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Resumen

El Departamento de Narifio, Colombia cuenta con una alta variedad de habitats y ecosistemas
escasamente estudiados que son fuente potencial para el aislamiento de bacterias productoras de
metabolitos activos. EI bosque himedo presente en la Reserva Natural Rio Nambi reconocido por
su alto nivel de conservacion, conform6 condiciones fisicoquimicas ideales para el crecimiento de
11 aislados con caracteristicas semejantes a actinomicetos, de los cuales por identificacion
molecular 4 pertenecen a Streptomyces. Los aislados fueron evaluados en relacion a su capacidad
inhibitoria frente a bacterias patdgenas resistentes Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Los datos obtenidos indican actividad antagonica del 45.45 % de los aislados frente a E. coli y
36.36 % frente a S. aureus, un promedio de 28,57 % de actividad inhibitoria observada en pozos
y sensidiscos de los metabolitos de los 11 aislados en E. coli y 14.28 % en S. aureus. El metabolito
de aislado p3772 presento la mayor capacidad inhibitoria de los patdgenos, con actividad
inhibitoria en concentraciones de 3,12 % para S. aureus y 0,79 % para E. coli. Se realizé la
determinacion de los componentes principales del metabolito p3772 obteniendo 12 componentes
metabolicos de los cuales cuatro se encuentran relacionados a través del espectro UV con la familia
de antibidticos Fenicoles de los que hace parte cloranfenicol. Los resultados obtenidos formaron
el primer reporte de actinomicetos con capacidad inhibitoria para el departamento de Narifio, el
primer banco de aislados y una potencial solucion a la problemética de resistencia vinculada a
infecciones bacterianas en la poblacion Narifiense.
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Abstract

The Department of Narifio, Colombia has a high variety of sparsely studied habitats and
ecosystems that are a potential source for the isolation of bacteria producing active metabolites.
The wet forest present in the Rio Nambi Nature Reserve recognized for its high level of
conservation, formed physicochemical conditions ideal for the growth of 11 isolated with
characteristics similar to actinomycetes, of which by identification molecular 4 belong to
Streptomyces. The isolates were evaluated in relation to their inhibitory capacity against resistant
pathogenic bacteria Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

The data obtained indicate antagonistic activity of 45.45% of those isolated against E. coli and
36.36 % against S. aureus, an average of 28.57 % of inhibitory activity observed in wells and
sensidisks of the metabolites of the 11 isolated in E. coli and 14.28 % in S. aureus. The isolate
metabolite p3772 presented the highest inhibitory capacity of pathogens, with inhibitory activity
at concentrations of 3.12 % for S. aureus and 0.79 % for E. coli. The determination of the main
components of the metabolite p3772 was performed obtaining 12 metabolic components of which
four are related across the UV spectrum to the fenicoles family of antibiotics of which it is a
chloramphenicol. The results formed the first report of actinomycetes with inhibitory capacity for
the Narifio department, the first bank of isolates and a potential solution to the problem of
resistance linked to bacterial infections in the population Narifiense.
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INTRODUCCION

La presente investigacion realizd la evaluacion de la capacidad inhibitoria de actinomicetos
Streptomyces aislados de suelo de la Reserva Natural Rio Nambi sobre bacterias patgenas
resistentes; el estudio de los factores fisicoquimicos determinantes del crecimiento bacteriano y la
formacion de un banco de aislados bacterianos con caracterizacion morfoldgica y molecular.

La resistencia bacteriana probleméatica mundial ha conformado a través del tiempo altas tasas
de mortalidad humana y ha llevado a la busqueda de nuevos productos metabdlicos, genes y
biocompuestos que contrarresten estos reportes de infecciones bacterianas.

Los actinomicetos son unos de los microorganismos con mayor produccion de metabolitos de
interés industrial, se reporta produccion de 60 a 70 % de los antibioticos actuales, dentro de estos
el mayor productor es el género Streptomyces con antibidticos como el cloranfenicol, la
estreptomicina y la eritromicina. Sin embargo antibioticos de primera y segunda generacion han
quedado inoperativos frente a los mecanismos de resistencia bacteriana actuales, por lo cual la
ampliacién de nuevas fuentes de metabolitos en zonas sin exploracién, brindan una potencial
solucién a este creciente problema.

La investigacion realizo el aislamiento del metabolito p3772 de una colonia de Streptomyces
sp. el cual presentd 12 componentes significativos a través de una cromatografia liquida de alta
resolucién. Pruebas de antagonismo, inhibicion por halos y concentracion minima inhibitoria,
reportaron que este metabolito total presenta moléculas activas que en bajas concentraciones
producen inhibicion de Escherichia coli y Staphylococcus aureus vinculadas a infecciones en la

poblacion Narifiense y mundial.
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Finalmente el estudio aporto con la formacion del primer banco de aislados actinomicetos para
el departamento de Narifio y un potencial metabolito capaz de generar inhibicion en baterias

patgenas resistentes.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades producidas por microorganismos son una de las principales causas de muerte
en la poblacion humana. Los bajos controles de sanidad en los vertidos de residuos hospitalarios,
el deficiente tratamiento en aguas para el consumo, la deficiente higiene en la manipulacion de
productos alimenticios y la exposicion directa a materias fecales por sistemas de alcantarillado
abiertos son la fuente principal de su desarrollo (Prevention, 2013).

Con el incremento en las tasas de mortalidad vinculadas a infecciones producidas por bacterias,
hongos, virus y parésitos, la poblacion para 1850 entr6 en declive por la muerte de 40 a 80 % de
los enfermos (YYanez, 2011); como respuesta grupos de investigacion iniciaron sus estudios con
los microorganismos causantes de dichas enfermedades, el azar formd parte fundamental en las
investigaciones, al descubrir microorganismos productores de metabolitos activos. Un ejemplo
conocido es el del investigador Alexander Fleming quien para ese momento trabajaba con cepas
de Staphylococcus y observo la inhibicion producida por una cepa del género Penicillium la cual
ingresd a sus medios de cultivo accidentalmente, de este hongo posteriormente se aislo el
antibiético conocido como Penicilina. Fleming en 1945 mencioné que la aplicacion de una dosis

insuficiente de antibiotico, pueda generar resistencia en las bacterias (Villalobo Polo, 2019).

El descubrimiento del primer antibiético generd un auge en la bisqueda de nuevos compuestos
que reduciria las altas tasas de mortalidad e incrementaria la esperanza de vida en la poblacion de
los afios cuarenta (Lozano, 2012); de igual forma generé la base para la realizacion experimental
de diversos tratamientos de alto riesgo por su recurrencia en contaminacion bacteriana

(Pagalilauan GL, 2013).
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Durante las Gltimas décadas se ha observado como antibidticos de primera y segunda
generacion han perdido su funcionalidad, estos procesos de adquisicion de resistencia se han
agrupado cuatro:

I.  Manejo de antibidticos en altas proporciones en ganaderia y agricultura

Il. El manejo de antibiéticos de forma extrahospitalaria

I11. Procesos de movilidad humana y adaptacion bacteriana

IV. El ambiente como fuente de genes de resistencia.

La primera causa expuesta como la originaria de la mayoria de los reportes de resistencia
bacteriana se centra en la sobre formulacién innecesaria de antibidticos en las fuentes primarias de
la alimentacion humana, principalmente con la suplementacion de tetraciclinas y aminoglucésidos
que desempefian la funcidn de agentes promotores de crecimiento (Arenas, 2018; Cabello., 2006).
Para el afio 2013 en Estados Unidos, Australia y China se estimé que la produccién de antibiéticos
para uso en animales fue mayor o superior al producido para humanos y como resultado se
encuentran los efectos secundarios que involucran la adquisicion de resistencia bacteriana y su

transmision a humanos a través de los alimentos (Figura 1.) (Pruden A, 2013).

Ingreso de antibidticos de
forma directa o por alimentos
€n procesos agropecuarios.

T SN
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Figura 1. El manejo de antibidticos en procesos agricolas como formadores de resistencia

bacteriana.

Fuente: Esta investigacion.

La segunda causa de resistencia bacteriana es el entorno clinico por ser el epicentro donde los
microorganismos patdgenos entran en contacto con diferentes especies bajo la presion de
antibidticos, se obtiene el mayor numero de aislados resistentes y de mayor registro
epidemioldgico asociados a infecciones causados principalmente por bacterias. Los primeros
reportes solo incluyen bacterias Multiresistentes (hasta dos antibidticos), el siguiente rango de
tolerancia a antibidticos se denomina Extremadamente resistentes (hasta tres antibioticos) o
Panresistentes que superan los tres antibidticos, pueden llegar a ser casos criticos por ser bacterias
gue aun no presentan tratamiento farmacologico (Mensa, 2018).

La autoformulacion de antibioticos de forma extra hospitalaria promovi6 el aumento en la
resistencia bacteriana, cuyos métodos de control en algunos eventos son intratables con los
regimenes farmacologicos actuales. La Organizacion mundial de la Salud (OMS) soporta a la
automedicacion como una de las principales causas promotoras de resistencia por abarcar su
practica en cerca de 80 % de la poblacion mundial y por ser alarmante su predominancia en paises

Tercermundistas (Figura 2) (OMS, 2017).
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Automedicacién en paises
tercermundistas formadores
de Resistencia bacteriana.

Figura 2. La automedicacion y el manejo de medicamentos extrahospitalarios como

formadores de resistencia bacteriana.

Fuente: esta investigacion

La tercera causa involucra la movilizacién humana, sus mecanismos asociados y la répida
adaptacion bacteriana. Las modernas rutas de comercio y el alto trafico aéreo existente son medios
que brindan los mecanismos adecuados para la diseminacion de genes y bacterias causantes de
enfermedades. El efecto de dispersion y contagio entre humanos y entre humanos y animales se
presenta regularmente, evidenciado en los brotes de enfermedades simultaneas en zonas
significativamente alejadas, pero producidos por las mismas cepas bacterianas (Saxena, 2018;
Griffin, 2007; Llambias Wolff, 2003). Un factor critico asociado a la movilizacion humana es el
transporte involuntario de bacterias con alto potencial de generacion de enfermedades, dicho
potencial no es expresado a plenitud por ser “controlado” por una serie de presiones externas
ambientales (temperatura, humedad, pH, fuente de materia organica entre otros). Sin embargo, con

la movilizacion el nuevo medio puede carecer de ciertas presiones y brindar los mecanismos
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ideales para un rapido crecimiento y dispersion (Figura 3.) (Galdn Montemayor, 2014; Calder6n

Murillo, 2012).

Movilidad humana
facilitador de genes

Figura 3. Procesos de movilizacion humana involucrados en la diseminacién y adquisicion de

resistencia bacteriana

Fuente: esta investigacion

Finalmente la Gltima causa y la que forma una fuente principal y potencial de genes de
resistencia es el ambiente, los diferentes procesos ecolégico-evolutivos han brindado diferentes
mecanismos para la adquisicién de material genético externo como los plasmidos, transposones e
integrones, entre otros, donde el ambiente cambiante generd las condiciones ideales para la
distribucion de dichos genes de forma ilimitada, desempefiando un papel facilitador y diseminador
de dichos factores (Figura 4) (Baquero F, 2015).

Por otra parte, la recombinacién, las mutaciones y las transferencia horizontal y vertical de
genes contribuyen al aumento en la variabilidad genética y la generacién de un proceso de cambio

génico con potencial en la formacion en bajas tasas de resistencia bacteriana y la posible
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explicacion de bacterias ambientales tolerantes a antibioticos (Marston, 2016; Andersson, 2016;

Levin-Reisman, 2017)

El ambicnte como fuente, de genesy,.
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Figura 4.El ambiente como fuente de genes para la adquisicion de resistencia bacteriana.

Los mecanismos de resistencia microbiana que incluyen la interaccion de los compuestos
bioactivos y sus elementos, alin no han sido descritos en su totalidad. Esto debido a la respuesta
variable de las bacterias al tratamiento aplicado. Factores como la expresion bioquimica,
metabolica o genética son determinantes en la inoperatividad de los antibiéticos de primera y
segunda generacidn y como consecuencia se presenta una reduccion significativa de la efectividad
de los antibioticos usados en la actualidad y establecen un factor de aceleracion en los procesos
epidemiolégicos asociados a infecciones bacterianas, ademas de su contribucion en el desarrollo
de enfermedades cronicas (Tacconelli, 2018; Bengtsson-Palme, 2016).

En las Gltimas décadas la biotecnologia ha centrado parte de sus estudios en nuevos tratamientos
basados en rutas metabolicas, genes y compuestos quimicos con potencial regulador e inhibidor

de infecciones o enfermedades producidas por patdégenos. Una de las soluciones desarrolladas en
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generaciones anteriores y fuente potencial de compuestos bioactivos en la actualidad son los
microorganismos (Najafpour, 2007), por su elevada produccion de compuestos bioactivos,
formados en su mayoria en procesos metabolicos secundarios (Evangelista-Martinez, 2007).

Los compuestos obtenidos de metabolitos bacterianos poseen una amplia gama de aplicaciones
industriales representadas en empresas de alimentos, medicamentos, textiles, cosméticos, entre
otras. Sin embargo, se estima que el total potencial existente para la produccion de compuestos
bacterianos activos es conformado por una minima parte, asociado principalmente a exigencias
especificas para el aislamiento bacteriano, dichos requerimientos se centran en condiciones
nutricionales y ambientales ideales, dificultando el aislamiento de potenciales colonias
bacterianas; se indica la existencia de millones de microorganismos ain no descubiertos o no
aislados que pueden ser promisorios en la produccion de compuestos bioactivos de interés (Egas
Rosero, 2016).

La busqueda de microorganismos en nichos sin explotacion humana ha brindado una amplia
diversidad de especies bacterianas con potenciales productos metabolicos. Investigaciones
realizadas por Kumari y colaboradores (2017); Nafis y colaboradores (2017) y Ganesan y
colaboradores en 2017, demuestran como la exploracion de nuevos nichos ecoldgicos, con niveles
bajos de intervencién humana (carentes de vias de movilizacion, edificaciones y extraccion de
materias primas) presentan condiciones especificas que son limitantes en el crecimiento y
desarrollo de diversos microorganismos con potencial en la produccion de metabolitos activos.

Las principales areas de investigacion y aislamiento bacteriano se concentran en nichos
terrestres y marinos, por contar con una compleja red de interacciones fisicas y quimicas,
determinantes en la formacion de una amplia gama de elementos, nutrientes y condiciones

ambientales especificas para el crecimiento bacteriano (Agadagba, 2014; Patifio, 2007).
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Colombia con su sistema tropical cuenta con una amplia variedad de climas producto de su
variacion altitudinal montafiosa y sus costas limitantes con el océano Atlantico y Pacifico,
formando una amplia composicion de nichos, habitats y microhabitats ideales para el desarrollo
de diversas formas de vida. Uno de los departamentos ubicado al suroccidente del pais es Narifio,
sobre una de sus cordilleras se establece un bosque pluvial reconocido por elevado nivel de
conservacion producto de la formacion de un sistema de proteccion de fauna y flora Ilamado
Reserva Natural Rio Nambi.

La reserva cuenta con caracteristica ambientales Unicas para el desarrollo de una amplia
variedad de microorganismos; especificamente presenta tasas de precipitacién anual de 8000 mm
que confiere indices de humedad altos y constantes, ademas de presentar una temperatura
promedio de 19 °C, estas condiciones ambientales han establecido tasas de degradacion bajas,
generando una alta retencion de materia organica en el suelo, fuente de alimento y elementos para
la formacion de compuestos activos posteriores a su metabolizacion (Codazzi, 2001).

La alta disposicion de materia orgénica en zonas conservadas es determinante de la riqueza y
abundancia de los microorganismos presentes, se estima que estos indices incrementan con el
tiempo, haciendo referencia al grado de recuperacion y sucesion de materia organica e inorganica
en un ecosistema. Sivila y colaboradores en 2006 reportaron como la recuperacion del suelo con
explotacion agricola, contribuyé al incremento gradual en el nimero microorganismos mas
representativos en el suelo como son bacterias, actinomicetos, hongos, acidofilos y esporulados.

De estos el microorganismo con mayor representacion son los actinomicetos; que son bacterias
Gram positivas, filamentosas, esporuladas y con crecimiento miceliar, conforman
aproximadamente el 30 % del total de microorganismos aislados de suelo, este porcentaje puede

variar en dependencia al nivel de intervencion antropogénica o a las condiciones acido-basicas del
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suelo; el estudio realizado por Cardona y colaboradores en 2009, comprueba como la vegetacion
en Bosque, Pastizal y Rastrojo modifica la materia organica en el suelo y el ndmero de
actinomicetos presentes, obteniendo un aumento en la abundancia, a medida que el estado de
conservacion incrementd, pasando de 0.29 x10* actinomicetos en pastizal a 0.79 x10* en Bosque.
Este elevado numero de aislados, es explicado por el amplio nimero de sustratos utilizados por los
actinomicetos.

Por ser en su mayoria saprofitos, los actinomicetos estan vinculados en procesos de
mineralizacion y fertilizacion del suelo, esta degradacion y metabolizacion de compuestos los ha
conformado como uno de los mayores productores de metabolitos secundarios activos y uno de
los principales productores de antibioticos a nivel mundial con aproximadamente 60 % de los
antibidticos actuales (Cornell, 2018).

En actinomicetos la activacion del metabolismo secundario para obtencion de metabolitos de
interés se ha realizado a traves del tiempo con diferentes mecanismos y herramientas, el método
con mayor aplicacion biotecnoldgica para la estimulacion del metabolismo secundario es la injuria
bacteriana, que es la induccién de condiciones estresantes provocadas por la variacion de las
estandares 6ptimos de crecimiento bacteriano, por ejemplo la modificacion en la temperatura, pH,
humedad, suministro o eliminacion de la fuente principal de carbono y el ingreso de sustancias
toxicas, estimulantes o ajenas al medio de crecimiento (Chaudhary, 2013).

De los 33 géneros de actinomicetos registrados, los géneros Streptomyces, Amycolatopsis,
Micromonospora y Saccharopolyspora son los que mayor produccién de biocompuestos reportan
actualmente; los principales productos extraidos se han aplicado en la elaboracion de antibiéticos,
antifangicos, antitumorales, inmunosupresores y enzimas (Chaudhary, 2013). Los antibioticos

eritromicina, estreptomicina y cloranfenicol son unos de los compuestos con mayor uso



27

farmacoldgico, destacandose por su accion bactericida o bacteriostatica de microorganismos
patdgenos como Streptococcus sp, Legionella pneumophila, Campylobacter jejuni, Brucella sp. y
Yersinia sp. entre otros (Pandey, 2011). Sin embargo, los manejos inadecuados de estos
antibioticos igualmente fueron causantes de la adquisicion de resistencia bacteriana por
microorganismos como Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Enterococcus
intestinais, Bacteroides fragilis, Fusobacterium sp, Staphylococcus aureus y Escherichia coli, los
dos ultimos patdgenos catalogados dentro de la lista de prioridad critica por parte de la OMS
(2017), por ser productores de una amplia variedad de infecciones entre las que se resalta las de
tipo urinario.

Los reportes de infecciones bacteriana en la comunidad son elevados y con altas tasas de
recurrencia, cerca de 40% de los casos epidemioldgicos son producidos en mujeres y 12%
atribuidos a hombres (Foxman, 2002); el registro de los aislados bacterianos causantes de dichas
infecciones son escasos, sin embargo, los antecedentes indican que el patégeno Escherichia coli
es responsable de 70 a 95% de las infecciones bacterianas (Sivick KE M. H., 2010) y
Staphylococcus aureus patdégeno prevalente en infecciones en la poblacién perteneciente a la
tercera edad o inmunocomprometida en 35% (Cruz, 2018).

Actualmente en el departamento de Narifio, las investigaciones involucradas con patdgenos
resistentes asociados a infecciones bacterianas estan iniciando, el primer trabajo de maestria que
evalula los procesos de adquisicion de resistencia bacteriana en Escherichia coli esta en ejecucion,
e indica la problematica de la poblacion Narifiense con el incremento de infecciones bacterianas y
como sus mecanismos de transmision de genes pueden ser causantes de altas tasas de mortalidad
humana (Guerrero, 2019). Con base en lo expuesto, la busqueda metabolitos producidos por

Actinomicetos aislados de zonas sin exploracion puede generar una potencial sustitucion de los



28

antibioticos de primera y segunda generacion que han quedado inoperativos con la resistencia
bacteriana y brindar una potencial solucién a la poblacién Narifiense con prevalencia de

infecciones bacterianas producidas por Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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JUSTIFICACION

Colombia, y en especial el departamento de Narifio cuentan con alta variacion en su relieve,
generados por diferentes accidentes geogréaficos, los cuales se encuentran vinculados a las
cordilleras occidental y central, formando una cadena de montafas que brindan variedad climética
especifica por zona, y que junto a la zona intertropical, forman una red de condiciones ambientales
idéneas para el crecimiento de diferentes microorganismos (Arango, 2015).

Con los anteriores planteamientos, la investigacion evaluara la capacidad inhibitoria de
metabolitos producidos por actinomicetos aislados del bosque humedo de la reserva natural Rio
Nambi del corregimiento de Altaquer - Barbacoas, zona que cuenta con factores ambientales
fisico-quimicos iddneos para el desarrollo y crecimiento de actinomicetos, y que ademas presenta
un alto grado de conservacion, incrementando el porcentaje para su obtencion y aislamiento.

La eleccion de los actinomicetos como base de estudio, se encuentra fundamentada en
referencias y en investigaciones como la de Parada, R. & Vallejo, M. en 2017, que indican un alto
porcentaje de produccién de metabolitos activos para uso farmacéutico con un valor aproximado
de 63 %, y una produccion de compuestos con diversos usos industriales de 62 % (Chaudhary,
2013).

Posterior al aislamiento de los actinomicetos, se propone analizar el potencial de inhibicion de
los metabolitos en microorganismos patégenos Escherichia coli y Staphylococcus aureus
causantes de infecciones en la poblacion Narifiense.

La seleccion de Escherichia coli y Staphylococcus aureus como organismos de prueba, se baso

en la lista de prioridad critica emitida por la OMS, que indica la amenaza potencial de estas
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bacterias sobre la supervivencia humana (OMS, 2017; Tacconelli, 2018); y por ser bacterias con
alta recurrencia en casos clinicos de infeccion bacteriana en Narifio.

La seleccion del departamento de Narifio y de la Reserva Natural Rio Nambi como zona de
muestreo, se basé en el alto grado de conservacion de la reserva y en las condiciones fisico
quimicas como el pH, humedad, temperatura y disponibilidad de materia organica ideales para el
crecimiento y desarrollo de Actinomicetos, ademé&s de ser el primer reporte de actinomicetos
utilizado en el area de la salud con potencial en el control o inhibicion de bacterias patogenas
productoras de enfermedades infecciosas, reportadas a nivel epidemiolédgico en el Departamento
de Narifio.

Finalmente, el trabajo busca ampliar la base de datos que reportan actinomicetos productores
de metabolitos con potencial actividad antimicrobiana sobre bacterias resistentes para Colombia,
en especial para el departamento de Narifio, la creacion de un banco de aislados de suelo de bosque
himedo y la identificacion de la cepa con mayor potencial en el control de las bacterias patdgenas

resistentes (Escherichia coli y Staphylococcus aureus), foco de este estudio.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudl es la capacidad inhibitoria de actinomicetos aislados de bosque himedo del departamento
de Narifio sobre las bacterias patdgenas resistentes a antibidticos (Escherichia coli y
Staphylococcus aureus)?
Objetivo general
Evaluar la actividad inhibitoria de actinomicetos aislados de bosque himedo de la reserva natural
Rio Nambi, del corregimiento de Altaquer - Barbacoas, sobre el crecimiento de bacterias patdgenas
Escherichia coli y Staphylococcus aureus resistentes a antibidticos, aisladas de muestras clinicas.
Objetivos especificos
e Indicar los factores fisico-quimicos con mayor relevancia del suelo de la zona de muestreo,
determinantes del crecimiento de actinomicetos.
e Obtener un banco de aislados actinomicetos a partir de muestras de suelo extraidas en
bosque himedo del departamento de Narifio.

e Caracterizar a nivel morfologico y molecular los aislados.
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e Determinar la actividad inhibitoria de los metabolitos producidos por los actinomicetos
aislados, sobre el crecimiento de bacterias patdgenas Escherichia coli y Staphylococcus

aureus resistentes a antibioticos.
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MARCO TEORICO

Infecciones bacterianas

Las infecciones producidas por microorganismos son una de las principales causas de
mortalidad humana. Los bajos controles de salubridad en fuentes de agua, alimento fresco,
desechos y el deficiente sistema de alcantarillado generaron en diferentes oportunidades el
crecimiento descontrolado de bacterias, hongos, virus y parasitos productores o mediadores de
maltiples pandemias (Yanez, 2011). EIl grado de mortalidad por infeccion bacteriana se estima
que incrementa en 8 % por cada hora que no se aplicado un tratamiento de antibi6ticos y es mayor
el incremento cuando se realiza la formulacién indiscriminada de antibiéticos, llegando a 50 % los

casos de mortalidad (R. Ferrer, 2014; S. Fridkin, 2014).

Iniciales estudios para dar solucion a las infecciones bacterianas

A principios del siglo XX diferentes variantes de Staphylococcus fueron responsables de la
muerte de millones de vidas humanas. El investigador Alexander Fleming habia realizado
aislamiento de dichas cepas patdgenas y accidentalmente observd como una colonia del Género
Penicillium realizaba inhibicién del crecimiento de estas variantes y menciond por primera vez al
compuesto producido como un posible tratamiento para infecciones bacterianas y advirtio que el
uso de concentraciones inadecuadas podrian originar la resistencia de los microorganismos blanco

(Villalobo Polo, 2019).

Posteriormente, en 1943 los investigadores Selman A. Waskman y Albert Schatz formadores

de los primeros protocolos de extraccion de metabolitos, observaron como actinomicetos bacterias
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filamentosas esporuladas formaban una amplia variedad de metabolitos activos, durante este afio
Schatz realizaria el aislamiento de Streptomyces griseus y observaria como este aislado produciria
un compuesto capaz de inhibir tanto a bacterias Gram positiva y Gram negativas a diferencia de la
Penicilina y ademas observaria inhibicion sobre el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis,
bacteria productora de tuberculosis, probleméatica de importancia epidemioldgica del momento

(Palmero, 2016).

Los metabolitos aislados formaron una inicial solucion a las infecciones bacterianas. Sin
embargo, antecedentes sobre la eficiencia de los tratamientos antimicrobianos empezaron a
disminuir pocos afios después y el aislamiento de bacterias resistentes se presentd con mayor

frecuencia llegando a superar el tiempo de generacién de un nuevo compuesto (Alds, 2015).

Resistencia a antibidticos de primera y segunda generacion

El ingreso de los antibioticos en el siglo XX, ademés de salvar millones de vidas, formaria la
base para la realizacion de un mayor numero de estudios médicos, quirtrgicos y tratamientos
quimioterapicos para individuos inmunosuprimidos o con enfermedades cronicas, los cuales
presentaban prevalencia de infecciones bacterianas (CL., 2015). No obstante, en poco tiempo se
observé como aislados no presentaban accién inhibitoria significativa frente a los antibi6ticos,
inicialmente se atribuy este efecto a procesos naturales, pero posteriormente el uso incorrecto e
indiscriminado de antibidticos en humanos, animales y plantas llevaria a un estado critico su efecto

inhibitorio (Mohr, 2016; Bengtsson-Palme J. K., 2017).
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Ovejero en su tesis doctoral de 2017 indica como la produccion de antibidticos era proporcional
con la adquisicién de resistencia bacteria (Ovejero, 2017). Para el momento la tasa de hallazgo y
produccion de antibidticos era menor a la tasa de aparicion de resistencia bacteriana llevando

nuevamente a un punto critico el tratamiento de infecciones bacterianas (Figura 5).

Figura 5. Esquema de produccion de antibioticos y la simultdnea aparicion de resistencia

bacteriana.

Fuente: (Ovejero, 2017, pag 31).

La resistencia bacteriana nuevamente formaria punto de partida para nuevas investigaciones en
busca de potenciales metabolitos capaces de sustituir los que quedaron inoperativos y formaria la
base para el estudio de los diversos mecanismos utilizados por bacterias para la adquisicion de

resistencia y que puede ser crucial para su control.
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Tipos de resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana se la incorpor6 en dos grupos: resistencia natural o intrinseca y la
resistencia adquirida. La resistencia natural es especifica e inherente en algunas bacterias, su
surgimiento es previo a la aparicion de los antibioticos, y son base para la administracion adecuada
de tratamientos. Por otra parte, la resistencia adquirida se fundamenta en la reconfiguracion,
modificacion o cambio de algunas secuencias génicas en las bacterias, estos procesos pueden ser
temporales (mediados por la presion del entorno) o permanentes fijados a través de mecanismos
como mutaciones, plasmidos, transposones o integrones generalmente. Este tipo de resistencia
forma un problema critico por ser un proceso constante en el tiempo y el principal factor de

resistencia bacteriana (Abreu O, 2011; Fernandez F, 2003).

Mecanismos de adquisicion de resistencia bacteriana

Las primeras explicaciones no naturales al surgimiento de la resistencia bacteriana se
fundamentaron en series de mutaciones aleatorias de las cuales la probabilidad de obtencién de
resistencia era baja. Posteriormente los mecanismos de transferencia de genes formaron parte de
las teorias con mayor aceptacion actualmente, sustentadas en mecanismos de transmision
horizontal, vertical y los elementos genéticos mdviles como transposones, integrones y plasmidos

(CL., 2015).

La resistencia bacteriana comprende cinco mecanismos principales (Elliot, 1999). EIl primero
formado por un sistema de bombas expulsoras de los antibidticos o toxicos (Moreno C, 2009), el

segundo con la disminucion de la permeabilidad de la pared bacteriana por modificaciones en
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tamafio 0 nimero de porinas (Cordiés L, 1998), el tercero con la produccion de enzimas
hidroliticas, degradadoras o inactivadoras de antibioticos (Cabrera C, 2007), el cuarto mediado
por la modificacion proteica de los sitios especificos o diana, evitando el reconocimiento, acople
o afinidad del antibidtico al sitio blanco (Moreno C, 2009) y el quinto asociado a la formacion de
biofilms protegiendo a la bacteria de la radiacion UV, la deshidratacidn, la accion de antibioticos,

el ambiente y otros microorganismos (Abreu O, 2011).

Productos metabolicos activos para el control de la resistencia bacteriana

El estudio de rutas metabodlicas, genes y compuesto activos con potenciales reguladores o
inhibitorios (bacteriostéatico o bactericida) de infecciones producidas por bacterias resistentes se
ha realizado durante décadas a partir de microorganismos (Najafpour, 2007), por tener una elevada
produccion de metabolitos activos, formados en su mayoria en procesos metabdlicos secundarios
(Evangelista-Martinez, 2007).

La busqueda de estos metabolitos bacterianos ha disminuido en la actualidad, producto de los
requerimientos especificos de algunas bacterias para su aislamiento, los costos de produccion,
extraccion y purificacion de metabolitos y la demanda de antimicrobianos en el mercado actual.
Sin embargo, se estima la existencia de millones de microorganismos y metabolitos con actividad
funcional ain no descubiertos en zonas sin exploracion, con alto potencial para el control de
patdgenos y una posible solucion a la resistencia bacteriana existente en antibidticos tradicionales
(Egas Rosero, 2016).

Zonas sin exploracion como fuente potencial de metabolitos
La abundancia y diversidad de microorganismos presentes en un ecosistema es regulado por

diferentes interacciones fisicoquimicas que juegan un papel importante en la metabolizacion de
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compuestos activos. La mayor exploracion de microrganismos productores de estos compuestos
se ha realizado sobre nichos terrestres (suelos) y marinos (sedimentos), sin embargo, la obtencion
de nuevos aislados se ha reducido en las dos Gltimas, por la exploracién constante de las mismas

zonas Y la intervencion antropogenica de estos ecosistemas (Cardona G. 1., 2005; Durrer, 2017)

La exploracion de nuevos nichos, con niveles bajos de intervencién y altos niveles de
conservacion esta en auge actualmente, el desconocimiento existente de los procesos microbianos,
su composicion y riqueza pueden ser fuente potencial de aislados y moleculas con actividad
antimicrobiana (Kumari, 2017; Nafis, 2017; Ganesan, 2017; Agadagba, 2014). La alta
concentracion de materia organica en el suelo en zonas conservadas o con descanso agricola es
determinante de la diversidad bacteriana, contribuyendo con el desarrollo de los organismos mas

representativos (Sivila de Cary, 2006).

Uno de los microorganismos con mayor representacion en el suelo son los actinomicetos,
microorganismos en su mayoria sapréfitos relacionados con procesos de mineralizacion y
fertilizacion, dependientes de la cantidad de materia organica y las condiciones acido béasicas del

suelo (Parada, 2017).

Agrupacion taxonémica de actinomicetos

Los actinomicetos bacterias Gram positivas fueron durante 40 afios (1950-1990) tema de
especulacion por presentar estructuras filamentosas, esporuladas y miceliares similares a hongos,
por esto fue denominado en el momento un grupo especial. Con nuevos estudios sobre el grupo y

la incorporacion de nuevas tecnologias, se reconocié como un grupo totalmente independiente,
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con ausencia de membrana nuclear, micelio no superior a 5 um y reproduccion por esporas (Figura

6) (Bonifaz Trujillo, 2012).

La incorporacion de sistemas de clasificacion morfoldgicos, ecoldgicos y fisiologicos formaron
las bases para nuevas agrupaciones, sustentadas en atributos como la pigmentacion, ocurrencia en
la naturaleza, crecimiento aeroébico, accion enzimética (proteolitica) y conformacion de la colonia
(morfologia macroscdpica). Sin embargo, estas agrupaciones continuaban adn con alta variacion
entre grupos. Posteriormente, la clasificacion de actinomicetos que buscaba plantear la asociacion
de los ordenes, familias y géneros, se fundament6 en diferente procesos como la formacion de
nodulos, el tamafio de la colonia, la exigencia de oxigeno (aerobia y anaerobia), la conformacion
del micelio presencia y ausencia (micelio aéreo) y el tipo de espora, todos estos atributos
justificaban la gran variabilidad y transicién de los actinomicetos, pero no podian ser aplicados

para especies, sino para grupos de especies (Uzcategui-Negron, 2009; Arifuzzaman, 2010).
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Figura 6 Crecimiento, reproduccion y fase de esporulacion de actinomicetos

Fuente: esta investigacion
Incorporacion de nuevos caracteres para identificacion de actinomicetos
Caracterizaciones detalladas ingresaron a formar parte de nuevas agrupaciones como:
La forma del micelio unicelular: bifurcado, rosca y varilla.
Los tipos de micelio: vegetativo unido al sustrato y aéreo presente en algunos, relacionado con
el esparcimiento de esporas.
Los grupos de esporofitos: de forma solitaria (monopodial) o en agrupaciones.
Las agrupaciones de esporas: de forma ramificada, sin ramificacion o dispersas
individualmente.
El tipo formacion de esporas: por fragmentacién del plasma del micelio aéreo o por la division

del micelio en las células reproductoras.
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o Lamorfologia de las esporas: cilindricas, ovales y esféricas.

Estos caracteres, generaron una mayor relacion entre unos grupos y diferenciacién entre otros,
pero de igual forma no formaban bases sélidas para dichas agrupaciones (Waksman, 1940).

Caracteres de coloracion presentados en la madurez del micelio, fueron ampliamente
trabajados, especialmente sobre el micelio aéreo, por generar una amplia gama de colores (gris,
verde, violeta, azul y blanco) que varian en dependencia al medio utilizado y el metabolito
producido. Algunos aislados poseen variacion en la cara dorsal y ventral, formando dos
coloraciones. En la mayoria de los actinomicetos se presenta variacion en la coloracion de la
margen de la colonia, producido por el tiempo de vida de las células. Otro caracter importante son
las hifas que no superan los 5 um de didmetro, los esporéforos y la presencia o ausencia de cadenas

de esporas (Sharma, 2014; Muthu, 2013).

Condiciones ambientales en la identificacién de actinomicetos

Los actinomicetos en su mayoria son saprofitos, degradan una amplia gama de sustratos
complejos como celulosa, hemicelulosa, lignina, parafina y quitina, siendo importantes en el
proceso de transformacion de la materia (mineralizacién), algunos son parasitos oportunistas de
plantas y animales, y una pequefia parte como el género Frankia realizan simbiosis con plantas
(Tuomela, 2000; Ramirez, 2003; Garcia, 2011). La mayoria de actinomicetos se ubican en zonas
poco profundas de suelos o sedimentos marinos, captando mayor concentracion de oxigeno y

materia organica en el medio (Gebreyohannes, 2013).

Una condicion importante para la identificacion de actinomicetos es la fuente de carbono, la

preferencia por el tipo de azucar presente en el medio ha sido determinante en la seleccion de
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géneros de actinomicetos (Actinomyces, Nocardia y Streptomyces) productores de metabolitos

activos (Silini, 2016).

El pH es uno de los factores con mayor prioridad y el méas influyente en la presencia de
actinomicetos en un ecosistema, relacionado con la fuente de materia orgénica disponible en el
medio (suelo). La mayoria de los actinomicetos se desarrollan favorablemente en pH alcalino-
neutro, carécter preferencial derivado de la composicion de su membrana celular. Algunos
actinomicetos han modificado la permeabilidad de la membrana, permitiendo tolerar condiciones

acidas moderadas (Ghorbani-Nasrabadi, 2013).

Clasificacion de actinomicetos a traves de estudios moleculares

Los estudios moleculares basados en secuencias de ADN y ARN de regiones conservadas, han
conformado las agrupaciones de actinomicetos existentes (Paul, 2014). La composicion genética
de actinomicetos es conformada en su mayoria por guanina citosina (G-C) con valores de 63 a 75
%, estructurando una alta estabilidad en su genoma (Jiménez, 2010). Del total de su genoma 6 y
10 % se encuentra involucrado con la produccion de metabolitos secundarios, en su mayoria de
naturaleza proteica como: antibiéticos, antitumorales, inmunosupresores, antibacterianos,
antifungicos, antioxidantes, neurogénicos, anticancerigenos, antiinflamatorios y enzimas

(Doroghazi, 2013).

Identificacion de actinomicetos basada en la subunidad ribosomal 16S ARNr
Los estudios moleculares filogenéticos con mayor relevancia se encuentran basados en

secuencias conservadas. Uno de los genes evaluados es 16s ARNr por establecer relaciones
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filogenéticas, mecanismos de evolucion y base para la identificacion bacteriana (Ong, S. H. et al.,
2013). En actinomicetos se han realizado pruebas para la caracterizacion de especies, guiadas con

cebadores universales o especificos a las secuencias del gen 16s ARNr (Sharma, 2014).

Colombia formadora de nichos para el aislamiento de actinomicetos

Colombia cuenta con una alta diversidad de condiciones ambientales, que determinan la
composicion de diferentes elementos biofisicos interactuantes. Elementos como el clima, el
relieve, la geologia, que unidos a la fauna y flora determinan una red de interacciones propicias
para el crecimiento de diversos microorganismos como los actinomicetos. En Colombia se
considera a nivel general que las caracteristicas del suelo se encuentran vinculadas a las regiones
geogréficas del pais, asi para la region Andina catalogada como mega-diversa, por presentar
variaciones altitudinales que terminan la formacion de diversos nichos y a su vez la composicion

del suelo y microrganismos (Malagén, 1995; Codazzi, 2001).

Investigaciones realizadas en nichos colombianos, han encontrado caracteristicas especiales
para el desarrollo y aislamiento de actinomicetos con metabolitos activos. Una investigacion
destacada es la realizada por Rueda C. y colaboradores en 2009, donde se aislaron actinomicetos
del Humedal la Conejera, ambiente con alta intervencién por residuos hospitalarios y desechos
mineros. Esta investigacion evalud el alto potencial detoxificador de los aislados frente al mercurio
(Rueda C., 2009).

La investigacion realizada en Colombia por Cardona y colaboradores (2009), observo como las
comunidades de actinomicetos variaban en cobertura, profundidad y abundancia en dependencia

a la vegetacion presente (Bosque, pastizal y rastrojo), concluyendo que los valores incrementaron
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con el aumento de la vegetacion (fuente de materia organica). De igual manera Fonseca y
colaboradores en 2011, evaluaron procesos simbidticos de actinomicetos con la planta Bidens
pilosa L., aislando 8 colonias cuyos metabolitos presentaban actividad antagonica frente a

Phytophthora infestans, microorganismo patégeno.

Produccion de metabolitos activos y su desarrollo

La variacion en los componentes activos producidos por actinomicetos puede originarse dentro
del mismo género o hasta incluso dentro de la misma especie, se conoce que algunos actinomicetos
pueden generar diferentes metabolitos durante su etapa de latencia. Por esto, la importancia del
estudio molecular vinculado a la produccion de metabolitos ha conformado las base para su estudio

biotecnoldgico (Waksman, 1940).

La necesidad de nuevos farmacos y antibiéticos que formen frente a las infecciones bacterianas
generd un crecimiento acelerado de la industria farmacéutica (Pereira, 2018), reportando después
de seis décadas, el descubrimiento de 8000 antibidticos, de los cuales 62 % eran producidos por
actinomicetos y 38 % por bacterias y hongos (Evangelista-Martinez, 2007). El alto porcentaje
conformado por actinomicetos se encuentra soportado por la alta selectividad del mecanismo de
accion de los antibidticos, resaltando la inhibicion de la sintesis de la pared celular, sintesis
proteica, sintesis de acidos nucleicos, funcionamiento deficiente de la membrana celular y en

algunos darios directos sobre el DNA. (Calvo, 2007; Lancini GC, 1995).

A nivel biotecnoldgico, los actinomicetos son unos los microorganismos con mayor explotacion

para la obtencion de metabolitos potenciales, los géneros con mayor estudio y con mayor
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produccién de compuestos activos son Streptomyces, Saccharopolyspora, Amycolatopsis,
Micromonospora y Actinoplanes (Solanki R, 2008). Los componentes producidos por
actinomicetos tienen un nimero cercano a 13000 y de estos, los de amplio uso en la actualidad
son: antibacterianos como estreptomicina, eritromicina y cloranfenicol, antifungicos como
nistatina, antivirales como tunicamicina, antiparasitarios como avermectina, inmunosupresores
como rapamicina, antitumorales como actinomicina, mitomicina C y antraciclina, entre otros

(Quifiones-Aguilar, 2016).

Los metabolitos secundarios son moléculas orgéanicas complejas, producidas por diversas
cadenas de reacciones enzimaticas, confieren una gran variabilidad en la actividad biologica
producida, diferenciandose dos grupos, los bactericidas que eliminan el crecimiento de
microorganismos (amplio espectro) y los bacteriostaticos que bloguean el crecimiento del
microorganismo patégeno (bajo espectro) (Romero, 2014) . Dentro de estos grupos se destacan
cuatro modos de accion, los que acttan sobre las membranas celulares que afectan la actividad
selectiva de lamembrana, los que actian como inhibidores de la sintesis de la pared celular dejando
vulnerable a la célula, algunos que actdan como inhibidores de la sintesis proteica, produciendo el
colapso en la estructura y funciones celulares y los que inhiben procesos de replicacion bacteriana

(Guilhelmelli, 2013).

La bdsqueda en la industria de nuevos componentes activos para el control bacteriano ha
disminuido en la actualidad, producto de la alta inversion para el crecimiento, aislamiento y

purificacion de los compuestos producidos. Es importante resaltar que la probabilidad de
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aislamiento de una cepa de actinomiceto productora de un metabolito activo es de 1 entre 10000

aislados (Uzcategui Negron, 2013; Arasu, 2013; Aponte Ubillus, 2015).

Injuria bacteriana estimulacion para produccion de metabolitos secundarios

En actinomicetos la activacién del metabolismo secundario para obtencion de metabolitos
activos se ha realizado a partir de diferentes mecanismos y herramientas para aumentar. El método
con mayor aplicacion biotecnoldgica se sustenta en la injuria bacteriana que es la induccion de
ambientes estresantes generados por la variacion de las condiciones Optimas de crecimiento
bacteriano, por ejemplo la modificacion en la fuente principal de carbono, temperatura, pH,
humedad, y el ingreso de sustancias toxicas, estimulantes o ajenas al medio (Chaudhary, 2013;

Sugiyama, 2015).

Principales grupos de moléculas producidas por actinomicetos (PKS, NRPS e hibridos).

El crecimiento y desarrollo bacteriano es formado por reacciones metabdlicas primarias, que
buscan la produccion de moléculas esenciales para las funciones vitales en los microorganismos.
Las reacciones metabolicas secundarias, generalmente activadas por accion externa como lainjuria
bacteriana son productoras de metabolitos no esenciales o acompafantes de procesos proteicos

secundarios (Staunton, 2001; Hertweck, 2009)

Los metabolitos bacterianos secundarios son los que mayor uso industrial presentan en la
actualidad, por ser moléculas vinculadas a series de reacciones enzimaticas que confieren
regulacion o inhibicién de sistemas bacterianos ajenos (Fischbach, 2006). Dentro de los

metabolitos secundarios se encuentran los policétidos, que son compuestos con estructura y sitio
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de accion variable, responsables de aproximadamente un tercio de los productos farmacolégicos
utilizados en tratamientos terapéuticos como eritromicina, rifamicina, rapamisina, lovastatina, etc.,
y estrechamente relacionados con la biosintesis enzimatica de las policétido sintetasas (Castillo R.
D., 2017). Los productos de policétidos comprenden a polifenoles, macrdlidos, polienos y

poliésteres, entre otros (Santana, 2017).

Tipos de PKS

La clasificacion de los PK

S es de acuerdo a la organizacion de los dominios enzimaticos, para el montaje de la cadena

policetonica, organizando los PKS tipo I, Il y Ill, aunque los tipo Il se reportan en su mayoria

para plantas superiores (Rimando, 2007) Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de PKS. Fuente: (Hertweck., 2009, pag 18-32)

Tipo de PKS Bloques de Construccién Organismos

Tipo 1: modulares (no
iterativas); subtipo: cis-  ACP*, varias unidades de extension Bacterias
AT, trans - AT

Tipo 1: Iterativas;
ACP*, solo malonil-CoA como unidad  Principalmente hongos y
subtipo NR, PR, HR,
de extension algunas bacterias
PKS

ACP*, solo unidades de extension de Exclusivamente de
Tipo I1: iterativas
malonil-CoA Bacterias
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Principales plantas,
Acil-CoA solo malonil-CoA como
Tipo I11: iterativas algunas bacterias, hongos
unidad de extension

y animales
ACP*, malonil-CoA, aminoacidos Bacterias (modulares) y
Hibridos PKS-NRPS
como unidad de extension Hongos (iterativos)

ACP: Proteina acarreadora de grupos acilo.

PKS TIPO |
Complejos multienzimaticos de tamafios variables sintetizados por la enzima sintasas I, poseen
diferentes dominios cataliticos para la estructuracién de cadenas policétidicas con organizacion

modular, se encuentran involucrados en la biosintesis de policétidos poliéteres y macroélidos.

Los PKS tipo I iterativos son reconocidos por ser un modulo el responsable del alargue de la
cadena policetnica con varias repeticiones; los PKS tipo I no iterativos la cadena policeténica

solo realiza un paso por el médulo para su elongacion (Hertweck., 2009).

PKS TIPO II
Son complejos multienzimaticos conformados por varias proteinas, con accion iterativa para la
formacion de la cadena, estos son los responsables de la sintesis de policétidos aromaticos

(Rimando, 2007).
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PKS TIPO IlII.
Son un subtipo de enzimas con menor complejidad estructural y catalitica a los PKS TIPO |y
I1, son proteinas homodiméricas que actuan de forma repetitiva para la formacién de policétidos

aromaticos en su mayoria monociclicos (Sanz, 2005).

NRPS

Son péptidos no ribosomales sintetizados por enzimas sintetasas, en su mayoria son toxinas,
siderdforos, pigmentos, antibidticos e inmunosupresores, comparten con los PKS de médulos con
dominios obligatorios, esenciales para la adicion de péptidos y otros dominios para modificar los

péptidos en la cadena policétidica (Castillo R. D., 2017).

Hibridos NRPS/PKS

Las similitudes entre los dominios PKS y NRPS tanto estructurales y cataliticas, han permitido
la formacion de complejos hibridos NRPS/PKS, los complejos de enzimas formados han
proporcionado una mayor variabilidad de metabolitos secundarios y potenciales moléculas de

interés (Du L, 2001). Ejemplos de policétidos tipo I, I, NRPS e hibridos (Figura 7).
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Figura 7. Policétidos PKs PNR e hibridos PK-NRP terapeuticamente relevantes.

Fuente: (Fischbach, 2006, pag 2).

Antibioticos sintetizados a partir de PKS, NRPS e Hibridos.

A partir de los grupos de moléculas anteriores,

se han producido grupos de antibioticos

clasificados en familias por compartir estructuras y mecanismos quimicos similares. La tabla 2

describe los principales antibioticos producidos por actinomicetos, su estructura quimica y su sitio

de accion. (Lancini GC, 1995).

Tabla 2. Clasificacion de antibioticos producidos por actinomicetos por familias.

Fuente: (Evangelista-Martinez, 2007, pag 4-6).



CLASIFICACION

ANTIBIOTICO ESTRUCTURA

p-Lactamicos

Cefoxitina.
{Cefamicina semisint&tica).

Inhibe sintesis de pared
celular.

Aminoglucosidos

Estreptomicina.

Inhibe sintesis de
proteinas.
Unién en la subunidad
ribosomal 303,

Tetraciclinas

Tetraciclina.

Inhibe sintesis de
proteinas.
Union en la subunidad
ribosomal 303.

Macrolidos

Eritromicina.

Inhibe sintesis de
proteinas.
Unidn en Ia subunidad
ribosomal 505.

Folienos

Amfotericina B.

Alteracién de
permeabilidad en la
membrana.

Glicopeptidos

P =
Vancomicina. o, o
Inhibe sintesis de pared HO - oH
o
celular. H H
N H
L] -]

Rifamicinas Inhibician de sintesis de

Rifampicina.

RMA.
Union a la RMNA
polimerasa.

Fenicoles

Unién en la subunidad

Cloranfenicol.

Inhibe sintesis de
proteinas

50S.

Azdcares
complejos

Unién en la subunidad

Lincomicina.

Inhibe sintesis de
proteinas.

50S.

52
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Infecciones bacterianas en el departamento de Narifio

Los reportes de infecciones bacterianas en la comunidad Colombiana son elevados y con altas
tasas de recurrencia, cerca de 40% de los casos epidemioldgicos son producidos en mujeres y 12%
atribuidos a hombres (Foxman B, 2002) ; el registro de los aislados bacterianos causantes de dichas
infecciones son escasos, sin embargo, los antecedentes indican que el patégeno Escherichia coli es
responsable de 70 a 95% de las infecciones (Sivick KE M. H., 2010) y Staphylococcus aureus
patdgeno prevalente en infecciones urinarias en la poblacién perteneciente a la tercera edad o

inmunocomprometida en un 35% (Cruz, 2018).
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ANTECEDENTES

El aumento en el nimero de enfermedades causadas por microorganismos que adquirieron
resistencia a antibioticos de primera y segunda generacion se transforma en un problema critico y
de alta prioridad, el problema se ha acelerado con el mal uso de medicamentos, que unido a la
transferencia de genes incrementd la adquisicion de resistencia y la inoperatividad de los
tratamientos a infecciones. Por esto, la busqueda de nuevas fuentes, metodologias y protocolos ha
formado parte clave en la obtencion de metabolitos secundarios producidos por actinomicetos, con
potenciales en la inhibicion de bacterias patdgenas y otros usos industriales (Martinez-Trujillo,

2012).

La busqueda de nuevos hébitats que no han sufrido explotacion humana, es la principal fuente
de bacterias productoras de metabolitos secundarios potenciales, justificada en la obtencién de una
mayor diversidad de especies; la investigacion de Kumari, K. y colaboradores en 2017 comprueban
como el aislamiento de actinomicetos de suelos sin explotar, es alto y la presencia de aislados con
metabolitos potenciales cercano a 15 % (metabolitos con accion inhibitoria), indicando la alta

probabilidad de obtener potenciales metabolitos en zonas o nichos no explorados (Kumari, 2017).

De igual manera la investigacion realizada por Nafis y colaboradores en 2017, en nuevos nichos
ecologicos, encontraron que aproximadamente 20 % de sus aislados eran potenciales productores
de metabolitos con actividad antifangica. Igualmente, Ganesan y colaboradores en 2017 realizaron
el aislamiento de actinomicetos de diferentes suelos, reportando que 34% de los aislados

presentaron actividad antimicrobiana y antifingica de patdgenos resistentes, las dos
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investigaciones indican que nichos sin exploracién son potenciales para el descubrimiento de

moléculas activas.

Un factor limitante en la diversidad y composicion de las comunidades de actinomicetos es la
temperatura, asociada a un crecimiento 6ptimo a temperaturas entre 28 y 35 °C (Gebreyohannes,
2013), G. et al., 2013), sin embargo, la investigacion realizada por Shah, A. y colaboradores en
2017, reportd el crecimiento de actinomicetos en nuevas regiones altitudinales de Kashmir
Himalaya, que tienen temperaturas maximas de 24 °C, obteniendo un total de 121 aislados, de los

cuales 18 % presentaron actividad antimicrobiana de patdgenos (Shah, 2017).

Las condiciones especificas de un nuevo nicho como el manglar, pueden ser determinantes en
la composicion de actinomicetos y metabolitos. La investigacion de Palla, M. y colaboradores en
2018, menciona como un nuevo nicho como el manglar brinda una serie de propiedades, atributos
y redes de interaccion que puedan determinar la potencialidad de metabolitos producidos, las
condiciones alta de salinidad y la amplia fuente de materia organica disponible, generaron la
produccion acelerada de una mayor concentracion de metabolitos. El estudio se centré en el género
Streptomyces por ser el género mayor productor de metabolitos, esta investigacion evalud la
capacidad antifungica contra la levadura Candida albicans y reportd que Streptomyces

hydrogenans presentd el mayor potencial antifingico.

Una fuente estudiada son las asociaciones entre actinomicetos, plantas y animales, influyentes

en la sintesis de metabolitos potenciales. La investigacion realizada por Liu, C. y colaboradores en
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2017, encontrd una asociacion entre liquenes y actinomicetos, obteniendo 213 aislados, de los

cuales 22.5 % presentaron actividad antimicrobiana (Liu, 2017).

Hussaini, S. Z., & Gulve, R. en 2017, investigaron el control sobre bacterias Gram negativas
con el aislamiento de actinomicetos de sedimentos de cuerpos de agua dulce, en este estudio se
encontrd que 25 % de los aislados presentaron accion inhibitoria de las bacterias Gram negativas
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae vy
Salmonella typhi), modificando el esquema de obtencion aislados, a partir de cuerpos de agua

dulce (Hussaini, 2017).

Actualmente la incorporacion de herramientas tecnoldgicas como la metagendémica y mineria
de genes, han aportado en nuevas formas para la obtencion de metabolitos secundarios potenciales,
en la revision realizada por Niu, G. en 2017, se menciona como la construccion de librerias
gendmicas pueden ser importantes para la identificacion de la diversidad de genes y rutas
metabdlicas en actinomicetos, involucrados en la produccién compuestos con propiedades

inhibidoras de bacterias resistentes (Niu, 2017).

Finalmente, la incorporacion de elementos activos en las células de actinomicetos ha promovido
el aumento en la produccion y efecto inhibitorio de sus metabolitos, la investigacion realizada por
Rasool, U., & Hemalatha, S. en 2017, incorporé a nivel celular nanoparticulas de cobre, sustentado
en la mejora de la eficiencia en procesos enzimaticos, antimicrobianos, antifungicos vy

anticancerosos (Rasool, 2017).
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METODOLOGIA

Seleccion de la zona de muestreo y obtencion de muestras de suelo

La seleccion de la zona para la obtencién de las muestras de suelo, se encuentra guiada por
pardmetros ideales para el crecimiento de actinomicetos, como la composicién quimica y la
estructura fisica, que a su vez son determinantes del material geoldgico, la cubierta vegetal, los
factores climaticos y la topografia, donde la actividad humana también pasa a formar un papel
importante en la variacion y modificacion del sustrato, producto de procesos agricolas e

industriales (Schaetzl, 2015).

El departamento de Narifio posee una alta variacion altitudinal, que ha conformado
caracteristicas ambientales Unicas, formadoras de una compleja distribucion de plantas y animales
que a su vez determinan la composicion de la materia orgéanica e inorgénica en el suelo. Por lo
anterior, la presente investigacion seleccioné el bosque himedo de la Reserva Natural Rio Nambi,
reconocida por su alto nivel de conservacion, bajo nivel de intervencion antropogénica y alta
disponibilidad de materia orgénica en el suelo, ideal para el crecimiento de actinomicetos
(Codazzi, 2001).

La Reserva Natural Rio Nambi ubicada en el municipio de Barbacoas, corregimiento de
Altaquer, cubre un area aproximada de 1500 hectéreas, en su mayoria formadas por bosque pluvial
premontano, se encuentra ubicada entre los 1100 y 1900 m.s.n.m; la reserva es caracterizada por
sus altos indices de humedad, resultado de valores de precipitacion media anual cercanos a los

8000 mm y por su temperatura promedio de 19 °C (Figura 8) (Codazzi, 2001).
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Figura 8. Ubicacién geogréfica de la zona de estudio.

Bosque himedo de la reserva natural Rio Nambi. Fuente: Disefio grafico con el Software QGIS

Girona V 3.0.

Se seleccionaron extensiones de terreno conservadas, de estas se tomaron tres muestras
representativas de suelo de forma aleatoria con el método de Zig Zag (Andriulo, 2017), el terreno
de muestreo presento caracteres homogéneos en relacion a la composicién del material parental,
sin intervencion antropogenica y sin zonas pendientes, garantizando que la muestra sea
representativa de la zona de trabajado. Los puntos muestreados presentaron alta materia organica

en descomposicion, formadora un olor terroso indicativo de la presencia de Geosmina producida

por actinomicetos.
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Los puntos de muestreo de suelo seleccionados pasaron inicialmente por un proceso de
eliminacién de la cobertura vegetal conformada por pastos, raices y hojas. Posteriormente, se
realiz6 una perforacion en “V” en el terreno de 15 cm de los cuales se elimind 2 cm de la capa

superior y se deposit6 en bolsas ziploc (Figura 9) (Delgado, 2015).

Perforacion e “v™” Ferforacién de Scm aladoy
(Profundidad 15 cm) lado (obtencién muestra)

Obtencion muestra, 9 kg Muestra de suelo
por punto {eliminacidn parte superior)

Fecha

Hora

Sitio
Coordenadas
GPS

Figura 9. Protocolo de obtencién muestras de suelo (3 puntos). Fuente: esta investigacion

Transporte de muestras de suelo

Las muestras fueron depositadas en recipientes estériles a 4 °C, se aplico cadena de frio para
disminuir los procesos de degradacion, la actividad metabdlica y la variacién en los componentes
fisicoquimicos del suelo. El transporte se realiz6 en un tiempo menor a 72 horas, parametros
establecidos para los analisis de suelo y el aislamiento bacteriano (Gémez Giraldo, 2013).

Las tres muestras de suelo inicialmente pasaron por un proceso de homogeneizacion en
recipientes esteriles y posteriormente un cuarteo del suelo homogeneizado para su distribucion en

las diferentes pruebas (Figura 10). Para el aislamiento bacteriano se tomaron 30 g del
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homogeneizado de suelo por cada punto, proceso realizado en los laboratorios 604 Y 404 de

Microbiologia de la Universidad de Narifio.

Muestras de suelo Homogenizacién de suelo Cuarte muestras de suelo

3 kg de suelo por punto £
(pruebas fisicoquimicas).0

gramos para aislamiento 30 gramos para aislamiento
bacteriano bacteriano

Figura 10. Homogeneizacién y cuarteo de las muestras de suelo por punto.

Determinacion de componentes fisicoquimicas del suelo

Los analisis fisicoquimicos del suelo son una herramienta que permite evaluar el grado de
disponibilidad de nutrientes y elementos determinantes del crecimiento bacteriano e influyentes
en su distribucidn, riqueza y abundancia (Priyadharsini, 2015).

En campo se realiz6 la medicion de pH, temperatura, luminosidad y humedad del suelo (Ramos
Véasquez, 2008; Santamarina, 2008). Los analisis fisicoquimicos de suelo fueron realizados a partir
de 3 kilogramos por punto (Tomas R. C.-B., 2012) en el laboratorio de suelos agricolas de la
Universidad de Narifio, los parametros quimicos analizados fueron Intercambio catidénico, Materia

organica, Fosforo, Calcio, Magnesio, Potasio, Aluminio, Hierro, Manganeso, Cobre, Zinc, Boro,
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Nitrégeno, Carbono y Azufre y los parametros fisicos analizados fueron la densidad aparente
(Tomés R. C., 2012).
Aislamiento de Actinomicetos y Extraccion de Metabolitos

Diluciones seriadas para aislamiento de actinomicetos

En condiciones asépticas, se tomaron 10 gramos del homogenizado del total de 30 g por cada
punto y se depositaron en 90 mL de agua peptonada a 1 %, la solucidn se homogeneizo en vortex
formando la dilucion 1071, El proceso se repitié hasta la obtencion de la dilucion 107 (Arguello-

Navarro, 2014).

De las diluciones anteriores, se seleccionaron 1073, 10°y 107 (Martinez Z. et al., 2017). Por cada
dilucién se tomo6 100 pL y se sembro por triplicado de forma masiva en los medios de cultivo
bacteriano (Agar de aislamiento de actinomicetos (AlA), Agar Almidon Amoniacal (AAA), Agar
Sacarosa Almidon (ASA) y Agar Almidon Caseina (AAC) cada medio fue suplementado con
Nistatina (antifangico); los medios inoculados se incubaron a 30 °C por un tiempo méaximo de 30
dias, en los cuales se realiz6 observacion constante de la formacion de colonias caracteristicas de
actinomicetos para su respectivo aislamiento (Pérez-Rojas, 2015).

Perfil morfoldgico para identificacién de actinomicetos

Se realiz6 la caracterizacion morfoldgica de los aislados. Inicialmente se observé de forma
macroscopica estructuras como micelio vegetativo, micelio aéreo, esporas, margen del aislado y
elevacion y a su vez se registro la coloracion del micelio, esporas y presencia de exudado
(metabolito), finalmente, a nivel microscopico se realizo tincion de Gram (Garrity, 2001; Frade,

2018).
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Anélisis de crecimiento bacteriano

Se inocularon los aislados en 200 mL de caldo AlA, se realizaron mediciones de crecimiento
bacteriano cada 4 horas inicialmente y posteriormente cada 8 por un total de 92 horas, las
mediciones de crecimiento se llevaron a cabo con medidas de absorbancia a 530 nm en el
espectrofotometro UV-VIS Prove 3000. Las absorbancias obtenidas se analizaron en curvas de
crecimiento (absorbancia Vs tiempo).

Conservacion de aislados

Los aislados purificados se sembraron por triplicado de forma masiva sobre el agar AIA,
pasados 12 dias se afiadié 1 mL de agua peptona a 1% sobre los aislados ya esporulados y se hizo
un raspado sobre el micelio, la solucion se filtrd con algodon y se centrifugd en tubos falcon, el
precipitado conformado por esporas fue trasladado a criotubos donde se incorpor6 glicerol a 30 %
y se llevo a refrigeracion a -20 °C para su conservacion (Baltz, 2010).

Produccion de metabolitos

Los aislados fueron inoculados en Erlenmeyers que contenian 200 mL de caldo de produccién
para actinomicetos (R5) (Kieser, 2000), con agitacion de 180 rpm, temperatura de 30 °C por 10
dias. A partir de los 7 dias el medio de cultivo de los diferentes aislados cambi6 de color, activando
el metabolismo secundario por los limitados nutrientes y la modificacion en el pH del medio.

Extraccion y purificacion de metabolitos secundarios

Al medio R5 de cada aislado, se le adicionaron 100 mL de Acetato de etilo y se dejo en agitacion
por dos horas a 180 rpm y por una hora a 90 rpm; la solucion obtenida se llevo a decantacion, el
sobrenadante superior que contiene el solvente y los componente miscibles totales fueron llevados

a rota evaporacion en el equipo Heidolph Rotary Evaporator Hei VAP, la solucion final fue
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almacenada con la menor cantidad de solvente (Garrido, 2006; Maldonado Cepeda, 2010; Floros,
2016).
Inhibicién y Citotoxicidad de los Aislados

Pruebas inhibitorias de los metabolitos

Para la activacion de las cepas patdgenas preservadas en criotubos Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, se inoculd las colonias en el caldo Luria Bertani (LB) y ajusto a un patron
general de turbidez el crecimiento bacteriano (0,5 en la escala Mc Farland).

Prueba de antagonismo

Se realiz6 siembra por puncion por triplicado en medio AIA de los 11 aislados y se llevo a
incubacién a 30 °C por 7 dias donde se observo la formacion de esporas y la produccion de
metabolitos (manifestado en exudados o modificacion en la coloracion del medio). Posteriormente,
se incorpor6 Agar Miiller-Hinton Blando (MH) (conformado por 6 ml de Agar MH y 1 ml de las
colonias patégenas en caldo LB) sobre los aislados y se llevo a incubacion por 24 y 48 horas.

La presencia de halos fue registrada como antagonismo positivo (+), el crecimiento normal de
la bacteria patdgena se registr6 como negativo (-).

Prueba de inhibicién por pozos

Se trabajé el método de doble capa con un didmetro de 6 mm con sacabocados por cada pozo
en Agar MH. Inicialmente se realizo por triplicado la inoculacion de 20 pul. de metabolito por cada
aislado en cada pozo, se tom6 como control negativo agua destilada estéril y como control positivo
Amoxicilina; para confirmar que el solvente Acetato de etilo no era el productor de la inhibicion
se lo inoculd por triplicado. Finalmente, se incorpord una capa de Agar MH blando con las

bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Rojas, 2005).
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Prueba de inhibicion por sensidiscos

Se trabajo con Agar MH y con sensidiscos de diametro de 5mm. Inicialmente se realizé siembra
masiva de cada una de las bacterias patdgenas, consecutivamente, por triplicado se inocul6 20 uL
de los metabolitos de cada aislado en los sensidiscos, se tomé como control positivo (+) Amikasina
y como control negativo (-) agua destilada estéril, para confirmar que el solvente Acetato de etilo
no era el productor de la inhibicion se lo inocul6 por triplicado (Rojas, 2005).

Los halos producidos por los aislados en las pruebas con pozos y sensidiscos fueron medidos
con un Calibrador Pie de Rey en mm, el crecimiento intermedio reportado como bacteriostético
también fue medido.

Prueba de concentracion minima inhibitoria (MIC)

Se inocularon las bacterias resistentes Escherichia coli y Staphylococcus aureus en tubos con
caldo LB hasta la obtencion de un valor de 0,5 en la escala Mc Farland. En placas de micro dilucién
12x8 se adicionaron 80 pL de caldo estéril MH, 10 pL de la solucion anterior, se incorpord 10 uL
de metabolito total a diferentes concentraciones (concentraciones: 100%, 50%, 25%, 12,5%,
6,25%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39% Yy 0,19%), la columna 11 se tom6 como control positivo
(sin inoculacion de metabolito) y la columna 12 como control negativo (con amoxicilina), se llevd
a incubacion por 24 horas a 37 °C. Finalmente, se incorpor6 40 pL de Cloruro de trifenil-
tetrazolium y se incubd nuevamente por 12 horas (Castillo R. D., 2017; Ledn, 2019). Las lecturas
de Concentracion minima se realizaron como positivas cuando el medio cambio a coloracion roja
(crecimiento bacteriano positivo) y como negativas cuando el medio no modificé su color

(crecimiento bacteriano negativo).
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Prueba de Hemolisis (citotoxicidad)

Se llevo a crecimiento los 11 aislados en Agar sangre a 3y 5 %, se incub6 a 30 °C por 7 dias y
se registro la formacion de lisis (alfa o beta) o la ausencia de lisis (gamma), las bacterias que
formaron hemélisis gamma fueron tomadas como aislados con mayor potencial para la extraccion
de un metabolito con baja toxicidad (Bernal, 2015; Lamilla, 2018).

Identificacion del Metabolito Producido por la Colonia con Mayor Potencial Inhibitorio

Determinacion de componentes totales del metabolito por HPLC C18

El metabolito del aislado con la mayor actividad inhibitoria se llevo a Cromatografia Liquida
de Alta Resolucién (HPLC) con Columna 18 (C18), se usé como fase movil (A) agua+ 0,1% acido
féormico y (B) acetonitrilo + 0,1% de &cido formico; se explord de 5 a 100 % por 20 minutos para
la determinacion de los componentes activos totales (Chaparro Pedraza, 2010).

Extraccion y amplificacion de DNA

Basado en el manual Practical Streptomyces genetics del afio 2000, se selecciond el método
Salting Out como el mejor para la extraccion de DNA en los aislados, se realizaron unas
modificaciones para mejoras en el proceso de extraccion (Kieser, 2000).

Extraccion de DNA Salting Out

Se inoculd los 11 aislados en caldo TSB y se llevo a incubacion por 5 dias hasta observar
crecimiento bacteriano. Posteriormente, se centrifugd y el pellet formado por cada aislado se
conservo para las extracciones. De estos se tomaron 50 uL y se los resuspendio en 500 pL de
Buffer SET, después se adicionaron 10 pL de lisozima (10 mg. mI™) y se llevé a incubacion por
una hora a 37 °C con agitacion cada 10 minutos.

Consecutivamente, se adicionaron14 uL de proteinasa K, 60 uL. de SDS a 10% y 200 uL de

NaCl 5M, se mezclo por inversion y se llevo a incubacion por dos horas a 55 °C, después se dejo
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enfriar hasta los 37 °C y se afiadi6é 500 puL de cloroformo, se mezclé en vortex y se incub6 por 30
minutos a 20 °C y después se llevo a centrifugacion por 15 minutos a 6000 rpm.

El sobrenadante se transfirio a nuevos tubos eppendorf y se le incorpor6 0.6 volumenes de
isopropanol, se mezclo por inversion y se llevo a centrifugacion a 4 °C por 20 minutos a 14000
rpm, el sobrenadante resultante fue eliminado y se le incorporé al sedimento 5 volimenes de
etanol a 70 %, se llevd a centrifugacion por 10 minutos a 14000 rpm, el sobrenadante obtenido se
elimino y el sedimento fue secado a 37 °C hasta observar la evaporacion total del etanol. EI DNA
final se resuspendio en 30 pL. de Agua milliQ y se dej6 a 4 °C por 12 horas, finalmente se refrigero
a-20 °C.

Cuantificacién de ADN

La calidad de la extraccion de ADN se verific en un gel de agarosa 1% en una cdmara de
electroforesis Cleaver scientific Ltd a (70/300 cm?) voltios por 90 minutos, el marcador utilizado
fue Lambda AHind III (Promega). La corrida electroforética se observo en transiluminador Accuris

Instruments SMARTDOC TM.-

La concentracion final de DNA se obtuvo con el Nanodrop, posteriormente se llevo todas las
muestras a la misma concentracion para la amplificacion del gen 16S rRNA.

Amplificacion del gen 16S rRNA

Para la amplificacion del gen 16S rRNA, se utilizaron los cebadores universales 27F
[AGAGTTTGATCMTGGCTCAG] y 1041R [CGGTGTGTACAAGACCC].

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se realizdo en un volumen final de 25 uL,

formado por 16,375 puL de Agua MilliQ, 5 pL Buffer Colorless 5X (Promega), 1 uL. de MgCl2 2.5



67

mM (Promega), 0,5 pL de una mezcla ANTP 2.5 mM, 0,5 puL de cada cebador (27F y 1041R),
0,125 pL. de ADN polimerasa GoTaq R (Promega) (SU / uL) y 1 uL de DNA a 15 ng/ pL.

Se aplicaron los siguientes ciclos de amplificacion: inicialmente se dejardn por 2 minutos a 95
°C para desnaturalizacion inicial, seguido por 30 ciclos de 94 °C por 2 minutos, 55 °C por 1 minuto
y 72 °C por 3 minutos, con una elongacion final a 72 °C durante 10 minutos. Todas las reacciones

se realizaron en un termociclador en tubos Eppendorf de 0,2 ml.

Los fragmentos de ADN amplificados por PCR se visualizaron por electroforesis en gel de
agarosa a 1% en tampon TAE 1X por 90 minutos a 70 Voltios. Se utilizé el marcador molecular 1
Kb (Promega). Los fragmentos de ADN amplificados se visualizaron bajo luz ultravioleta en el
equipo Accuris Instruments SMARTDOC TM.

Los amplicones se enviaron para secuenciacion a Corpogen con nimero de contrato 064S-B-
2019-SEC. Las secuencias obtenidas se editaron utilizando el programa ClustalW y BLAST, para
la secuencia parcial del gen 16S rRNA y se alinearon con secuencias de nucleétidos almacenadas

en las bases de datos GenBank / Ribosomal Database Project / NCBI.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Colecta de muestras de suelo

La muestra de suelo para el primer punto se colectdo a una altura de 1400 m.s.n.m con
coordenadas N 01°, 17.1" 29”7, W 0.78°, 0,41", 470", para el segundo punto se colecto a una altura
de 1444 m.s.n.m con coordenadas N 01°, 17", 62”, W 78°, 4", 453” y para el tercer punto con una
altura de 1428 m.s.n.m y coordenadas N 01°, 17", 1177, W 78°, 4", 419”.

Los puntos de extraccidon presentaron capas de hojarasca con aproximadamente 20 mm de
altura, confirmando la alta disponibilidad de materia organica para el desarrollo bacteriano y
ausencia de inclinacion, transito o retencion de cuerpos de agua que influyan en la composicion

bacteriana y en los componentes fisicoquimicos del suelo.

Anélisis fisicoquimico de suelos

La cuantificacion de fosforo (P), magnesio (Mg), potasio (K), cobre (Cu) y azufre (S) en los
tres puntos es menor a la reportada por Codazzi y colaboradores (2001) y USDA, (1999) para
componentes fisicoquimicos de suelo(Tabla 3.). La composicion de los macronutrientes P, Mg, K
y S reporta inferior a la 6ptima para suelos (Codazzi, 2001), contribuy6 al bajo desarrollo
bacteriano por establecer factores limitantes vinculados a procesos metabdélicos primarios vitales
(Villanueva, 2011). . Los actinomicetos son uno de los microorganismos con alta especificidad por
cierto tipo de moléculas para su crecimiento como los azucares, las bajas concentraciones de estos
macronutrientes en el medio restringio el normal crecimiento de algunos actinomicetos. Los

procesos de degradacion microbianos son influyentes en las condiciones acido-basicas del suelo y
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formadores de presiones selectivas sobre organismos con bajas tolerancias a la modificacion del
pH. Este factor posiblemente influyo en la composicion de la poblacién de actinomicetos aislados.

El punto tres presento los valores méas bajos de los elementos analizados (50 % del total de
pruebas) en relacién a los otros puntos, predominando con bajos contenidos de fésforo (P), calcio
(Ca), magnesio (Mg), manganeso (Mn), cobre (Cu), zinc (Zn) y Azufre (S). (Tabla 3, fila C),
dificultando los procesos metabolicos vinculados al crecimiento bacteriano. A diferencia del punto
1, el cual solo present6 bajas cantidades en 17 % de las pruebas, estableciendo el punto con las
mejores condiciones para el aislamiento bacteriano (Tabla 3.).

Las variaciones en los componentes fisicoquimicos en las muestras de suelo estan determinados
por la composicion vegetal y animal circundante, ademas, las condiciones micro climaticas de
cada punto establecen la formacién de nuevas redes de interacciones modificantes de los
componentes presentes. Las bajas concentraciones de algunos elementos o nutrientes influyeron
en la diversidad y abundancias de los aislados obtenidos como lo reporta Aguilera en el afio 2000.

Tabla 3. Analisis Fisicoquimico de las Muestras de Suelo

PUNTO 1(A) 2 (B) 3(C)
4,43 4,36 4,45
Potenciometro (pH) ) ) )
Acido Acido Acido
Materia  organica 32 24,5 19,7
(%) Alto Alto Alto
13,6 4,83 4,33

Fosforo (mg/Kg)
Bajo Bajo Bajo




Intercambio

catiénico (cmol/Kg)

Calcio (cmol/Kg)

Magnesio (cmol/Kg)

Potasio (cmol/Kg)

Aluminio (cmol/Kg)

Hierro (mg/Kg)

Manganeso (mg/Kg)

Cobre (mg/Kg)

Zinc (mg/Kg)

Boro (mg/Kg)

Nitrégeno (%o)

71,7
Alto
7,66
Alto
2,48
Medio
0,6
Alto
2,15
Alto
205
Alto
10,1
Alto
0,47
Bajo
1,78
Medio
0,18
Bajo
0,78

Alto

59,1
Alto
0.24
Bajo
0,36
Bajo
0,27
Bajo
4,86
Alto
190
Alto
0,4
Bajo
0,93
Bajo
0,93
Bajo
0,33
Medio
0,71

Alto

49,3
Bajo
0,08
Bajo
0,37
Bajo
0,29
Bajo
2,68
Alto
113
Alto
1,2
Bajo
0,84
Bajo
0,84
Bajo
0,38
Medio
0,63

Alto
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18,6
Carbono (%)
Alto
10,3
Azufre (mg/Kg)
Medio
0,55
Densidad (g/cc)
Organico

14,2
Alto

4,13
Bajo

0,4

Organico

11,4
Bajo

2,37
Bajo

0,7

Organico

Nota: Los elementos con medicion en cantidades fueron registrados

con interpretaciones de Alto (muy frecuente), Medio (Frecuente) y Bajo

(escaso).
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Los factores fisicoquimicos con mayor influencia en el crecimiento de actinomicetos fueron:

pH, materia organica, intercambio catiénico, potasio (K), aluminio (Al), hierro (Fe), boro (B),

nitrégeno (N) y carbono (C), por presentarse en frecuencias altas 0 medias en el suelo y generaron

el mayor nimero de aislados por punto de extraccion.

Tabla 4. Pruebas Fisicoquimicas Tomadas en Campo

PUNTO 1 3

Potenciémetro (pH) 6,8 7,1 7,1
Luminosidad 80 110 110
Humedad 2 4,5

Nota: Los valores de Luminosidad tienen escala de 0 a 2000 y los valores de humedad escala

de0all
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Aislamiento bacteriano

Los componentes fisicoquimicos analizados en las tablas 3 y 4 indicaron como la presencia de
ciertos componentes fueron de mayor importancia, reflejado en el punto dos con 6 aislados
bacterianos, seguido por el punto tres con 4 aislados y el punto uno con 1 aislado (Tabla 5). La alta
0 baja concentracion del 6ptimo para suelos en micronutrientes influyd en la composicion
bacteriana, por ser esenciales en bajas concentraciones. Algunos micronutrientes en altas
cantidades son toxicos, influyendo en la absorcion de otros componentes y formando compuestos
con mayor complejidad, que incide en el balance &cido- base del suelo.

El aislamiento y purificacion bacteriana se realizé en el Agar AlA suplementado con Nistatina
(Antifungico), por presentar el mayor crecimiento y ndmero de aislados con caracteristicas
semejantes a actinomicetos con fuentes de carbono y nitrégeno similares a las observadas en las
muestras de suelo. Las caracteristicas macroscopicas para seleccién de los aislados se reportan en
la Tabla 6 y las caracteristicas morfologias microscépicas basadas en la tincion de Gram en la
Figura 11.

Los aislados obtenidos fueron codificados con referencia al punto de aislamiento (p1, p2, p3),

la dilucion madre (-3, -5, -7) y el nimero en secuencia en que fue aislado.

Tabla 5. Aislados Bacterianos con Morfologia Semejante a Actinomicetos

Punto Aislados Medio
1 1 AlA
2 6 AlA

3 4 AlA




Nota: El agar AIA fue seleccionado como medio de

aislamiento por presentar el mayor nimero de colonias
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Tincién de Gram 11 Aislados

A

B C D
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micelio y esporas

Nota: Aislados bacterianos: p1718 (A), p2758 (B), p2559 (C), p2360 (D), p2761 (E), p2763

(F), p2566 (G), p3569 (H), p3770 (1), p3371 (J), p3772 (K). Algunos aislados presentan

Figura 11. Tincion de Gram aislados (usaron la misma magnificacion para todas las

imagenes?)

Tabla 6. Caracteristicas macroscopicas de los aislados.

Observacién Macroscépica de los Aislados

Text Consist Color Color Eleva
Aislado Margen Pigmento
ura encia Anverso Reverso cién
Gris Transpare
P1718 Seca Irregular Terrosa Gris Baja
Oscuro nte-amarillo
Marrén Amarillo
P2758 Seca Irregular Terrosa Gris Baja
Oscuro Claro




P2559

P2360

P2761

P2763

P2566

P3569

P3770

P3371

P3772

Seca

Seca

Seca

Seca

Seca

Seca

Seca

Seca

Seca

Irregular

Irregular

Irregular

Redondo

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Irregular

Arenos

Terrosa

Terrosa

Arenos

a

Arenos

a Blanda

Terrosa

Terrosa

Terrosa

Arenos

a

Gris

Claro

Marron

Gris

Amarilla

Aband

Blanco

Gris-

Blanco

Gris

Gris

Claro

Gris

Oscuro

Marron

Gris-

Marrén

Marron

Aband

Marrén

Gris

Gris

Oscuro

Marrén

Oscuro

Transpare
nte
Amarillo
opaco
Amarillo
oscuro
Naranja

oscuro

Naranja

Amarillo
Amarillo
claro
Amarillo
opaco
Amarillo

oscuro

Nota: Las observaciones macroscopicas se realizaron con los aislados esporulados
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Baja

Baja

Baja

Baja

Baja

Baja

Baja

Baja

Baja

De los aislados obtenidos se realizd la extraccion de esporas y su conservacion en criotubos con

glicerol a 30 % a -20 °C.
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TIEMPO (HORAS)
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Figura 12. Curva de crecimiento de los aislados.
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Los aislados p2360, p2763, p2761 y p3770 al igual que los aislados p3569, p3371 y 03772
presentan curvas de crecimiento similares, posiblemente estos aislados pertenezcan al mismo
género de actinomiceto.

A las 52 horas todos los aislados generaron un declive en su crecimiento, indicando el inicio de
la fase de latencia producido por la reduccién en los componentes del caldo. También indica el
inicio de estrés bacteriano por la disminucion del sustrato y la potencial activacion de la ruta
metabdlica secundaria responsables de la produccidn de la mayoria de metabolitos activos (Figura
12).

Produccion y extraccion de metabolitos

El medio de produccion seleccionado fue R5 por observarse la mayor produccion de
metabolitos secundarios (variacion en la coloracion del caldo). La produccion de metabolitos se
observo a partir de los 7 dias evidenciados con el cambio de coloracion de los caldos de cultivo.
La extraccion realizada con el solvente acetato de etilo formé una capa sobrenadante que se llevd
a rotaevaporacion. Los extractos finales obtenidos (Figura 13) fueron almacenados con la menor
concentracion de solvente.

Los extractos de los aislados p2559, p2763 y p3371 presentaron dos fases por lo cual se realiz6
separacion, rotulando la fase superior normalmente (p2559, p2763 y p3371) y la fase inferior

(p2559.1, p2763.1 y p3371.1).

Metabolitos Extraidos de los Aislados

A B C D
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Nota: Metabolitos de los Aislados: p1718 (A), p2758 (B), p2559 (C), p2360 (D), p2761 (E),
p2763 (F), p2566 (G), p3569 (H), p3770 (1), p3371 (J), p3772 (K).Los metabolitos de los
aislados p2559, p2763 y p3371 presentaron dos fases, por lo cual se realiz6 separacion en dos

componentes.

Figura 13. Metabolitos extraidos con solvente Acetato de etilo
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Perfil de resistencia de las bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Tabla 7. Perfil de Resistencia a Antibioticos de las Bacterias Patogenas

Antibidticos Escherichia Staphylococcus aureus
coli

Penicilina (P10) R S

Ampicilina (AM) S -

Amoxicilina (AMX) I -

Cefotoxima (CTX) R S
Trimetoprima/sulfametoxazol (SXT) R -
Gentamicina (CN) S -
Aztreonam (ATM) R R
Ciprofloxacina (CIP) R -
Imipenem (IPM) S -

Amikasina (AK) S S

Nota: Las siglas R (Resistente), | (intermedio) y S (sensible) indican la sensibilidad a

los antibidticos (Guerrero, 2019)

Las bacterias patdgenas Escherichia coli y Staphylococcus aureus asociadas a infecciones
bacterias, se encuentran catalogadas por la OMS dentro de la lista de prioridad critica (OMS,
2017). Los perfiles de resistencia obtenidos indican que Escherichia coli es una bacteria

Panresistente y Staphylococcus aureus una bacteria Multiresistente (Tabla 7.) (Mensa, 2018).
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Los niveles tan altos de resistencia a antibidticos en especial cuando es de multiples familias,
son una prioridad principal para los centros de salud publica y la comunidad en general. La
emergencia sanitaria por resistencia bacteriana ha incrementado descontroladamente desde la
aparicion de los primeros antibidticos y tiende a convertirse en la fuente de la siguiente era de
mortalidad humana, por ser las opciones terapéuticas para este tipo de infecciones limitadas y no
siempre éptimas para su tratamiento (Oteo, 2014)

La obtencién de resultados positivos con la capacidad inhibitoria de los aislados brinda una
potencial solucion de tratamiento para las infecciones bacterianas producidas por bacterias
patdgenas resistentes.

Pruebas de capacidad inhibitoria de los aislados

Se realizd la evaluacién de la capacidad inhibitoria de los aislados con las pruebas de
Antagonismo e inhibicién por pozos y sensidiscos. De los resultados obtenidos el aislado con
mayor capacidad inhibitoria fue seleccionado para la prueba de Concentracion Minima Inhibitoria
(MIC).

Antagonismo

La prueba de antagonismo de los 11 aislados revel6 que 5 aislados (45.45 %) presentaron
actividad antagonica frente a Escherichia coli y 4 aislados (36.36 %) presentaron actividad
antagonica frente a Staphylococcus aureus. Los aislados p2566 y p3569 fueron positivos con los
dos patdgenos (Tabla 8.).

Al igual que las investigaciones realizadas por Jalali, H. y colaboradores, (2016),
Khucharoenphaisan K. y colaboradores (2012) y Usha, R. y colaboradores (2011), que reportaron
actividad antagonica de actinomiceto aislados de diferentes nichos sobre Escherichia coli y

Staphylococcus aureus, la investigacion encontrd aislados productores de metabolito potenciales
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para el control de estos patdgenos. Sin embargo, la prueba antagénica no reflejé la mejor accion
inhibitoria de todos los aislados, posiblemente la difusion del metabolito o la activaciéon del
metabolismo secundario no fueron desarrollados en esta prueba, generando antagonismos
negativos.

Tabla 8. Prueba de Antagonismo por Método en Doble Capa

Escherichi Staphylococcus

Aislado

a coli aureus
pl718 — —
p2758 + —
p2559 — —
p2360 + —
p2761 — _
p2763 * —
p2566 * +
p3569 * +
p3770 — +
p3371 — +
p3772 — —

Nota: Prueba positiva (+) con la observacién de
antagonismo, prueba negativa (—) con la

observacién de crecimiento normal del patdgeno.
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Inhibicion por pozos

De los 14 extractos obtenidos sélo el extracto p3772 (7.14 %) presentd inhibicion sobre
Escherichia coli y los extractos p2758, p2360 y p3772 (21.42 %) presentaron inhibicién sobre
Staphylococcus aureus con el método por difusion en pozos (Tabla 9). Se observo una generacion
de halos mayor a la presentada en antagonismo por ser facilitada la movilizacion y difusién de lo
componentes.

Tabla 9. Prueba de Inhibicion por Pozos Medido en (mm)

Escherichia Staphylococcus

Aislado

coli aureus
p1718 0 0
p2758 0 9
p2559 0 0
p2559.1 0 0
p2360 0 16
p2761 0 0
p2763 0 0
p2763.1 0 0
p2566 0 0
p3569 0 0
p3770 0 0
p3371 0 0

p3371.1 0 0
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p3772 10,1 15.66

Acetato de etilo 0 0

Nota: Se inoculd por triplicado el solvente Acetato de
etilo para confirmar que no interviene en la generacion de

inhibicion

Inhibicion por sensidiscos

De los 14 extractos obtenidos, los extractos p2559.1, p2360, p2761, p2763, p2763.1, p3770 y
p3772 (50%) presentaron actividad inhibitoria frente a Escherichia coli, los extractos p1718,
p2559y p3371.1 (21.42 %) presentaron actividad reguladora o controladora (bacteriostatica) de
Escherichia coli, observada en la baja concentracion de colonias alrededor del sensidiscos. Sélo
el extracto p3772 (7.14 %) presentd actividad inhibitoria sobre Staphylococcus aureus, los
extractos pl717, p2763.1 y p3770 (21,42 %) presentaron actividad bacteriostatica de este
patégeno (Tabla 10).

Tabla 10. Prueba de Inhibicién por Sensidiscos medido en (mm)

Escherichia Staphylococcus

Aislado

coli aureus
pl718 3,3 3
p2758 0 0
p2559 2,55 0
p2559.1 8.5 0

p2360 17.8 0
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p2761 8.5 0
p2763 13.32 0
p2763.1 16.83 3
p2566 0 0
p3569 0 0
p3770 11.2 2,66
p3371 0 0
p3371.1 4.16 0
p3772 9.76 15,33
Acetato de etilo 0 0

Nota: Se inoculd por triplicado el solvente Acetato de etilo
para confirmar que no interviene en la generacion de

inhibicion

En las pruebas de inhibicion con pozos y sensidiscos se realizé la inoculacion del solvente
Acetato de etilo, verificando que el solvente no es el productor de la actividad inhibitoria, porque
los metabolitos se encontraban disueltos en una fraccion minima del solvente. El resultado
obtenido fue negativo en las dos pruebas, indicando que la actividad inhibitoria era realizada por
los metabolitos aislados (Tabla 10.).

Investigaciones realizadas por Belyagoubi y colaboradores (2018), Guevara y colaboradores
(2017), Pérez y colaboradores (2015) y Gebreyohannes (2013) presentan que de 8 a 45 % de los
metabolitos aislados de actinomicetos tienen actividad inhibitoria similar a la reportada en esta

investigacion. Sin embargo, el nimero de reportes anuales de investigaciones realizadas con
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bacterias Multiresistentes o Panresistentes asociadas a infecciones humanas es menor en
comparacion al reportado para bacterias contaminantes de alimentos, dando una potencial fuente
de inhibicion de patdgenos en otros sectores de interés.

Concentracion minima inhibitoria

Los valores obtenidos en las pruebas de antagonismo e inhibicion por pozos y sensidiscos
indicaron al aislado p3772 como el productor de metabolitos con capacidad inhibitoria de las
bacterias patdgenas Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

La prueba de Concentracion Minima Inhibitoria realizada en placas de micro dilucion (8X12),
la fila nimero 11 se trabajé como control positivo sin la inoculacion de metabolito (coloracion
roja) y la fila nimero 12 fue tratada con el antibiético Amoxicilina y reportada como control
negativo (coloracion amarilla) (Tabla 11.).

Tabla 11. Concentracion Minima Inhibitoria de los Metabolitos Producidos por el Aislado

p3772

Concentracion Escherichia coli
Pozos
% Sensibilidad

1 100 — SENSIBLE
2 50 — SENSIBLE
3 25 — SENSIBLE
4 12,5 — SENSIBLE
5 6,25 — SENSIBLE
6 3,12 + INTERMEDIO

7 1,56 — SENSIBLE




87

8 0,78 — SENSIBLE
9 0,39 * INTERMEDIO
10 0,19 * INTERMEDIO

Control positivo
11 + RESISTENTE
(ausente de metabolito)

Control negativo

12 — SENSIBLE
(Amoxicilina)

Nota: Sensible (> 5 pozos con inhibicién), Intermedio (5 a 4 pozos con

inhibicion) y Resistente (< 4 pozos con inhibicion).

El porcentaje de accion antimicrobiana de los metabolitos totales para Escherichia coli se
presentaron hasta la concentracion 0,78 %. En la concentracion 3,12 % de metabolito se observo
un efecto intermedio de inhibicion, reflejado por el crecimiento bacteriano en 3 pozos, esto
posiblemente indique que se necesitan concentraciones superiores a 3.12 % para la obtencién de

actividad inhibitoria (Tabla 11).

Tabla 12. Concentracién Minima Inhibitoria de los Metabolitos Producidos por el Aislado

p3772

Concentracion Staphylococcus aureus
Pozos
% Sensibilidad
1 100 — SENSIBLE

2 50 — SENSIBLE
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3 25 — SENSIBLE
4 12,5 — SENSIBLE
5 6,25 — SENSIBLE
6 3,12 — SENSIBLE
7 1,56 + RESISTENTE
8 0,78 + RESISTENTE
9 0,39 — SENSIBLE
10 0,19 + INTERMEDIO

Control positivo (ausente
11 + RESISTENTE
de metabolito)

Control negativo
12 — SENSIBLE
(Amoxicilina)
Nota: Sensible (> 5 pozos con inhibicion), Intermedio (5 a 4 pozos

con inhibicion) y Resistente (< 4 pozos con inhibicion).

La prueba de Concentracion Minima Inhibitoria para Staphylococcus aureus indica efectividad
del metabolito hasta la concentracion 3,12 % (Tabla 12.).

La comparacion en los resultados obtenidos en la prueba MIC, revelaron que el metabolito
p3772 presenta inhibicidn de las bacterias patégenas (Rodrigues, 2018), posiblemente producto de
los variados metabolitos extraidos con el solvente, observando mayor sensibilidad de Escherichia
coli por el metabolito.

Los perfiles de sensibilidad obtenidos indican diferentes mecanismos de resistencia y difusion

de compuestos de las bacterias patogenas blanco frente al metabolito (Carvalho, 2016), observados
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en la inhibicién de los componentes presentes en el metabolito p3772 por Escherichia coli bacteria

Panresistencia.

Prueba de hemolisis.

Tabla 13. Prueba de Hemolisis

Aislado (a,poy)
p1718 Gamma
p2758 Gamma
p2559 Gamma
p2360 Gamma
p2761 Gamma
p2763 Gamma
p2566 Gamma
p3569 Gamma
p3770 Beta

p3371 Beta

p3772 Gamma

Nota: Procesos hemoliticos son
vinculados a  producciéon de

metabolitos
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Se realizé la prueba de hemolisis en Agar Sangre (AS) al 3 y 5%. Las observaciones obtenidas
en la concentracion a 3 % fueron nulas, no se presentd ningun tipo de hemolisis bacteriana.
Posteriormente, se realizO observaciones en la concentracion a 5 %, obteniendo resultados
hemoliticos en los aislados p3370 y p3371 (18.18 %), los 9 aislados restantes no presentaron
hemolisis (Tabla 13). En relacion al aislado p3772 la no presencia de citotoxicidad genera un
potencial metabolito para uso en procesos celulares.

Determinacion de componentes totales por HPLC C18

Tabla 14. Condiciones cromatograficas

N° Tiempo Flujo %A %B %C Curva

1 0.01 1.00 95.0 5.0 0.0 6

2 5.00 1.00 50.0 50. 0.0 6
0

3 10.00 1.00 20.0 80. 0.0 6
0

4 15.00 1.00 95.0 5.0 0.0 6

5 18.00 1.00 95.0 5.0 0.0 6

Se realiz0 ajuste en el tiempo de corrida cromatograficas, reduciendo estos hasta los 20 minutos,
buscando una mayor separacion de lo componente presentes en el metabolito del aislado p3772
(Tabla 14.).

Cromatograma del metabolito a 270 nm
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Figura 14. Cromatograma del metabolito extraido del aislado p3772.

Se realizé la corrida cromatogréafica del metabolito total p3772 a 270 nm, la Figura 14 indica la
deteccion de diferentes compuestos dentro del metabolito analizado, esto generado por la
extraccion total de componentes miscibles en el solvente Acetato de etilo (Figura 14.).

Para la observacién de los posibles metabolitos involucrados con la capacidad inhibitoria, se
realizaron corridas cromatograficas de los antibioticos Ampicilina, Estreptomicina, Eritromicina
y Cloranfenicol, se aplicaron iguales condiciones cromatograficas utilizadas en la corrida del
metabolito (Tabla 14), sin embargo, solo se obtuvo deteccidn del antibiotico cloranfenicol en un

tiempo de retencién de 7,8 minutos con una pureza superior a 95 % (Figura 15).

Cromatograma metabolito Vs cloranfenicol a 270 nm
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Nota: Metabolito en coloracion azul y Antibidtico Cloranfenicol en coloracion negra.
Figura 15. Cromatograma metabolito del aislado p3772 Vs cloranfenicol. A. metabolito a

escala normal, B. aproximacion del metabolito con el antibidtico.

Se realiz6 la corrida cromatografica de los componentes extraidos del caldo de produccion R5
estéril con el solvente Acetato de Etilo, utilizando el cromatograma obtenido como medio blanco.
El resultado obtenido en la Figura 16, no indica relacién entre los componentes presentes en el
medio blanco y el metabolito p3772, por presentar el medio blanco picos de retencién con indices
inferiores a 0,5 %, (incertidumbre con alta significacion). Por lo anterior, los componentes
observados en el cromatograma son productos metabolicos del aislado p3772 (Figura 16.).

Cromatograma metabolito Vs medio blanco a 270nm

AU

0.14
0.121
0.101
0.084
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0.04
0.024
Q\waﬁ/\uv\d

0.00

T L e s B s B B ey B
3.00 350 4.00 450 5.00 5.50 6.00 650 7.00 7.50 8.00 850 9.00 9.50 10.00 10.50 11.00 11.50 12.00

Nota: Metabolito en coloracion azul y Medio blanco en coloracion negra.

Figura 16. Cromatograma medio blanco (caldo de cultivo R5) vs metabolito del aislado p3772
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Los resultados obtenidos en el cromatograma del metabolito (Figura 13), indican la presencia
de 12 compuesto representativos con valores superiores a 0,5 %, indicando la presencia de

diferentes componentes vinculados a procesos inhibitorios (Tabla 15).

Tabla 15. Componentes representativos en el metabolito p3772

Nombre Tiempo de Area % Altura Peak
retencion Area Lambda
Max.
1 3.243 6191 34.17 182843 205.9
015 8
2 3.353 5955 3.29 386304 200.0
31
3 3.487 1161 6.41 274393 210.6
835
4 3.895 3049 16.83 232872 204.7
744
5 4.173 3418 18.87 488552 204.7
562
6 5.194 2221 1.23 64080 200.0
05
7 5.908 1304 0.72 33534 225.9
10

8 6.088 1972 1.09 37358 230.6




02
9 7.009 6712 3.71 168437
62

10 7.538 9315 0.51 22407

11 10.591 9947 0.55 25711

12 10.807 2285 12.62 475450

923

220.0

201.2

209.4

223.5

Se realiz6 la seleccion de los componentes representativos en el

determinacion de tiempo de retencion y el area (Figura 17).

000 — A= A

3.00 4,00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Minutes

Figura 17. Cromatograma del metabolito p3772 con los componentes mas representativos.
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cromatograma, la

Los tiempos de retencion del metabolito y del antibidtico cloranfenicol se presentaron cercanos,

sin embargo, el componente no presentd altura y area similar a la presentada por el antibidtico

(Figura 15). Por lo cual, se realizo el estudio de los 12 componentes representativo del metabolito

en relacion al espectro ultra violeta (UV) generado (Figura 18).



Espectro UV de los Componentes Representativos y Cloranfenicol
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Figura 18. Espectro UV de los componentes representativos y Cloranfenicol

Los antibidticos producidos por actinomicetos se encuentran ubicados dentro de familias por
presentar funciones activas similares (Tabla 2). Los espectros UV igualmente presentan
homologias en su conformacién, estableciendo la base para la identificacion de los componentes

0 variantes en estas familias.
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El espectro UV del cloranfenicol con absorcion de onda de 276.8 (pico 13, Figura 17.) presenta
similaridad con los espectros obtenidos en los picos 2, 4, 5y 6 con longitud de absorcion de onda
de 263.7, 275.6, 274.4 y 267.3 respectivamente, indicando una posible variante de estos
componentes en la familia de los Fenicoles de la cual es miembro el Cloranfenicol (Honorio,
2009).

El comportamiento observado en los espectros UV de los picos 2 y 6 y los picos 4 y 5, revelan

cercania entre estos componentes y una posible variante en su conformacién quimica.

Extraccion de DNAy PCR 16 S RNAr
Se realiz6 la extraccion de DNA de los 11 aislados con el protocolo Salting Out (modificado)

(Figura 19).

Lambda
2Hind 11T

p2559 p2360 p3770 P1718 p2758 p2761 p3371 p3772 p2763 p3569 p2566

Figura 19. DNA de aislados extraido con protocolo Salting Out

Resultado PCR de la subunidad ribosomal 16 S RNA r (Figura 20).
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Figura 20. PCR 16 S RNAr de los aislados
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CONCLUSIONES

Se realizo la extraccion de metabolitos con capacidad inhibitoria de bacterias patdgenas
vinculadas a procesos infecciosas, generando una potencial fuente de obtencion de compuestos

activos que brinde solucién al creciente reporte de resistencia bacteriana en Narifio y el mundo.

Los factores fisicoquimicos juegan un papel vital en el desarrollo y crecimiento de
actinomicetos, la disminucion en los macronutrientes y las condiciones &cidas en el suelo formaron

un factor limitante en su crecimiento.

La extraccion con acetato de etilo de los cultivos permitié obtener metabolitos con capacidad

inhibitoria, de igual forma se confirmo que el solvente como control no tiene accion inhibitoria.

El andlisis de los metabolitos por HPLC evidencid la presencia de 12 fracciones dentro del

metabolito total vinculadas en los procesos de inhibicion.

La evaluacion por HPLC report6 la no presencia de cloranfenicol en el metabolito total del
aislado p3772. Sin embargo, se realiz6 la observacion a través de espectro UV de metabolitos

pertenecientes a esta familia de antibidticos, generando una tentativa a variantes de cloranfenicol.
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Las pruebas antagonicas no revelaron resultados consistentes en comparacion a las realizadas
con el metabolito total, posiblemente por la difusion de los componentes metabdlicos a través del

medio o factores de activacion del metabolismo secundario.

El medio R5 de produccion no permitio la diferenciacion de halos de inhibicion en las pruebas,

producto de la répida dispersion de los aislados en el medio, dificultando la medicion.

Durante la rota evaporacion se observaron fracciones de metabolitos volatiles que no fueron
recuperados. Esta pérdida de componentes pudo generar una disminucion en la actividad

inhibitoria de los metabolitos.

Streptomyces son los mayores productores de metabolitos activos en actinomicetos, los

Fenicoles se encuentran dentro de estos, confirmando asi una posible variante de Cloranfenicol.
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RECOMENDACIONES

Suplementar medios con los elementos y nutrientes que generaron el mayor nimero de aislados,
puede ser la potencial solucion al bajo nimero de colonias aisladas y una fuente de adquision de
potenciales aislados con capacidad inhibitoria.

Realizar pruebas inhibitorias con microorganismos o linajes celulares, ampliaria el espectro de
actividad como por ejemplo funciones antitumorales, inmunosupresoras o antifingicos.

Aumentar el nimero de solventes para extraccion de metabolitos y evaluar si las colonias con

baja capacidad inhibitoria presentaban otros componentes activos con diferentes polaridades.
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