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Resumen

Introduccion: La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema de salud publica que manifiesta la disminuida eficacia
de estos agentes en la prevencion y tratamiento de una proporcidn cada vez mas amplia de patologias. Los actinomicetos son un
grupo bacteriano importante de productores de metabolitos activos contra patégenos. Objetivo: Aislar actinomicetos del bosque
tropical de Narifio, con potencial produccién de metabolitos inhibitorios contra bacterias multidrogo-resistentes. Materiales y
métodos: Se tomaron muestras de suelo de Bosque Tropical Himedo de la Reserva Natural del Rio Nambi, se analizaron
microbioldgica y molecularmente. Se estimuld la produccién in vitro de metabolitos secundarios y evalu6 el efecto inhibitorio de
estos extractos contra las bacterias multidrogo-resistentes Escherichia coli'y Staphylococcus aureus. Resultados: Se obtuvieron 11
aislados presuntivos, se confirmé que cuatro de ellos correspondieron al género Streptomyces sp. Las pruebas de inhibicién contra
bacterias multidrogo-resistentes E. coli y S. aureus, permitieron verificar que el aislado P3772 fue el mas eficiente en la inhibicién
de los patégenos. Conclusiones: Todos los actinomicetos evaluados presentan actividad antibacteriana contra al menos una de las
bacterias patégenas estudiadas; destacando el aislado P3772, que inhibe a E. coliy S. aureus. Se espera caracterizar los compuestos
vinculados a la actividad antibacteriana.

Palabras clave: Antibacterianos; farmacorresistencia bacteriana; Actinomycetales. (Fuente: DeCS, Bireme).

Abstract

Introduction: Antimicrobial resistance (AR) is a public health problem that reveals the diminished efficacy of these agents in the
prevention and treatment of an increasingly larger number of pathologies. Actinomycetes are an important bacterial producer
group of metabolites that are active against pathogens. Objective: To isolate actinomycetes from the tropical forest of Narifio
(Colombia), which have the potential to produce inhibitory metabolites against multi-drug resistant bacteria. Materials and
methods: Soil samples were taken from the Humid Tropical Forest of the Rio Nambi Natural Reserve and analyzed through
microbiological and molecular assays. In vitro production of secondary metabolites was first stimulated, followed by the assessment
of the inhibitory effect of these extracts against multi-drug resistant Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Results: 11
presumptive isolates were obtained, confirming that four of them corresponded to the Streptomycess sp. genus. The bacterial isolate
P3772 was identified as the one with the highest inhibitory effect against multi-drug resistant E. coli and S. aureus. Conclusions:
All the actinomycetes evaluated presented antibacterial activity. The isolate P3772 stands out, which inhibited both E. coli and S.
aureus. The compounds associated with this antibacterial activity will be characterized in future studies.

Keywords: Anti-bacterial agents; drug resistance, bacterial; Actinomycetales. (Source: DeCS, Bireme).
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Introduccion

La resistencia bacteriana es considerada una
problematica de salud publica mundial que genera
altas tasas de mortalidad. Aunque es de grandes
proporciones, es posible minimizar su impacto,
impulsando la busqueda de nuevos productos como
compuestos de origen metabdlico y genes que puedan
ser usados como antimicrobianos, cuyas fuentes sean
producto de la biodiversidad natural de los
ecosistemas, en este caso de la region narifiense(®).
Las principales causas de resistencia bacteriana se
vinculan al uso de antibidticos en las fuentes
primarias de alimentacién humana(®), en el entorno
clinico y en la industria, ocasionando mecanismos que
aumentan la probabilidad de generacién de
resistencia, multi-resistencia, resistencia-extrema y
pan-resistencia®. Adicionalmente, la movilizaciéon
humana facilita la diseminacion de genes, la
adaptacion bacteriana a diferentes ambientes® y
finalmente, a los procesos ecoldgico-evolutivos que
brindan mecanismos para la incorporaciéon de
material genético como plasmidos, transposones,
integrones, entre otros, que conllevan al aumento de
resistencia(t). Complementariamente, las variaciones
ambientales establecen condiciones ideales de
distribucion ilimitada de dichos genes, contribuyendo
a la tolerancia a los antimicrobianos presentes en
bacterias ambientales().

En Colombia, la incidencia de infecciones bacterianas
es elevada, cerca de 40% de los casos se dan en
mujeres y 12% en hombres. Los antecedentes indican
que el patégeno Escherichia coli, es responsable de
70% a 95% de las infecciones de origen bacteriano, y
Staphylococcus aureus del 35%6).

El desarrollo de resistencia en estas bacterias ha
resultado en la ineficacia de antibioticos de primera y
segunda generacion, por lo cual la tendencia es la
busqueda de microorganismos en zonas sin
exploracién humana con el fin de encontrar nuevas
fuentes de antibidticos(”. El aislamiento de
microorganismos a partir de ambientes sin
intervencion humana ha permitido caracterizar
diversas especies productoras de potenciales
metabolitos antibacterianos, ejemplo de ello lo
constituyen los actinomicetos®9, bacilos Gram
positivos formadores de cadenas micelares ubicados
en gran variedad de ecosistemas, con pH bajo de
suelo, disposicion alta de materia organica(®.
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Los actinomicetos son un grupo catalogado como uno
de los mas prometedores para la obtencion de fuentes
de antimicrobianos, ya que actualmente producen
entre 60% y 70% de los antibiéticos del mercado
farmacolégico®. Dentro de los metabdlitos (MS) con
actividad antibioética sintetizados por Streptomyces
sp, se destaca un grupo de compuestos denominados
policétidos y péptidos de sintesis no ribosomal, entre
los cuales se encuentran sustancias de aplicacién en
medicina y biotecnologia®). Estas bacterias requieren
de condiciones especificas como cantidad de materia
organica, pH, disponibilidad de sustratos en el suelo,
que de acuerdo con lo descrito en la literatura(0,
presentaria caracteristicas semejantes al ecosistema
narifiense de la Reserva Nambi(11.12),

Teniendo como base la problematica de la Resistencia
Antimicrobiana (RAM), este estudio se propuso aislar
actinomicetos del bosque tropical de Narifio, con
potencial produccién de metabolitos inhibitorios
contra bacterias multidrogo-resistentes. Para eso, se
trabajé con actinomicetos que, de acuerdo con lo
previamente descrito, son las principales bacterias

productoras de agentes antibacterianos, se
encuentran en ecosistemas poco explorados, y para
su crecimiento, requieren de caracteristicas

biolégicas y fisicoquimicas como las presentes en el
bosque tropical de Narifio.

Materiales y métodos

Lugar de muestreo, colecta,
tratamiento de suelo

Para el aislamiento de actinomicetos, se tomaron
muestras de suelo de la reserva Natural Rio Nambi,
perteneciente al departamento de Narifio, Colombia;
compuesta por un area aproximada de 1500 ha,
formada por bosque pluvial premontano, ubicada a
una altura entre 1100 y 1900 m.s.n.m. Esta se
caracteriza por presentar altos indices de humedad
como resultado de una precipitacion media anual
cercana a 8000 mm y temperatura promedio de 19
°C11), Se recolectaron de 5-10 g de muestras de suelo
con una perforacion en “V”, a una profundidad entre
2-8 cm(©13) tal como se presenta en la Tabla 1. El suelo
presentd capas de hojarasca de aproximadamente 20
mm, ausencia de inclinacion, transito o retencién de
cuerpos de agua, consecutivamente las alicuotas de
suelo se almacenaron y transportaron bajo
refrigeracion a 4°C al laboratorio de Procesos
Microbianos de la Universidad de Narifio para su
respectivo procesamiento.

transporte y
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Tabla 1. Ubicacion de los puntos de muestreo y altura de

cada uno
Punto de Coordenadas Altura
muestreo
P1 N01°,17.1° 29", W 1400 m.s.n.m
0.78°,0,41°, 470"
P2 N01°,17, 62", W 78°, 1444 m.s.n.m
4’ 453"
P3 N 01°,17°,117”, W 78°, 1428 m.s.n.m
4, 419”

Componentes fisicoquimicos del suelo

La determinacién de los componentes fisicoquimicos
del suelo fue realizada in situ usando el equipo WTW
Multi 343009, Los parametros determinados fueron,
pH, temperatura, luminosidad y humedad del suelo.
Ademas, se realizaron analisis quimicos de
intercambio cati6nico, materia organica, P, Ca, Mg, K,
Al, Fe, Mn, Cu, Zn, B, N, C, S y densidad aparente(14),

Aislamiento y caracterizacion morfolégica,
macroscopica y microscopica, y crecimiento de
las actinobacterias

De cada muestra procesada®®15), se realizé siembra
masiva por triplicado en los medios de cultivo: agar
de aislamiento de actinomicetos, agar almidén
amoniacal, agar sacarosa almidén y agar almidén
caseina, cada uno con adicion de Nistatina (20 ug/mlL)
como antifliingico, se incubaron a 30 °C por de 30 dias,
en incubadora marca BinderGmbH Bergstr 14 D-
78532 Tuttlingen.

Una vez se verificod el crecimiento inicial de los
actinomicetos, se observdé macroscépicamente la
presencia de micelio vegetativo, micelio aéreo,
esporas, margen del aislado y elevacion, ademas de la
coloracién del micelio, presencia de esporas y de
exudados. Posteriormente, se realizo tincién de Gram
para observar al microscopio (AmScope) a 100 X,
presencia de células filamentosas Gram positivas
formadoras de cadenas micelares(16. Los aislados
obtenidos fueron codificados con referencia al punto
de muestreo (P1, P2, P3), la dilucién madre (-3, -5, -7)
y el nimero en secuencia en que fue aislado.

Para las Dbacterias que se identificaron
posteriormente como Streptomyces sp, se realizd
curva de crecimiento microbiano.

Identificacion molecular

La extraccion de DNA en los aislados se realiz6 por el
método Salting Out(1718). La concentracion final de
DNA se determiné espectrofotométricamente usando
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el Nanodrop Thermo scientific, modelo Nanodrop One
C. Finalmente, todas las muestras se ajustaron a la
misma concentraciéon para la amplificaciéon del gen
16S RNAr. Para ello, se utilizaron los cebadores
universales 27F [5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3] y
1041R [5'CGGTGTGTACAAGACCC 37]. La PCR se
realizé en el equipo MULTIGENE OPTIMAX, Labnet
International, Inc. Para eso, se prepard una mezcla
que contenia Agua MilliQ, Buffer Colorless 5X
(Promega), MgCl, (Promega), de dNTP, cebadores
(27F y 1041R), ADN polimerasa GoTaq R (Promega)
y DNA. Para la reaccién, se aplicaron los siguientes
ciclos: inicio 2 min a 95 °C para desnaturalizacion
inicial, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 2 min, 55 °C
por 1 miny 72 °C por 3 min, con una elongacién final
a 72 °C por 10 min. Los fragmentos de ADN
amplificados por PCR se visualizaron por
electroforesis en gel de agarosa a 1% usando como
intercalante gel red (Biotium).

Los amplicones fueron secuenciados por la Empresa
Corpogen mediante el contrato 064S-B-2019-SEC. Las
secuencias obtenidas se editaron utilizando el
programa ClustalW'y BLAST. Para la secuencia parcial
del gen 16S rRNA se alinearon con secuencias de
nucle6tidos almacenadas en las bases de datos
GenBank/Ribosomal Database Project/NCBI.

Produccion y extraccion de metabolitos
secundarios

Las esporas de los aislados fueron reactivadas a 30 °C
durante 3 dias en 10 mL de caldo tripticasa soja (TS),
posteriormente 2 ml de este medio fueron inoculados
en 200 mL de medio (R5) para aislamiento de
actinomicetos Himedia Ref M490 (Proteina M-Sales
de caseinato de sodio 2 g/L; L-Asparagina 0,1 g/L;
Propionato de sodio 4 g/L; fosfato de hidrdégeno
dipotasico 0,5 g/L; sulfato de magnesio 0,1 g/L;
sulfato ferroso 0,001 g/L; Agar 15 g/L; pH final de 8,1
a25°C+0,2) recomendado como medio de estrés(518).
Se inocularon 2 ml de estos, en 200 mL de medio
R508) e incubaron a 30 °C /180 rpm por 10 dias. A
partir de los siete dias se detecté cambio de color en
el medio de cultivo de los diferentes aislados(18),
indicando el agotamiento del sustrato principal y

activacion del metabolismo secundario(18),

Terminada la incubacion, al medio R5 se le
adicionaron 100 mL de Acetato de etilo. La
precipitacién con acetato de etilo o mezclas con este,
es un protocolo comun en la obtencién de compuestos
con actividad antimicrobiana(>18), se agité por dos
horas a 180 rpm y por 1 h a 90 rpm; y finalmente se
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llevd a separacion en embudo de decantacién a
temperatura ambiente. Se tomo la fase organica y se
secO por rota-evaporacion hasta obtener la menor
cantidad posible de solucion (Equipo Heidolph Rotary
Evaporator Hei VAP)(17),

Perfil de resistencia a antibi6ticos de las bacterias
patdégenas

Se determin6 mediante la técnica de Bauer Kirby el
perfil de resistencia de las bacterias patégenas E. coli
y S. aureus aisladas de muestras hospitalarias y
conservadas en el Banco de Células Primarias del
Laboratorio de Procesos Microbianos de 1la
Universidad de Narifio se determiné mediante la
técnica de Bauer Kirby(1920). Los antibidticos usados
fueron: (P) penicilina, (SAM) ampicilina (10pug),
(AMC) amoxicilina (30ug), (CTX) cefotoxima (30ug),

(STX) trimetroprim-sulfametoxazol (25ug), (CN)
gentamicina (10ug), (ATM) aztreonam, (CIP)
ciprofloxacina (5ug), (IPM) imipenem, (AK)

amikacina (30pg), (S) estreptomicina (10pg) y (EM)
eritromicina (30ng) (OXOID).

Pruebas de inhibicién de bacterias patégenas por
los extractos metabdlicos

Para la prueba de inhibicién se trabajé con el método
de doble capa en Agar Mueller Hinton (MH), con 6 mm
de didametro por pozo@®D. Inicialmente, se adicioné la
primera capa de agar MH y se perforaron los pozos,
posteriormente, se adicionaron en el medio de cultivo
20 uL del extracto metabdlico obtenido de cada
aislado en cada pozo. Para el control negativo se
utiliz6 agua destilada estéril y para el control positivo
AMC (30pg). Finalmente, se incorpor6 otra capa de
agar MH blando con las bacterias patégenas E. coliy S.
aureus en solucion. Los resultados fueron positivos
(+) cuando hubo presencia de halos, y negativos (-) en
ausencia.

Para la prueba de inhibicién por sensidiscos se
trabajo con Agar MH y con sensidiscos de 5 mm de
didmetro. Inicialmente, se realizé siembra masiva de
las bacterias patégenas en medio de cultivo.
Posteriormente, se adicionaron 20 pL de los
respectivos extractos metabdlicos a los sensidiscos, el
control positivo (+) fue AK (30ug) y el negativo (-)
agua destilada estéril. Los halos producidos por los
metabolitos antibacterianos del extracto en las
pruebas de pozos y sensidiscos fueron medidos con
un Calibrador Pie de Rey en mm, el crecimiento
intermedio fue reportado como bacteriostatico
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también fue medido. Se inocul6 el solvente Acetato de
etilo como control negativo(18).

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

De acuerdo con los datos de inhibicién encontrados se
observd que el extracto con mayor efecto
antibacteriano fue el producido por el aislado P3772.
Previamente se reactivaron las bacterias patégenas
en tubos con caldo LB e incubaron a 37 °C hasta
obtener un valor de turbidez de 0,5 en la escala Mc
Farland. Para determinar la CMI de este extracto, en
placas de microtitulaciéon 12 x 8 se adicionaron 80 pL
de caldo estéril MH, 10 uL del medio LB que contenia
a las bacterias patégenas y 10 uL del extracto
metabodlico en porcentajes de 100%, 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39% y 0,19%
para un volumen final de 200 yL. La columna 11 de la
placa, sin adicion del extracto metabdlico se tomd
control positivo y la columna 12 con AMC 30pg/ml,
como control negativo. La placa preparada se incubo
a37°Cpor 24 h. Transcurrido el tiempo, se agregaron
40 uL de Cloruro de trifenil-tetrazolium y se incubd
por 12 h mas. Las lecturas de inhibicién se tomaron
como negativas cuando el medio cambié a coloraciéon
roja (crecimiento bacteriano positivo) y como
positivas cuando el medio no modificé su color
(crecimiento bacteriano negativo), ya que la
intensidad de la coloracién rojiza es directamente
proporcional a la actividad metabdlica de los
microorganismos. Los parametros de evaluacion
definidos fueron Sensible (>5 pozos con inhibicién),
Intermedio (5 a 4 pozos con inhibicién) y Resistente
(<4 pozos con inhibicién). Los resultados se
procesaron en un Heatmap en Microsoft Excel, donde
se realiz6 una matriz tomando 1 para sensible, 0,5
para intermedio y 0 para resistente.

Analisis del extracto metabdlico por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)
El extracto metabdlico con la mayor actividad
inhibitoria (P3772) fue analizado por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) en Columna
Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 en el equipo
Prominence Shimadzu. La fase movil (A) fue H,O+
0,1% acido féormico y (B) fue acetonitrilo + 0,1% de
acido férmico; en gradiente desde 5% a 100% de B
por 20 min con un flujo de 1mL/min. Como control, se
realiz6 una corrida utilizando el cloranfenicol, como
patrén, debido al tiempo de retencion en el que este
fue eluido de la columna cromatografica, de modo que
se compararon los perfiles cromatograficos.
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Prueba de citotoxicidad

Esta prueba fue realizada para evaluar los 4 aislados
identificados molecularmente como Streptomyces sp.
Para eso, se sembraron separadamente y por
triplicado, en agar sangre a concentracién de 3% y
5%, y se incubaron a 30 °C por 7 dias. Terminado el
tiempo de incubacion, se registro la formacién de lisis
(alfa o beta) o la ausencia de lisis (gamma), se
comprobd la presencia de hemolisis gamma(19).

Consideraciones éticas

El trabajo fue avalado por el Comité de Etica de la
Universidad de Narifio, en la sesion realizada el 19 de
febrero de 2020, mediante el Acta de aprobaciéon 001.

Resultados

Analisis fisicoquimico de suelos

Los resultados de los analisis fisicoquimicos
realizados mostraron que el punto 1 de muestreo
(P1) presentd6 los menores valores de pH,
luminosidad y humedad, contrario a los datos
obtenidos en el punto 3 (P3), cuyos valores fueron
mayores (Tabla 2).

Tabla 2. Pruebas fisicoquimicas tomadas en campo y
analisis fisicoquimico de las muestras de suelo

Parametro P1 P2 P3
pH 6,8 7,1 7,1
Luminosidad* 80 110 110
Humedad* 2 4 4,5
Muestras de suelo

pH 4,43 4,36 4,45
Materia organica (%) 32 24,5 19,7
Fésforo (mg/Kg) 13,6 4,83 4,33
Intercambio catiénico 71,7 59,1 49,3
(cmol/Kg)

Calcio (cmol/Kg) 7,66 0,24 0,08
Magnesio (cmol/Kg) 2,48 0,36 0,37
Potasio (cmol/Kg) 0,6 0,27 0,29
Aluminio (cmol/Kg) 2,15 4,86 2,68
Hierro (mg/Kg) 205 190 113
Manganeso (mg/Kg) 10,1 0,4 1,2
Cobre (mg/Kg) 0,47 0,93 0,84
Zinc (mg/Kg) 1,78 0,93 0,84
Boro (mg/Kg) 0,18 0,33 0,38
Nitrégeno (%) 0,78 0,71 0,63
Carbono (%) 18,6 14,2 11,4
Azufre (mg/Kg) 10,3 4,13 2,37
Densidad (g/cc) 0,55 0,4 0,7

*Los valores de Luminosidad tienen escala de 0 a 2000 y los valores de
humedad escalade 0 a 10
** P1, Punto 1; P2, Punto 2; P3, Punto 3
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La cuantificacién de P, Mg, K, Cu y S en los tres puntos
fue menor que la reportada previamente(1112) para
componentes fisicoquimicos de suelo (Tabla 2). La
composicién de los macronutrientes P, Mg, Ky S, fue
inferior a la 6ptima para suelos(1,

El P3 present6 las cantidades mdas bajas de los
elementos analizados en comparacién con los otros
puntos. Se presentaron bajos contenidos de P, Ca, Mg,
Mn, Cu, Zny S (Tabla 2, P3).

Aislamientos y crecimiento bacteriano

Se obtuvieron 11 aislados bacterianos, definidos por
las caracteristicas macro y microscépicas observadas.
El agar de aislamientos de actinomicetos (AIA)
suplementado con Nistatina fue seleccionado por
presentar la mayor cantidad de colonias. Al realizar la
tincion de Gram, y posteriormente observar al
microscopio, se verifico que los 11 aislados obtenidos,
presentaron las estructuras caracteristicas de
actinomicetos?). Las curvas de crecimiento
construidas a partir de los aislados pertenecientes al
género Streptomyces sp. se muestran en la (Figura 1).

Identificacion molecular

Garantizada la integridad del ADN obtenido, se
realizaron las amplificaciones correspondientes al
16S RNAr de los actinomicetos, y se obtuvo el
fragmento de 1500 pb esperado. Al realizar los
analisis de secuencias y comparar las secuencias de la
amplificacién del gen 16S rRNA respecto a las
encontradas en el NCBI (National Center for
Biotechnology Information), se determiné que 4 de los
11 aislados en estudio, correspondieron al género
Streptomyces (Tabla 3).

En concordancia con los resultados obtenidos, los
aislados P3772, P2761, P2758 'y P2559
correspondieron al género Streptomyces sp.

Perfil de resistencia a antibidticos de las bacterias
E. coliy S. aureus

Los perfiles de resistencia mostraron que E. coli fue
resistente a P, CTX, SXT, ATM y CIP; sensible a SAM,
CN, IPM, AK y sensibilidad intermedia a AMC. En
cuanto a S. aureus mostrd resistencia a ATM vy
sensibilidad a P, CTX, AK. Los demads antibioticos
evaluados presentaron resultado indeterminado.
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Figura 1. Curvas de crecimiento de los aislados. A). P2559; B). P2758; C). P2761 y D). P3772
Tabla 3. Identificacion por medio del analisis de secuencias de los aislados de bacterias obtenidos
. . . . Codigo de acceso de la
Aislado Bacteria identificada Cobertura (%) Valor E % Identidad :
secuencia reportada en NCBI
P2566 Bacillus haynesii 99 0,0 91,34 MK467606.1
P3569 Bacterium strainB§1487 100 0,0 100 MK824675.1
P3772* Streptomyces sp 99 0,0 100 KX950858.1
P2763 Bacillus amyloliquefaciens 100 0,0 99,39 MN240439.1
P3371 Bacillus sp 99 0,0 91,79 MK418568.1
P2761* Streptomyces sp 100 0,0 99,8 KX950887.1
P2758* Streptomyces sp 100 0,0 99,08 AB841059.1
P1718 Bacillus sp 100 0,0 100 MH368455.1
P3770 Bacillus sp 100 0,0 99,59 AB970661.1
P2360 Bacillus sp 100 0,0 89,45 MK415572.1
P2559* Streptomyces sp 78 2e-123 77,61 MF769758.1

*Aislados correspondientes al género Streptomyces sp.
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Pruebas de capacidad inhibitoria de los extractos
metabolicos

Los resultados mostraron que el extracto P3772
present6 inhibicién sobre E. coliy S. aureus en los dos
métodos evaluados, por lo que se precisa como el mas
eficiente (Tabla 4). La generacion de halos por el
método de inhibicién por sensidiscos fue mayor por
verse facilitada la difusiéon de los compuestos que
estan en el extracto. Con relacién a demas extractos
analizados, P2759 no present6 actividad, mientras
que los extractos P2559 y P2761 mostraron actividad
antibacteriana solo frente a E. coli. La tabla 4 , muestra
el tamafio de los halos de inhibicidn, resultado de los
ensayos realizados.

La ausencia de halos en el control (acetato de etilo) se
observd en las dos metodologias aplicadas,
comprobando que la actividad antibacteriana
proviene de los extractos metabdlicos evaluados
(Tabla 4).

Tabla 4. Diametro de los halos (mm) en las pruebas de

inhibicién
Aislado E. coli (a) S.aureus (a) E. coli(b) S a(l;,r)'eus

P2758 0 9 0 0
P2559 0 0 2,55 0
P2761 0 0 8,5 0
P3772 10,1 15,66 9,76 15,33
Acetato de

etilo* 0 0 0 0

*Control Acetato de etilo
(a) Inhibicién por pozos; (b) Inhibicién por sensidiscos

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Los resultados muestran inhibicion en el crecimiento
de E. coli, es decir, fue sensible al extracto P3772 a

Menor
000 005 010 020 0,30

Inhibicién
040 050 060 0,70 0,80 0,90 1,00

partir de concentraciones de 100 hasta 0,78% (Figura
2). Sin embargo, la concentracién de 3,12% de
extracto metabdlico presentd un efecto intermedio de
inhibicién, reflejado por el crecimiento bacteriano en
3 pozos, aunque se presentara efecto inhibitorio en
las concentraciones de 1,56%, 0,78%, 0,39%y 0,19%.
Se precisa que para garantizar la actividad inhibitoria
se requieren concentraciones del extracto P3772
mayores a 3,12%. En cuanto a S. aureus, se presentd
un comportamiento similar al observado para E. coli,
es decir, sensibilidad de la bacteria patégena a
concentraciones mayores de 3,12%. Estos resultados
corroboran el efecto antimicrobiano del extracto
P3772 como prometedor en la inhibicion.

Perfil cromatografico del extracto metabdlico
P3772

La comparacién de los perfiles cromatograficos del
cloranfenicol (1), utilizado como control, y el extracto
metabolico (2), se pueden observar en la Figura 3.

Como se esperaba, el resultado muestra la presencia
de varios compuestos en el extracto P3772, lo que se
evidencia por la cantidad de picos observados en la
muestra, sin embargo, se destaca la presencia de un
pico bien definido que es eluido durante tiempo de
retencién 10,8 min. Se espera a futuro estudiar a
profundidad la composiciéon del extracto, de modo
que se pueda definir cual o cuales son los compuestos
relacionados con la actividad antibidtica.

Prueba de hemolisis

La prueba de hemdlisis realizada con los aislados de
actinobacterias realizados en Agar Sangre 3% y 5%,
mostro6 ausencia de hemolisis para todos los aislados.
Sin embargo, se requieren mas estudios para poder
garantizar la inocuidad de su uso como tratamiento.

Mayor

Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto | Extracto e:t;‘:::o an(i;) icgtlilco
metabolico 100% 50% 25% 12,5% | 6,25% @ 3,12% 1,56% | 0,78% = 0,39% @ 0,19% p .

metabdlico amoxicilina

Escherichia coli 1 1 1 1 1 0,5 1 1 0,5 1 0 1

Staphylococcus 1 1 1 1 1 1 0 0 1 05 0 1

aureus

Figura 2. Matriz Heatmap CMI del extracto metaboélico P3772, sobre las bacterias patégenas

C- negativo: Medio sin extracto metabélico ni antibiético inoculado con la bacteria resistente, se observa crecimiento bacteriano.
C+ positivo: Medio con antibidtico amoxicilina inoculado con la bacteria resistente, se observa inhibicién del crecimiento bacteriano

Cantidad de extracto metabélico en % v/v

Descripcion de escala: 0 rosado sin efecto antibacteriano de la bacteria resistente, 1 verde con efecto antibacteriano de la bacteria resistente
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HPLC P3772
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Figura 3. Perfil cromatografico del (1) Control (cloranfenicol) Vs (2) Extracto metabdlico

Discusion

La disminucién de la eficacia de muchos antibiéticos
de uso comun en la lucha contra las infecciones
causadas por bacterias patogenas previamente
descrita®, fue el principal incentivo para la
realizacion de este estudio. Esa disminuciéon se
comprobd cuando se realizaron los ensayos de
inhibicién por parte de los antibidticos sobre E. coli y
S. aureus aislados a partir de muestras obtenidas en
hospitales de la regién, con lo que se ratifica el
fenomeno de la RAM en la regiéon Narifiense. No
obstante, es importante considerar estrategias
exploratorias para encontrar nuevas fuentes de
antibioéticos en nichos sin explotaciéon humana(?8) que
puedan contribuir a subsanar esta problematica.

Como lo sugiere este estudio, la reserva del rio Nambi
cuenta con las caracteristicas agroecolégicas y
bioquimicas que pueden contribuir con la
biodiversidad de microorganismos, ya que es un
ecosistema altiplanico, con altas condiciones de
humedad, presencia de materia organica, y rico en
nutrientes0). En este trabajo se logré obtener 11
aislados bacterianos, cuatro de ellos pertenecientes al
género Streptomyces, caracterizados por medio de la
amplificacion del gen 16S RNAr, sin embargo, aunque
fue poco el nimero de aislados, fue similar a lo
descrito por otros autores para este tipo de
ecosistema(?2). Algunas de las propiedades del suelo,
tales como pH en un rango de valores entre 4,5y 5,7,
favorecen el crecimiento y biodiversidad de
actinobacterias(22), los valores de pH determinados en
las muestras de suelo de este trabajo estuvieron
dentro de este mismo rango, asimismo los
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correspondientes a materia organica disponible y la
cantidad de nitrégeno, los cuales fueron altos(?2), por
lo que se presume se debid presentar mayor
diversidad. Otro factor importante que pudo incidir
es que los actinomicetos son bacterias mesoéfilas con
crecimiento entre 25 °C y 30 °C(21), y la reserva
presenta una fluctuacion de temperatura entre 18 °C
y 25 °Ca1, lo que influye considerablemente en la
poblacién de bacterias y podria explicar la poca
variedad encontrada. Entre tanto, la disponibilidad de
P, Mg, K y Cu en suelo es importante para el
metabolismo bacteriano, ya que son elementos que
actiian como cofactores enzimaticos(®) y en este
estudio fue baja. A pesar de eso, los niveles de K, Al,
Fe, B, N y C, fueron mas altos en los puntos de
muestreo 1 y 2, de modo que se obtuvo mayor
cantidad de aislados, ya que en estos se favorecio el
crecimiento bacteriano, especificamente en los
puntos de muestreo 1 y 2. Es importante considerar
que se requieren mas estudios para mejorar la
caracterizacién de esa biodiversidad y asi obtener
mas aislados de actinomicetos. Abarcar un area
mayor para la toma de muestras de suelo y realizar
muestreo en mas puntos aumentara la posibilidad de
obtener otros aislados y asi obtener mas fuentes
probables de microorganismos productores de
antibacterianos(@3).

Por otro lado, en este estudio, la finalidad de la
busqueda de actinomicetos, ademas de ser un primer
acercamiento a la biodiversidad de estos en los
ecosistemas de la region, fue determinar la potencial
actividad antimicrobiana por extractos, productos del
metabolismo secundario de los actinomicetos en
condiciones de estrés. Diferentes autores han
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postulado al acetato de etilo como extractor, pues
permite la separaciéon de compuestos medianamente
polares(523); sin embargo, lo obtenido es un extracto
bruto por lo que se dificulta establecer un precedente
sobre su composicidn, ya que es grande la gama de
compuestos que se pueden extraer en su aplicacion.
Se requiere de mas estudios bioquimicos para su
caracterizacion.

En este trabajo, se demostrd la eficiencia del efecto
antibacteriano de algunos de los extractos obtenidos
sobre las cepas de E. coli y S. aureus multidrogo-
resistentes, especialmente cuando se traté del
obtenido a partir del aislado P3772, cuya actividad se
presentd sobre ambas bacterias. Otros autores han
descrito este mismo resultado, en sus estudios sobre
actinomicetos obtenidos, al igual que en este estudio,
en lugares poco explorados(592122), No obstante, la
falta de informacién sobre la composicién propia del
extracto no permite puntualizar sobre los efectos que
este tiene sobre las bacterias multidrogo-resistentes
estudiadas. Pese a esto, la presencia de actividad
inhibitoria de extracto de P3772 a tan baja
concentraciéon (>3,12%) determinada por la prueba
de CMI permite concluir que el efecto inhibitorio
sobre las bacterias multidrogo-resistentes analizadas
fue contundente, y similar a lo descrito en otras
investigaciones relacionadas con
actinobacterias(521.2224), Este resultado junto a la
ausencia de hemolisis testada en agar sangre sugieren
que este extracto es una nueva fuente prometedora
de antibacterianos, una vez se profundice en estudios
bioquimicos sobre su composicion.

Conclusiones

La reserva del Rio Nambi presenta las condiciones
bioquimicas y agroecolégicas necesarias para
permitir el desarrollo de actinobacterias capaces de
producir compuestos con actividad antibacteriana
sobre cepas multidrogo-resistentes de origen
hospitalario tales como E. coliy S. aureus.

El extracto metabdlico producido por el aislado
P3772 identificado molecularmente como
Streptomyces sp. presentd la mejor actividad
inhibitoria contra las Dbacterias multidrogo-
resistentes E. coli y S. aureus en concentraciones
mayores a 3,12% determinado por CML.
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