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RESUMEN

Cada vez es mayor el nimero de microorganismos resistentes a antibidticos. Esta resistencia
aumenta debido al mal uso de los antibidticos existentes y al poco desarrollo de nuevos
compuestos antimicrobianos por parte de la industria farmacéutica. Muchos de los antibiéticos
son producidos por microorganismos del género Streptomyces y por otras bacterias filamentosas
Gram positivas. Estas se encuentran en el suelo, asociadas o no a las raices de algunas plantas. En
este trabajo se evaluaron ocho sitios de muestreo diferentes y en cinco de ellos, principalmente
rizosferas de cultivos en huertos caseros, se lograron recuperar 19 aislamientos de bacterias
filamentosas que inhibieron el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas con o sin
resistencia reportada a algun antibidtico. Uno de los aislados nativos, S1H, mostré antagonismo
contra los siete testigos evaluados. Diez aislados presentaron antagonismo solo contra bacterias
Gram positivas, tres solo contra bacterias Gram negativas y seis contra Gram positivas y Gram
negativas simultdneamente. Los diferentes perfiles de actividad pueden indicar la produccion de
moléculas antimicrobianas con diversos mecanismos de accion.
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INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1929 y la introduccion de las sulfonamidas en 1938
hasta finales de la década de 1950, fueron desarrollados la mayoria de los antibidticos conocidos
actualmente. Algunos como las penicilinas y las cefalosporinas inhiben la sintesis de la pared
bacteriana, otros como los lipopéptidos y las polimixinas alteran la membrana citoplasmatica, los
aminoglucésidos y los anfenicoles inhiben la sintesis de proteinas y las quinolonas alteran la
estructura de los acidos nucleicos (1). De esta manera, la existencia de diferentes mecanismos de
accion de los antibidticos se relaciona con la diversidad y la morfologia de las bacterias causantes
de enfermedades.

Muchos antibiéticos se obtienen a partir de microorganismos como hongos y bacterias aunque las
principales productoras naturales de compuestos antimicrobianos son las bacterias filamentosas
Gram positivas del género Streptomyces. Al igual que otros actinomicetos, las bacterias de este
género estdn presentes en muchos ambientes pero, a diferencia de otras, Streptomyces presenta
un desarrollo multicelular complejo en el que a partir de sus esporas germinativas se forman
filamentos que conllevan a un micelio aéreo multinuclear, con septos a intervalos regulares que
permiten la creacion de cadenas de esporas uninucleadas (2).

Especies como S. rimosus, S. alboflavus, S. aureofaciens y S. vendagensis productoras de
tetraciclinas han sido aisladas de suelos en zonas urbanizadas e industrializadas (3). Otras
especies como S. griseus, S. clavuligerus, S. venezuelae, S. orientalis y S. kanamyceticus
productoras de estreptomicina, cefalosporinas, cloranfenicol, vancomicina y kanamicina,
respectivamente, también se han encontrado en diferentes suelos (2,4—8). De igual forma, a partir



de la rizésfera de plantas, suelos destinados a la agricultura, suelos de bosques nativos y
sedimentos de lagos se han obtenido aislados compatibles con el género Streptomyces que han
mostrado actividad antibacteriana (9-11) asociada a la produccion de compuestos ya reportados o
a otros aun no caracterizados.

Histéricamente, el uso de los antibidticos para el tratamiento de infecciones causadas por
microorganismos ha sido acompafiado por la aparicién de cepas microbianas resistentes. Algunas
bacterias, por ejemplo, producen enzimas que hidrolizan penicilinas y cefalosporinas, otras
expulsan los agentes antimicrobianos a través de proteinas de membrana denominadas bombas
de eflujo y otras pueden modificar el sitio de unién del antibiético impidiendo la accidn de este
(12,13). La resistencia antimicrobiana en las ultimas décadas se ha convertido en una amenaza
para los tratamientos contra las infecciones causadas principalmente por bacterias y hongos. A
nivel mundial, esta resistencia a los agentes antimicrobianos representa un reto de salud publica
pues al reducirse las opciones de agentes efectivos para el control de dichos microorganismos se
incrementa la mortalidad o la duracién de la enfermedad de los pacientes lo que puede costarle a
los sistemas de salud hasta el 1.6% del Producto Interno Bruto en todo el mundo (14).

Desde la década de los 60, la velocidad en que se viene incrementando la cantidad de antibidticos
descubiertos e introducidos en el mercado es menor que la velocidad a la que estd aumentando la
resistencia a antibidticos (12). Esto ha impulsado numerosas investigaciones que en la actualidad
buscan encontrar nuevos organismos productores de antibidticos o desarrollar nuevos
compuestos antimicrobianos que permitan enfrentar el aumento en dicha resistencia.

Preocupada por esta problemitica, la Organizacién Mundial de la Salud en 2017 publicé la lista de
bacterias para las cuales se requieren antibidticos de manera urgente la cual incluye a las
enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido y a las resistentes a
carbapenem, a Staphylococcus aureus resistente a vancomicina y meticilina, Streptococcus
pneumoniae no susceptible a penicilinas, entre otros (15). Ademas, como uno de sus objetivos
para enfrentar la resistencia a los antibidticos, plantea impulsar politicas de inversion para el
desarrollo de nuevas medicinas antimicrobianas considerando que en el mundo la incorporacién
de nuevos antibidticos estda amenazada por el temor a que rapidamente se generen nuevas
resistencias lo que hace menos atractiva la inversion en este campo para las industrias
farmacéuticas (16).

En Colombia, las investigaciones para el desarrollo de nuevos antibidticos se ven respaldadas por
politicas publicas como la Politica Farmacéutica Nacional de 2012 en la que se impulsa la
adecuacion de la oferta de medicamentos a las necesidades de salud del pais al considerar el
estimulo a la investigacion, el desarrollo y la produccion de medicamentos mediante
convocatorias entre diferentes instituciones, articuladas con otras politicas como la Nacional para
la Gestidn Integrada de la Biodiversidad y los Servicios Ecosistémicos (17).

Con el fin de establecer protocolos para la obtencién y posterior purificacidon y evaluacion de
compuestos antimicrobianos producidos por bacterias filamentosas, es necesario contar con
microorganismos, principalmente del género Streptomyces. En este trabajo se muestra el
resultado del aislamiento de este tipo de bacterias a partir de diferentes suelos de la region lo que
ha permitido ademas explorar parte de la microbiota de diferentes suelos del municipio de
Medellin.



MATERIALES Y METODOS

Recoleccidén de las muestras

Las muestras se tomaron en varias zonas del corregimiento de Santa Elena, municipio de Medellin,
Colombia, a una temperatura promedio de 25°C. Se seleccionaron para el muestreo el suelo al
lado de un sendero en un bosque nativo y las rizésferas de un cerco vivo, de un bosque nativo y de
cultivos caseros de heliconias, aguacate, mora y col. Las muestras se tomaron a una profundidad
de entre 10 y 20 cm y se transportaron refrigeradas en bolsas con cierre hermético hasta el
laboratorio de investigacién de la Facultad de Ciencias de la Salud, IUCMA.

Aislamiento de bacterias filamentosas

De cada muestra se resuspendieron 2 g en 200 ml de agua peptonada al 0.1% p/v y se
mantuvieron en agitacion por 30 minutos a 150 rpm, a 30°C. Las mezclas se dejaron sedimentar y
se realizaron diluciones seriadas hasta 10 en agua peptonada. Se sembraron por superficie 100
ul de las diluciones 10", 10° y 10° de manera homogénea en agar Streptomyces (HiMedia,
Mumbai) y en agar caseina nitrato almidén (19), ambos medios suplementados con 2.5 pg/ml de
rifampicina. Las placas fueron incubadas a 28°C durante siete dias o hasta que se diera la
formacién de colonias. Se seleccionaron colonias representativas para realizarles una tincidn
Gram y aquellas correspondientes a bacterias filamentosas Gram positivas se subcultivaron en
agar Streptomyces hasta obtener aislados puros. Se conservaron estos aislados en caldo infusién
cerebro corazéon (BHI) con 15% v/v de glicerol, a -20°C, a partir de colonias que presentaran
micelio aéreo abundante.

Pruebas de antagonismo in vitro

Para determinar la actividad antibacteriana de los aislados puros obtenidos, se utilizaron como
microorganismo testigo tres bacterias Gram positivas: un aislado nativo de Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y un aislado clinico de S. aureus resistente a meticilina (MRSA)
y cuatro Gram negativas: Escherichia coli ATCC 700891, un aislado clinico de Pseudomonas
aeruginosa, uno de Escherichia coli productor de betalactamasas de expectro extendido (BLEE) y
uno de Klebsiella pneumoniae productor de carbapenemasas (KPC). Estos microorganismos fueron
reactivados en agar Luria Bertani (20) e incubados a 37°C durante 24 horas. Para los ensayos de
actividad se prepararon suspensiones bacterianas en agua peptonada con una concentracion
correspondiente a un patron McFarland 0.5.

Se prepararon suspensiones celulares de cada aislado nativo de bacterias filamentosas por
resuspension de colonias en agua peptonada con Tween 80 al 0.1% v/v. Cada una de estas se
inoculé en agar Mueller Hinton (Merck, Darmstadt) por medio de una estria en el centro de la caja.
Después de 5 o 10 dias de incubacién a 30°C, se inocularon las suspensiones de los
microorganismos testigo formando una estria perpendicular y se incubaron nuevamente los
medios durante 24 horas a 37°C. Se analizaron los antagonismos por determinacién cualitativa de
la zona de inhibicidn.

RESULTADOS Y DISCUSION
Se obtuvieron 44 aislados consistentes con Streptomyces a partir de las ocho muestras de suelo

(Tabla 1). Algunos de los aislamientos presentaron colonias con morfologias similares pero por ser
provenientes de sitios de muestreo diferentes se incluyeron para los analisis.



Tabla 1. Numero de aislamientos compatibles con Streptomyces

Sitio de muestreo Aislamientos Codigo
Suelo sendero bosque nativo 1 S1C
Suelo bosque nativo 2 S1D, S2D
Rizosfera de cerco vivo 12 S1H, S2H, S3H, S4H, S5H, S6H, S7H, S8H,
S10H, S11H, S13H, S17H
Rizésfera de bosque nativo 2 S1A, S2A
Rizdsfera cultivo heliconias 7 S1B, 2SB, S3B, S3B-2, S4B, S5B, S6B
Rizdsfera cultivo aguacate 12 S1E, S2E, S3E, SAE, S5E, S6E, S7E, SSE, S10E,
S11E, S12E, S13E
Rizésfera cultivo mora 5 S1F, S2F, S3F, S4F, S7F
Rizosfera cultivo col 3 S1G, S1G-2, S3G

Los sitios de muestreo a partir de los cuales se obtuvieron mas aislamientos de bacterias
filamentosas fueron las rizdsferas del cerco vivo y del cultivo de aguacate. Los suelos del cerco
vivo han sido suplementados con fertilizantes orgdnicos lo que representa una fuente de
nitrégeno adicional para el crecimiento de Streptomyces. El cultivo de aguacate tenia arboles en
produccién lo que implica un mayor tiempo de establecimiento de diferentes comunidades
microbianas en su rizésfera en comparacion a los otros cultivos con menor tiempo de crecimiento.
La rizésfera del bosque nativo, en cambio, presenté un pH menor y una humedad superior,
condiciones que favorecen el crecimiento de otras bacterias como bacilos Gram positivos.

En la Figura 1 se muestran algunas morfologias macroscépicas en agar Streptomyces de las
bacterias filamentosas aisladas. Inicialmente, la mayoria de las colonias eran lisas, brillantes y
duras pero después de cinco a siete dias de incubacién a temperatura ambiente, se presentaba un
micelio aéreo seco aterciopelado o pulverulento, que permitia diferenciar los aislados segun el
color y la forma. Algunos aislados produjeron pigmentos oscuros que se difundieron en el medio.
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Figura 1. Colonias de algunas bacterias filamentosas en agar Streptomyces
S1G, (D) S4H, (E) S1H.
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A todos los aislados obtenidos se les verificd la actividad antagdnica por medio de estrias
perpendiculares (Figura 2). Se considerd que existid antagonismo (+) cuando la estria del
microorganismo testigo iniciaba su crecimiento por lo menos a 5 mm de distancia de la estria de la
bacteria filamentosa y que no hubo antagonismo (-) cuando se evidencié el crecimiento del testigo
a menos de 5 mm. En algunos casos, la inhibicion del testigo no fue completa (+) aunque se vio
una disminucién del crecimiento cerca a la estria de la bacteria filamentosa o una estria
translucida caracteristica de un crecimiento bacteriano disminuido.
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Figura 2. Ensayo de antagonismo por estrias perpendiculares. (A) S1H, (B) S13E. Microorganismos
testigo: 1. P. aeruginosa, 2. B. subtilis, 3. S. aureus ATCC 29213, 4. E. coli ATCC 700891, 5. MRSA, 6.
KPC, 7. E. coli BLEE. Se reportan como (+) el antagonismo de S1H contra todos los testigos y el de
S13E contra E. coli ATCC 700891, KPC y E. coli BLEE; (-) el antagonismo de S13E contra P.

aeruginosa, S. aureus y MRSA; (+) el antagonismo de S13E contra B. subtilis.

Los resultados de las pruebas de antagonismo se pueden ver en la Tabla 2. Solo se muestran los
aislados nativos que presentaron actividad contra alguno de los testigos evaluados. De los aislados
obtenidos, 19 presentaron algun tipo de actividad contra al menos uno de los testigos evaluados.
Solo el aislado S1H mostrd inhibicién de todos los testigos. Por el contrario, los aislados S1C, S6E,
S7E, S4H y S8H presentaron actividad solo contra B.subtilis, siendo este el testigo inhibido por el
mayor numero de aislados nativos (14 en total).

Los aislamientos clinicos multirresistentes fueron los que menos inhibicion sufrieron en este
ensayo. P. aeruginosa, una bacteria con resistencia intrinseca a diferentes antibidticos fue
inhibida solo por el aislado S1H. E. coli productora de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) y K. pneumoniae productora de carbapenemasas (KPC) solo fueron inhibidas por seis y
cuatro aislados nativos respectivamente, lo que podria explicarse por sus diferentes mecanismos
de resistencia que les permiten evadir el mecanismo de accién de los diferentes compuestos
producidos por las bacterias filamentosas.

La cepa de E. coli ATCC 700891 es resistente a ampicilina y estreptomicina y sin embargo su
crecimiento fue inhibido por 8 de los aislados nativos, esto podria indicar la produccidn por parte
de estas bacterias filamentosas aisladas de compuestos con un mecanismo de accion diferentes a
los de estos dos antibidticos. De igual forma, el aislado clinico de S. aureus resistente a meticilina
fue inhibido por ocho aislados debido posiblemente a que estos producen compuestos
antimicrobianos con un espectro mas amplio que este antibidtico betalactamico.



Tabla 2. Aislados nativos de bacterias filamentosas que presentaron antagonismo contra alguno
de los testigos evaluados.

Microorganismos testigo

Aisltz.:\do p , B.subtili S.aureus E.coli MRSA KPC E.coli
nativo  P.geruginosa  B.subtills  nrcc29213  ATCC700891 BLEE
S1B - - + + + - -
S3B - + + + + - +
S1C - + - - - - -
S3E - + + - + - -
S4E - + + + + - +

S6E - + - - - -

S7E - + - - - - -
S8E - + - + - - +
S10E - + * - - - -
S13E - - - + - + +
S2F - + + - + - -
S3F - + + + + - -
S4F - + + + + - -
S1H + + + + + + +
S4H - + - - - - -
S5H - + + - + - -
S8H - + - - -
S10H - + - + - + +
S13H - - - t - + +

+: actividad inhibitoria, -: no actividad inhibitoria, * : actividad inhibitoria moderada

Cabe anotar que de los 19 aislados nativos, diez presentaron antagonismo solo contra bacterias
Gram positivas, tres solo contra bacterias Gram negativas y seis contra Gram positivas y Gram
negativas simultaneamente.

CONCLUSIONES

Tanto en suelos nativos como en suelos intervenidos para el establecimiento de cultivos familiares
se pueden encontrar bacterias filamentosas consistentes con el género Streptomyces. La cantidad
de bacterias recuperadas a partir de las diferentes rizdsferas fue diferente segun la especie vegetal
cultivada; es necesario profundizar el estudio sobre estas asociaciones pues la presencia de
bacterias filamentosas en el suelo resulta benéfica ademas para la produccién vegetal.

Los aislados nativos presentaron antagonismo contra microorganismos con y sin resistencia
reportada a algun antibidtico. La variedad de mecanismos de resistencia evaluados y la inhibicion
de los testigos ocasionada por algunos aislados nativos indica la produccion de compuestos
antibacterianos con diferentes mecanismos de accion.
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