 1 140.57 99.47 128.05
NATURAL
AGRI.FERTIL | 190.40 4113 | 89.61 133.75 1 1 [ 14729 86.30 |
MEDIANA 1 78.87 1 125.29 122.3 1 1 47.21
FERTILIDAD
BAJA 153.43 50.34 175.93 198.79 164.97 153.47 | 166.06 151.85
FERTILIDAD
ZANJA 182.14 62.54 140.57 67 130.7 24.46 57.24 94.95
BOSQUE 227.5 174.26 263.95 244.72 211.01 23856 | 197.05 222.43
NATURAL
BOSQUE 140.57 268.74 178.36 78.87 64.36 40.57 225.69 142.45
ARTIFICIAL
LOMBRICOM 1 17.34 57.46 24.46 97.14 24.46 1 31.84
PUESTOS
ROD. | 34957 78.87 | 34564 117.74 358.75 1 | 179.16 [ 204.39 |
MIiADEIg\I%EL 159.55 91.36 125.45 118.7 116.74 64.12 |107.49

Analizando la Tabla 4, el medio agar almidon amoniacal, permite obtener las mayores

poblaciones en los sustratos de: pradera natural y suelo agricola fértil, con diferencias

significativas respecto a los demas medios, debido posiblemente a la mayor prevalencia de
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poblaciones Actinomycetales degradadores de fuentes de energia complejas, que aun

persisten en dichos sustratos.

Dicho medio también fue eficiente en el suelo de zanja por las mismas razones expuestas,
pero no mostrd diferencias con el agar Caseina almidon, por tener almidéon como Unica
fuente de energia y equilibrio de la fuente nitrogenada. Para el sustrato de bosque artificial
el medio de agar Asparagina, permitio las mayores poblaciones, porque en dichos
sustratos existen fuentes complejas de energia (glicerol) y de nitrogeno Asparagina, lo cual
es comun en los bosques y se necesitan de poblaciones especificas de actinomicetos para

lograr la degradacion.

Para lombricompuesto y residuos organicos descompuestos el mejor medio corresponde a
agar sucrosa almidon, debido a que se desarrollan poblaciones de actinomicetos que pueden
estar a expensas de fuentes de energia con diferentes grados de complejidad, que es lo que

sucede cuando hay descomposicion de los residuos organicos.

Esta hipotesis también se aplica a la preferencia del agar caseina almidon, por las
poblaciones Actinomycetales presentes en el bosque natural en donde los residuos

organicos siempre se estan aportando y por lo tanto su degradacion es progresiva.

El medio agar glucosa Asparagina que permite las mayores poblaciones de actinomicetos
presentes en los sustratos suelo de mediana fertilidad y suelo de baja fertilidad, porque se
deben desarrollar en estos suelos poblaciones de actinomicetos especificas que utilizan

como fuente de energia, sustancias simples como la glucosa debido a que la materia
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organica existente, se encuentra en las ultimas etapas de degradacién, presentandose una

fase de estabilizacion.

En el suelo de jardin no se encontraron diferencias significativas entre medios, debido
posiblemente a la mayor variabilidad de actinomicetos y por lo tanto su capacidad de

utilizar distintas fuentes de carbono y energia, como también nitrogenadas (Burbano, 1989).
6.2 CARACTERIZACION PARCIAL

A través de las pruebas realizadas se pudo comprobar que de las colonias de actinomicetos

aisladas se purificaron 89 colonias por ser diferentes.
FOTOGRAFIA 1

CEPAS PURAS DE ACTINOMICETOS AISLADOS
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6.2.1 Caracteristicas culturales y clasificacion. En el cuadro 1 se encuentran descritas las
caracteristicas macroscopicas de cada una de las 89 cepas aisladas, incluyendo la

clasificacion genérica.
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CUADRO 1

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS Y CLASIFICACION

88

| CEPA | COLOR | BORDE | SUPERFICIE | GENERO
Al Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A2 Blanco Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A3 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A4 Amarillo Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A5 Tomate Entero Lisa Streptomyces
A6 Blanco trasparente Rizado Lisa Nocardia
A7 Café Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A8 Blanco Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A9 Blanco Entero Seca pulverulenta Streptomyces
Al10 Blanco Entero Seca pulverulenta Streptomyces
All Blanco trasparente Rizado Lisa Nocardia
Al2 Blanco Entero Seca pulverulenta Streptomyces
Al3 Blanco trasparente Rizado Lisa Nocardia
Al4 Amarillo Entero Seca pulverulenta Streptomyces
Al15 Café claro Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
Al6 Rosado Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
Al7 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
Al8 Crema Entero Lisa Nocardia
Al19 Blanco trasparente Entero Lisa Nocardia
A20 Café Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A2l Blanco Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A22 Café Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A23 Curuba Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A24 Tomate Entero Lisa Streptomyces
A25 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A26 Amarillo Entero Lisa Nocardia
A27 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A28 Rosado Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A29 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A30 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A3l Blanco trasparente Rizado Lisa Nocardia
A32 Café oscuro Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A33 Café claro Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A34 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A35 Gris Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A36 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A37 Café Entero Seca pulverulenta Streptomyces
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| A38 | Amarillo | Rizado | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| A39 | Gris | Rizado | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| A40 | Blanco | Rizado | Lisa | Nocardia |
| A4l | Verde claro | Rizado | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| A42 | Rosado | Rizado | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| A43 | Blanco | Rizado | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| Ad44 | Blanco | Entero | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| A45 | Rosado |  Entero | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| A46 | Rosado | Entero | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| A47 | Blanco | Rizado | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| A48 | Blanco | Rizado | Secapulverulenta |  Streptomyces |
| A49 | Blancotrasparente | Entero | Lisa \ Nocardia |

FOTOGRAFIA 2

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS DE LAS MEJORES CEPAS DE
ACTINOMICETOS PRODUCTORES DE ANTIBIOTICOS
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A50 Blanco Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A51 Rosado Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
Ab2 Café Entero Seca pulverulenta Streptomyces
Ab3 Tomate Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
Ab4 Tomate Entero Lisa Streptomyces
Ab5 Café Rizado Lisa Streptomyces
Ab6 Café Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
AbL7 Amarillo Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A58 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A59 Amarillo Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A60 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A61 Blanco Entero Seca pulverulenta Streptomyces
AB62 Amarillo Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A63 Blanco Entero Seca pulverulenta Streptomyces
Ab4 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A65 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A66 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A67 Gris Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A68 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A69 Gris Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A70 Amarillo Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A7l Amarillo Entero Seca pulverulenta Streptomyces
AT72 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A73 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A74 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A75 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A76 Rosado Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A77 Gris Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A78 Amarillo Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A79 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A80 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A81 Rosado Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A82 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A83 Café Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A84 Curuba Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A85 Verde Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
AB86 Amarillo Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A87 Blanco Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
A88 Verde Entero Seca pulverulenta Streptomyces
A89 Gris Rizado Seca pulverulenta Streptomyces
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6.3 PRUEBAS DE IDENTIFICACION

Segun Burbano, 1991 en investigaciones realizadas se ha determinado que especies de
Streptomyces con frecuencia constituyen del 70% al 90%, de las colonias en los medios de
agar. Nocardia es el segundo mas abundante, del 10% al 30% de las colonias de

actinomicetos, mientras que especies de Actinomyces se consideran poco comunes.

6.3.1 Géneros identificados. Se determinaron ochenta y nueve colonias de actinomicetos,
de las cuales ochenta y uno correspondieron al género Streptomyces y ocho al género

Nocardia (Fotografia 3).

6.3.1.1 Género Streptomyces. Este género se identificd por las siguientes caracteristicas:

= Presentan hifas vegetativas extensamente ramificadas, no septadas

= Fase vegetativa consistente en una matriz entretejida, apretada y compleja que forma

una colonia compacta y enroscada.
= Las conidias se producen por la formacion de tabiques en los esporoforos.
= Son microorganismos aerobios.
= Gram positivos.
= Catalasa positiva.

= No son &cido resistentes.
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FOTOGRAFIA 3

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS DE LOS FILAMENTOS DE LOS
GENEROS Nocardia Y Streptomyces

Microfotografia 20X Streptomyces
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= Presentan micelio permanente (Holt, 1989; Prescott, 1999).

Todas las cepas de Streptomyces formaron colonias pequefias, secas, redondas, adheridas
fuertemente al sustrato y de apariencia polvosa, debido a la esporulacion de todas ellas, las
diferencias se dieron en el color y el borde de la colonia, determinandose quince grupos de

la siguiente manera:

= Colonia blanca, borde entero (10 aislamientos)
= Colonia blanca, borde rizado (16 aislamientos)
= Colonia amarilla, borde entero (5 aislamientos)
= Colonia amarilla, borde rizado (4 aislamientos)
= Colonia curuba, borde rizado (2 aislamientos)
= Colonia tomate, borde entero (3 aislamientos)
= Colonia tomate, borde rizado (1 aislamiento)

= Colonia rosada, borde entero (2 aislamientos)

= Colonia rosada, borde rizado (6 aislamientos)

= Colonia verde, borde entero (1 aislamiento)

= Colonia verde, borde rizado (13 aislamientos)
= Colonia gris, borde entero (2 aislamientos)

= Colonia gris, borde rizado (5 aislamientos)

= Colonia café, borde entero (2 aislamientos)

= Colonia café, borde rizado (9 aislamientos)
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6.3.1.2 Género Nocardia. Este género se identifico por las siguientes caracteristicas:

= Presentan hifas vegetativas rudimentarias, extensamente ramificadas.
= Crecen sobre la superficie del agar penetrando en él.

» Presenta filamentos ramificados que pueden fragmentarse en elementos cocoides o

bacilares, no mdviles.
= Qcasionalmente forma cadenas de conidias sobre las hifas aéreas.
= Gram positivos a Gram variables.
= Aerobios.
= Catalasa positiva.
= Acido resistentes.

= Micelio fugaz (Holt, 1989; Prescott, 1999).

Las cepas de Nocardia fueron pequefias, opacas, intimamente ligadas al medio de cultivo
con pliegues internos y no esporuladas se distinguen por el color y el borde, de la siguiente

manera:

= Color blanco trasparente, borde entero (2 aislamientos)
= Color blanco trasparente, borde rizado (4 aislamientos)
= Color amarillo, borde entero (1 aislamiento)

= Color crema, borde entero (1 aislamiento)
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6.4 DESCARTE PRELIMINAR

6.4.1 Velocidad de crecimiento. De las 89 cepas identificadas se realizd una seleccion,
teniendo en cuenta factores como velocidad de crecimiento y esporulacion, descartandose
23 cepas que presentaron un crecimiento lento o muy tenue y se seleccionaron 66 cepas

para los procedimientos posteriores.

6.4.2 Fermentacion en dos temperaturas. De las 66 cepas seleccionadas se realizaron
fermentaciones en temperatura ambiente (12°C-15°C) vy en temperatura de incubadora
(28°C) (Fotografia 4). Se descartaron 28 cepas con crecimiento unicelular, no filamentoso y
con bajo crecimiento en medio liquido. Obteniendo como resultado 38 ocho cepas que
presentaron crecimiento filamentoso en ambas temperaturas de 12°C y 28°C, las cuales
fueron seleccionadas para trabajar en la siguiente etapa del proceso por presentar

caracteristicas optimas.

6.5 PRUEBAS DE ANTIBIOSIS

6.5.1 Método de siembra central

6.5.1.1 Siembra central para bacterias. En este método de las treinta y ocho cepas

seleccionadas se reducen para cada bacteria testigo.
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FOTOGRAFIA 4
CALDOS PARA PRODUCCION DE SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS DE CEPAS
DE ACTINOMICETOS




CUADRO 2

SIEMBRA CENTRAL PARA BACTERIAS

BACTERIA TESTIGO

N° de cepas con inhibicién | N° de cepas sin inhibicion

| Escherichia coli | 9 | 29 |
| Bacillus subtilis | 23 | 15 |
| Pseudomonas aeruginosa | 13 | 25 |
| Staphylococcus aureus | 10 | 28 |
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En el Cuadro anterior se indica el descarte de cepas que no inhibieron el crecimiento del

microorganismo testigo; esto se determino porque su crecimiento se prolongo hasta el area

ocupada por el actinomiceto. Notando la ausencia de la sustancia inhibitoria o la resistencia

del microorganismo testigo a esta sustancia. Por el contrario se seleccionaron aquellas

cepas gque produjeron una zona de inhibicion.

6.5.1.2 Siembra central para hongos.

reducen para cada hongo dermatofito.

CUADRO 3

SIEMBRA CENTRAL PARA HONGOS

HONGO TESTIGO

N° de cepas con inhibicion

N° de cepas sin inhibicion

Microsporum sp

18

20 |

Trichophytum sp

20

18 |

De las treinta y ocho cepas seleccionadas se
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En el cuadro anterior se indica el nimero de cepas seleccionas por inhibir el crecimiento

del hongo, hecho que se determino por el escaso o nulo crecimiento del microorganismo

cerca al actinomiceto, las cepas que no presentaron estas caracteristicas fueron descartadas.

6.5.2 Método de siembra en cruz

6.5.2.1 Siembra en cruz para bacterias

CUADRO 4

SIEMBRA EN CRUZ PARA BACTERIAS

BACTERIA TESTIGO | N°de cepas con inhibicion
Escherichia coli 6
Bacillus subtilis 9
Pseudomonas aeruginosa 12
Staphylococcus aureus 10

En el Cuadro anterior se indica el niUmero de cepas que presentaron actividad inhibitoria.
En este procedimiento la inhibicion se determino como positiva, cuando la bacteria testigo
presento un crecimiento nulo o escaso en el espacio ocupado por el actinomiceto; de esta
forma se determino la presencia de una sustancia producida por el actinomiceto que inhibia
parcialmente el crecimiento del microorganismo testigo demostrando su sensibilidad y

descartando las cepas que no presentaron inhibicion.
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6.5.3 Cultivo simultaneo. En esta etapa del proceso se probaron veintinueve cepas de

actinomicetos, obteniéndose los siguientes resultados:

6.5.3.1 Cultivo simultaneo para bacterias

CUADRO 5

CULTIVO SIMULTANEO PARA BACTERIAS

BACTERIA TESTIGO | N° de cepas con inhibicién |
Escherichia coli | 4 |
Bacillus subtilis | 13 |
| |

| |

Pseudomonas aeruginosa 10
Staphylococcus aureus 10

La capacidad inhibitoria del actinomiceto se determind por la presencia de halos de
inhibicion que demostraban la sensibilidad de los microorganismos testigos frente a la
sustancia producida por los actinomicetos, las cepas que no presentaron estas zonas

inhibitorias fueron descartadas.

6.5.3.2 Cultivo simultaneo para hongos

CUADRO 6

CULTIVO SIMULTANEO PARA HONGOS

|  HONGO TESTIGO | N°de cepas con inhibicién |
| Microsporum sp | 14 |
| Trichophytum sp | 15 |
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La ausencia de crecimiento alrededor del actinomiceto, permitié seleccionar las cepas con
una eficiente capacidad inhibitoria frente a los hongos. Las demas cepas fueron descartadas

porque el hongo testigo crecia sobre el actinomiceto.

6.5.4 Cultivo en medio liquido. En este ultimo procedimiento preliminar se obtiene el

numero total de cepas de actinomicetos con capacidad antagénica eficaz contra los

microorganismos testigos.

6.5.4.1 cultivo en medio liquido para bacterias

CUADRO 7

CULTIVO MEDIO LIQUIDO PARA BACTERIAS

BACTERIA TESTIGO |Cepas con capacidad inhibitoria
Escherichia coli 2
Bacillus subtilis 8
Pseudomonas aeruginosa 5
Staphylococcus aureus 4

El cuadro anterior indica el nimero de cepas que presentan capacidad inhibitoria en esta
etapa, la cual se determino al realizar tincion de Gram y de esta forma comprobar, mediante
observacion microscopica, la ausencia de la bacteria testigo sobre el actinomiceto en el

medio liquido, descartando las cepas que no presentaban accion inhibitoria.
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6.5.4.2  Cultivo en medio liquido para hongos

CUADRO 8

CULTIVO EN MEDIO LIQUIDO PARA HONGOS

HONGO TESTIGO | N° de cepas con inhibicién

Microsporum sp 13
Trichophytum sp 13

En el Cuadro anterior se indica el niUmero de cepas que presentaron inhibicion. Mediante la
tincion con lactofenol se determino la ausencia del hongo dermatofito en el medio de
cultivo liquido, previamente inoculado con el actinomiceto. Descartando las cepas que no

presentaron capacidad inhibitoria.

6.6 ANTAGONISMO CON SENSIDISCOS

Muchas especies de Streptomyces aisladas a partir del suelo son capaces de producir
antibidticos en grandes cantidades bajo condiciones de laboratorio, aproximadamente tres
cuartas partes de los estreptomicetos aislados pueden producir agentes antimicrobianos

(Burbano, 1989; Prescott, 1999).

Las sustancias antibioticas producidas por los actinomicetos son capaces de inhibir al
menos en cultivo el crecimiento o de eliminar poblaciones de bacterias, levaduras y hongos.
El porcentaje de actinomicetos que producen antibioticos varia con el suelo y la estacion

del afio (Burbano, 1989; Prescott, 1999).
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ANALISIS DE VARIANZA PARA HALOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE

MICROORGANISMOS DE INTERES CLINICO POR SENSIDISCOS CON SUSTANCIAS

ANTIBIOTICAS DE ACTINOMICETOS

Escherichia coli

FVv GL SC CM FC Ft
1% 5%
Tratamiento 1 4.86 4.86 36xX 21.20 7.71
Error 4 0.54 0.135
Bacillus subtilis
Tratamiento 7 0.81 0.11 0.55NS 4.28 2.76
Error 14 2.83 0.20
Staphylococcus aureus
Tratamiento 3 10.98 3.66 36.6xx 7.59 4.07
Error 8 0.86 0.10
Pseudomonas aeruginosa
Tratamiento 4 20.12 5.03 314.37xx 5.99 3.48
Error 10 0.16 0.016
Trichophytum sp
Tratamiento 12 125.49 10.45 7.30xx 2.96 2.15
Error 26 37.42 1.43
Microsporum sp
Tratamiento 12 183.71 15.30 12.64xx 2.96 2.15
Error 26 31.55 1.21

X= Diferencia significativa

NS= Diferencia no significativa

En ésta tabla se observa la diferencia estadistica entre las cepas de actinomicetos con

respecto a cada microorganismo testigo. Determinando si ésta diferencia es 0 no

significativa estadisticamente.
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6.6.1 Antagonismo sobre bacterias

6.6.1.1 Bacillus subtilis. En la Tabla 6, del analisis de varianza se encontraron diferencias

no significativas entre los actinomicetos evaluados (A75,A88,A33,A22,A60,A19,A37,A40)
que tienen la misma capacidad antibidtica, produciendo areas de inhibicion de 6.73 a 7.27

mm (Gréfica 3).

TABLAG6

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE INHIBICION DEL CRECIMENTO DE Bacillus subtilis

CON SENSIDISCOS LLEVANDO SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS DE OCHO ACTINOMICETOS

A64 A33 Al9 AT75A22 | A40A88 A37
7.27 7.20 7.00 6.87 6.80 6.73
6.73 0.54NS 0.47NS 0.27NS 0.14NS 0.07NS

6.80 0.47NS 0.40NS 0.20NS 0.07NS

6.87 0.40NS 0.33NS 0.13NS

7.00 0.27NS 0.20NS

7.20 0.07NS

7.27

TUKEY 5%=1.30

X= Diferencia significativa

NS= Diferencia no significativa

6.6.1.2 Escherichia coli. Las dos cepas evaluadas Al y Al9, ejercieron antibiosis de 7.6 y

9.4 mm, con diferencia altamente significativa en el andlisis de varianza (Tabla 5 y Grafica
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GRAFICO No. 3 PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION PARA Bacillus subtillis

7,2
717 mA64
7 W A33
6,9 OA19
HALOS DE _ o QA7
INHIBICION EA22
6.7 | mA40
6,6 M A88
6,5 OA37
6,4

ACTINOMICETO



119

) ~ FOTOGRAFIAS
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4), determinandose mayor eficiencia de A19, por produccién de una sustancia antibiotica

especifica contra la bacteria patogena.

Segun otros estudios de antagonismo con actinomicetos sobre bacterias testigo como

Bacillus subtilis y Escherichia coli, podemos determinar que los resultados obtenidos en

esta investigacion corroboran la resistencia de Escherichia coli a estas sustancias
inhibitorias explicando que de las treinta y ocho cepas de actinomicetos solo dos inhibieron

su crecimiento, por otra parte se comprueba la sensibilidad de Bacillus subtilis a estas

sustancias antibacterianas (Cruz, 1995; Ramos, 1991).

6.6.1.3 Staphylococcus aureus. Las cepas A64, A88, A81 y Al9, ejercieron

antibiosis sobre esta bacteria con é&rea de inhibicion de 7.2, 9.8 y 7.9, 7.8 mm
para diferencias altamente significativas entre ellas en el andlisis de varianza,
observandose la mayor eficiencia de A88 con diferencias significativas respecto a las

tres cepas restantes (Tabla 7y Gréficab).
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GRAFICA No 4. PROMEDIO HALOS DE INHIBICION PARA E. coli
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TABLA7
COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE INHIBICION DEL CRECIMENTO DE Staphylococcus
aureus CON SENSIDISCOS LLEVANDO SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS DE CUATRO

ACTINOMICETOS

A88 A8l Al9 A64
9.8 7.9 7.8 7.2
7.2 2.6X 0.70NS 0.6NS
7.8 2.0x 0.10NS
7.9 1.9x
9.8

TUKEY 5%= 0.77

X= Diferencia significativa

NS= Diferencia no significativa
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6.6.1.4 Pseudomonas aeruginosa. Se encontraron las cepas A40, Al, A19, A37 y A56 con

areas de inhibicion de 6.8 a 9.8 mm y diferencias significativas entre ellas, de acuerdo con
el analisis de varianza (Tabla 8 y Gréfica 6). La cepa A56 fue la mas eficiente con
diferencias significativas respecto a todas, siguiendo A37 con diferencias significativas
respecto a las restantes, y A19 con diferencias significativas respecto a Al y A40, cepas

gue no difirieron en su capacidad antibiotica.

GRAFICA 5. PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION PARA

Staphylococcus aureus
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COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE INHIBICION DEL CRECIMENTO DE Pseudomonas

aeruginosa

ACTINOMICETOS

CON SENSIDISCOS LLEVANDO SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS DE CINCO

A56 A37 Al19 Al A40
9.80 8.86 7.93 6.86 6.80
6.80 3.0x 2.06x 1.13x 0.06NS
6.86 2.94x 2.0x 1.07x
7.93 1.87x 0.93x
8.86 0.94x
9.80

TUKEY 5%=42.36

X= Diferencia significativa

NS= Diferencia no significativa

En esta tabla se muestran diferencias significativas en las cepas evaluadas, observando que

A56 presentd mayor grado de inhibicion respecto a A40.

En investigaciones realizadas por Ramos (1994), se ha podido demostrar que las sustancias

antimicrobianas producidas por los actinomicetos son mas eficientes sobre cepas de

Bacillus, seguido de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y por ultimo la mas

resistente la cepa de Escherichia coli, proporciones similares se obtuvieron en la presente

investigacion comprobando la mayor eficiencia en bacterias Gram positivas (Fotografia 5).
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GRAFICA No 6. PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION PARA Ps. aeruginosa
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6.6.2.1 Trichophytum sp. El area de inhibicion estuvo comprendida entre 6.0 y 11.06 mm

presentandose diferencias altamente significativas entre cepas de actinomicetos, de acuerdo

con el andlisis de varianza (Tabla 9, Gréafica 7 y Fotografia 6)

TABLA9

COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE INHIBICION DE CRECIMENTO DE Trichophytum sp

CON SENSIDISCOS LLEVANDO SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS DE TRECE ACTINOMICETOS

A37A19| A8l A40 AS57 A88 A33 A56 A4l Ab4 A22 AlA51
11.06 10.50 9.70 9.0 8.86 8.06 7.80 7.13 6.6 6.4 6.0

6.0 5.06x 4.50x 3.7X 3.06NS | 2.86NS | 2.06NS | 1.80NS | 1.13NS | 0.60NS | 0.40 NS

6.4 4.66X 4.10x 3.3NS | 2.6NS | 2.46NS | 1.66NS | 1.40NS | 0.73NS | 0.2NS

6.6 4.46X 3.90x 3.INS | 24NS | 2.26NS | 1.46NS | 1.20NS | 0.53NS

7.13 | 3.93x 3.37X 24ANS | 1.87NS | 1.73NS | 0.93NS | 0.67NS

7.80 | 3.26NS | 2.70NS | 1.9NS | 1.20NS | 1.06NS | 0.26NS

8.06 | 3.00NS | 2.44NS | 1.64NS | 0.94NS | 0.80NS

8.86 | 2.20NS | 1.64NS | 0.84NS | 0.14NS TUKEY 5%= 3.37

9.0 | 2.06NS | 1.50NS | 0.70NS

9.70 | 1.36NS | 0.80NS

10.50 | 0.56NS

11.06

X= Diferencia significativa

NS= Diferencia no significativa

Fueron poco eficaces las cepas Al, A51, A22, A64, A4l, A57, A37 y A88 con éareas de

inhibicion de 6.0 a 9.0 y sin diferencias significativas entre ellas.
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FOTOGRAFIA 6

VALORACION DE ANTIBIOTICOS POR METODO DE DISCO DE PAPEL PARA
HONGOS
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Las cepas mas eficientes fueron A81, A37 y A19 con 10.5 a 11.06 mm de areas de
inhibicion, con diferencias significativas respecto a las cepas Al, A51, A22, A64 y A4l

con 6.0 a 7.13 mm de area de inhibicién.

6.6.2.2 Microsporum sp. En el analisis de varianza se encontraron diferencias significativas
entre cepas de actinomicetos que produjeron areas de inhibicién de 6.0 a 12.46 mm,
observandose poca eficiencia de las cepas A64, A22, A33, A56, A57 y A88 con 6.0 a 8.20

mm (Tabla 10 y Gréfica 8).

TABLA 10
COMPARACION DE LOS PROMEDIOS DE INHIBICION DEL CRECIMENTO DE Microsporum sp

CON SENSIDISCOS LLEVANDO SUSTANCIAS ANTIBIOTICAS DE TRECE ACTINOMICETOS

A37 A81 Al9 A4l A51 Al A40 | A88 | A57 A56 | A33 | A22 | A64

12.46 12.13 11.60 10.73 10.06 960 | 930 | 820 | 7.90 | 710 | 6.40 | 6.30 | 6.0

6.0 6.46X 6.13x 5.6X 4.73X 4.06x 3.6x | 3.3x | 2.2NS | 1.9NS | 1.INS | 0.4NS | 0.3NS

6.30 6.16X 5.83x 5.3X 4.43X 3.76X 3.3X_| 3.0x | 1.9NS | 1.6NS | 0.8NS | 0.1INS

6.40 6.06X 5.73X 5.2X 4.33X 3.66X 3.2x | 29NS | 1.8NS | 1.5NS | 0.7NS

7.10 5.38x 5.03x 4.5x 3.63x | 2.96NS | 2.5NS | 2.2NS | 1.INS | 0.8NS

7.90 4.56x 4.23x 3.7 2.83NS | 2.16NS | 1.7NS | 1.4NS | 0.3NS

8.20 4.26X 3.93x 3.4X 2.53NS | 1.86NS | 1.4ANS | 1.INS

9.30 3.16x | 2.83NS | 2.3NS | 1.43NS | 0.76NS | 0.3NS

9.60 | 2.86NS | 253NS | 2.0NS | 1.13NS | 0.46NS

10.06 | 2.4ANS | 2.07NS | 1.54NS | 0.67NS

10.73 | 1.73NS | 1.ANS | 0.87NS

11.60 | 0.86NS | 0.53NS

12.13 | 0.33NS

12.46

TUKEY 5%= 3.37
X= Diferencia significativa

NS= Diferencia no significativa
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GRAFICA No. 8 PROMEDIO DE HALOS DE INHIBICION PARA Microsporum sp
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Se determinaron como promisorias las cepas A19, A81 y A37 con 11.60y 12.13 y 12.46
mm de inhibicion, sin diferencias significativas entre ellas, pero diferentes

significativamente a las cepas menos eficientes.

Se puede destacar el hecho de que no se ha encontrado bibliografia que reporten
investigaciones acerca del efecto antagonico de las sustancias producidas por los
actinomicetos frente a hongos dermatofitos lo cual no permite comparar los datos obtenidos

en esta investigacion.



130

Sin embargo existen reportes de investigaciones que comprueban la eficiente accion
antagonica de los actinomicetos sobre hongos fitopatégenos, como el caso de Rhizoctonia
solani, hongo causante de perdidas severas en sembradios de alfalfa, soya, algoddn, cafia de

azucar y algunas legumbres (Bayona, 1999).

En comparacion con los resultados obtenidos en las pruebas con bacterias se determino una
mayor eficiencia de estas sustancias frente a los dos géneros de hongos dermatofitos

ensayados.

Un hecho destacable de esta investigacion es la determinacion de cepas con actividad
antagonica, tanto para bacterias como para hongos dermatofitos, demostrando un amplio
rango de inhibicién y efectividad de las cepas de actinomicetos aisladas sobre los

microorganismos testigos (Tabla 11).

TABLA 11

CEPAS CON CAPACIDAD INHIBITORIA SOBRE BACTERIAS Y HONGOS

CEPA E. coli P. aeruginosa B. subtilis S. aureus Microsporum Trichophytum
Al + + + +
Al9 + + + + + +
A75 +
A88 + + + +
A33 + + +
A22 + + +
Ab4 + + + +
A37 + + + +
A40 + + + +
A56 + + +
A81 + + +
A4l + +
A57 + +
A51 + +
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(+) Presentaron inhibicién

Esta tabla sintetiza los resultados obtenidos en la antibiosis con sensidiscos.

De las catorce cepas con capacidad antimicrobiana trece fueron eficientes sobre
Microsporum y Trichophytum, excepto A75 que actlo Unicamente sobre B. subtilis
presentando el menor rango de inhibicion.

A9, fue la cepa que presentd el rango de inhibicion mas amplio actuando sobre todos los
microorganismos testigo.

Las cepas Al, A88, A64, A37 y A40 fueron capaces de inhibir a cuatro microorganismos
testigo diferentes actuando especificamente sobre hongos y manera parcial sobre bacterias.

Las cepas A22, A56, A8l y A33 ejercieron inhibicion sobre Microsporum sp,
Trichophytum sp y una bacteria testigo.

Las cepas A41, A57 y A51 actuaron especificamente sobre hongos dermatofitos.
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7. CONCLUSIONES

La elaboracion de la presente investigacion permitio obtener las siguientes conclusiones:

El agar almidon amoniacal fue el medio mas favorable en un 20% para el aislamiento
de actinomicetos del suelo, con respecto a los deméas medios de cultivo analizados, su
composicion favorece la obtencion de energia para el crecimiento de estos

microorganismos.

Las mayores poblaciones de actinomicetos se encontraron en el suelo de bosque natural
en un 20% respecto a los demés sustratos comprobando su abundancia en sitios con

altas cantidades de materia organica sin descomponer.

De las colonias aisladas se purificaron 89 cepas diferentes de actinomicetos
determinandose que el 91% corresponden al género Streptomyces con 81 cepas, y el 9%

al género Nocardia con 8 cepas identificadas.

En los diferentes sustratos analizados se presento una distribucién de actinomicetos
activos en la produccién de sustancias antibidticas con efecto antagénico sobre los
microorganismos utilizados como testigo.

Se obtuvieron 14 cepas productoras de antibidticos de las cuales 12 cepas son

Streptomyces con 85% y 2 pertenecen al género Nocardia constituyendo el 15%.
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6. Finalmente se encontraron ocho cepas eficientes contra Bacillus subtilis, dos frente a

Escherichia coli, cuatro frente a Staphylococcus aureus y cinco frente a Pseudomonas

aeruginosa. Asi mismo se encontraron trece cepas que inhibieron respectivamente a

Microsporum sp y Trichophytum sp con diferente grado de efectividad.
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8. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar investigaciones en las cuales se utilicen otros microorganismos
testigo con el fin de ampliar el espectro de accion de las sustancias producidas por

actinomicetos.

2. Se sugiere que se realicen los estudios de separacion y caracterizacion de las sustancias
responsables de la actividad antimicrobiana y el posterior estudio farmacolégico para

comprobar su actividad in vivo.

3. Realizar posteriores estudios con actinomicetos con el fin de encontrar una actividad
diferente a la de antimicrobiano, como la de insecticida, fertilizante u otra forma de

actividad biologica de aplicacion en el campo de medicina veterinaria y en agronomia.
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ANEXO A

COMPOSICION MEDIOS DE CULTIVO

AGAR ALMIDON AMONIACAL

(NHy)2 SO, 29r
K2HPO, 1or
Mg SO, . 7H,0 Lor
NaCl 1or
CaCOs 3gr
Almidon 3gr
Agar 15gr
Agua destilada 11t
pH 6.8-7.2

AGAR ASPARAGINA

K2HPO4 1or
Asparagina 1gr

Glicerina 10 gr



Solucién de oligoelementos 1ml

Agar 15¢gr
Agua destilada 11t
pH 6.7-6.8

AGAR CASEINA ALMIDON

Almidon 10 gr
Caseina 0.3gr
KNO; 29r
NaCl 29r
K2HPO, 29r
Mg SO, . 7H,0 0509r
CaCOs; 0.2gr
F4SO4 0.1qgr
Agar 15gr
Agua destilada 11t
pH 7.0-7.2

AGAR GLUCOSA ASPARAGINA

Glucosa 2gr
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Asparagina lor
K,HPO, 0.5gr
MgSO, . 7TH,0 0.5gr
Extracto de tierra 200 ml
Agar 159r
Agua destilada 800 ml
pH 7.0

AGAR SUCROSA ALMIDON

Almidon 4 gr
Sucrosa 10 gr
NaNO; 29r
FeSO, . 7TH,0 0.01 gr
K;HPO, 0.5¢r
KCI 0.5¢r
MgSO, . 7H,0 0.5¢r
Agar 159r
Agua destilada 11t

pH 7.0

AGAR BENEDICT

Glicerina 20 ml
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Arginina

NaCl

CaCO;

FeSO, . 7H,O
Agar

Agua destilada

pH 7.0

AGARA.V.

L-arginina
Glucosa
Glicerina
K;HPO,

Mg SO, . 7H,0
NaCl

Agar

Agua destilada

pH 7.0

250r
1or

0.1qr
0.1qr
15gr

11t

0.3gr
lor

5ml

0.3gr
0.2gr
0.3gr
15gr

11t
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ANEXO B

PREPARACION DE ESTRACTO DE SUELO

Se tom0 500 gr de suelo fértil a una profundidad de 10 cm. , se disuelve en un erlenmeyer
con 500 ml de agua destilada, se autoclava a 120 °C durante 1 hora. Cuando la temperatura
baja, se filtra hasta obtener un estrato claro. Se ajusta el pH a 7 y se esteriliza nuevamente

a 120 °C durante 30 minutos (Gonzélez, 1990).
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ANEXO C

PREPARACION DE LA SOLUCION DE OLIGOELEMENTOS

A un litro de agua destilada, agregar una gota de percloruro de hierro, y 0.5 gramos de cada

una de las siguientes sales:

K2MoO, 0.05gr
Na,BO; 0.05 gr
FeCl; 1gota
Co(NO3), 0.59r
CaSO, 0.05 gr
ZnS0O,4 .7 H0 0.05 gr
MnSO, 0.05 gr
Sulfato de cobre 0.05 gr
Agua destilada 1 litro

Se esteriliza a 120 °C durante 20 minutos.
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PRINCIPALES ANTIBIOTICOS OBTENIDOS A PARTIR DE ACTINOMICETOS

NOMBRE
Cicloserina

Vancomicina
Rifamicina
Canamicina
Nebramicina
Paramomicina
Acido Fusidico
Espectinomicina
Lincomicina
Gentamicina
Josamicina

Tobramicina
Ribostamicina
Butirosina
Sinomicina
Rosaramicina

(a) HONGOS

FECHA DE DESCUBRIMIENTO  MICROORGANISMO

1955

1956
1957
1957
1958
1959
1960
1961-1962
1962
1963
1964

1968
1970
1970
1970
1972

(b) BACTERIAS diferentes de actinomicetos

Streptomyces orchidaceus
Streptomyces garryphalus
Streptomyces orientalis
Streptomyces mediterranei
Streptomyces kanamyceticus
Streptomyces tenebraeus
Streptomyces rimosus
Fusidium coccineum (a)
Streptomyces flavopersicus
Streptomyces lincolnensis
Micromonospora purpurea
Streptomyces narvonensis
Var. Josamyceticus
Streptomyces tenebraeus
Streptomyces ribosidificus
Bacillus circulans (b)
Micromonospora myosensis
Micromonospora rosaria

(c) Tomado de SPECIA- GROUPERHONE- POULENC. 1988.



