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Resumen

Los microorganismos han adquirido resistencia a diversas sustancias antibioticas por
su capacidad de generar diferentes mecanismos de adaptacién en condiciones de estrés,
debido al mal empleo de sustancias antimicrobianas. La resistencia a estas sustancias
ha aumentado en todo el mundo, provocando indices de mortalidad muy altas; razén
por la cual es muy importante la investigacion de nuevas sustancias antibidticas, que
pueden ser obtenidas a partir de metabolitos secundarios, formadas por

microorganismos provenientes del suelo.

La investigacion experimental se basé en la aplicacion de técnicas de sensibilidad
bacteriana, para obtener bacterias capaces de producir sustancias antibidticas, las
mismas que se las aislé y se las identificd con diversas pruebas bioquimicas y analisis
morfologicos. Se pudo determinar que la Unica bacteria que presentd actividad
antimicrobiana fue: Bacillus megaterium (PAP48G3). Con esta cepa se analizd la
capacidad de producir antibidticos, en condiciones que involucran variacion en
salinidad y pH en medios de cultivo, frente a Pseudomona aeruginosa y Bacillus
spizizenii. Se determind que esta bacteria produce mayor actividad antimicrobiana
contra Pseudomona aeruginosa en un caldo de cultivo ISP2 hipersalino (1.2%) y con
un rango de pH 7 en el dia 3. Esta bacteria también produce mayor actividad
antimicrobiana contra Bacillus spizizenii en un caldo de cultivo ISP2 hipersalino

(1.2%) y con un rango de pH 7 en el dia 4.

Palabras clave: antibiograma, estrés, antibidticos, Bacillus megaterium



Abstract

The microorganisms have acquired resistance to various antibiotic substances due to
their ability to generate different adaptation mechanisms in stress conditions due to the
misuse of antimicrobial substances. Resistance to these substances has increased
throughout the world, causing very high mortality rates; that’s why, it is very important
to research new antibiotic substances, which can be obtained from secondary

metabolites, formed by microorganisms from the soil.

The experimental research was based on the application of bacterial sensitivity
techniques, to obtain bacteria capable of producing antibiotic substances, the same
ones that were isolated and identified with various biochemical tests and
morphological analyzes. It was determined that the only bacteria that showed
antimicrobial activity was: Bacillus megaterium (PAP48G3). With this strain, the
ability to produce antibiotics was analyzed, under conditions that involve variation in
salinity and pH in culture media, against Pseudomonas aeruginosa and Bacillus
spizizenii. It was determined that this bacterium produces greater antimicrobial activity
against Pseudomonas aeruginosa in a culture broth hypersaline ISP2 (1.2%) and with
a range of pH 7 on day 3. This bacterium also produces greater antimicrobial activity
against Bacillus spizizenii in a culture broth Hypersaline ISP2 (1.2%) and with a pH 7

range on day 4.

Key words: antibiogram, stress, antibiotics, Bacillus megaterium



Introduccion

El suelo es un lugar donde habitan toda clase de microorganismos tales como bacterias,
hongos y levaduras, capaces de producir metabolitos de interes. Una de las sustancias
mas importantes y mas investigadas en las Gltimas décadas son los antibioticos, que
estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y que funcionan como reguladores de
poblaciones microbianas en el suelo, el compost, aguas residuales, etc. (Sethi, Kumar,
& Gupta, 2017). Estos son compuestos antimicrobianos producidos por diversos
organismos vivos y han sido usados de forma terapéutica y profilactica para el control

de enfermedades infecciosas (Bathia, 2005).

Los microorganismos productores de estas sustancias se obtienen de suelos, aguas y
otros habitats naturales (Sethi, Kumar, & Gupta, 2017). De los méas de 4000
antibidticos que se han logrado aislar de diversos microorganismos como bacterias u
hongos filamentosos, solo 50 pudieron tener un uso adecuado en diferentes
enfermedades. Los demas compuestos no han sido Utiles, debido a la toxicidad que se
produce en humanos, animales o plantas, y los costos de produccion son demasiado

elevados (Bathia, 2005).

En los ultimos 40 afios, el uso creciente de antibioticos ha aumentado el nimero de
bacterias resistentes a estas sustancias, que provocan un incremento en los costos de
salud, al no tratar de forma eficaz una infeccién (Millar, 2013). EI mundo esta
destinado a una era postantibidtica, donde las infecciones y lesiones tratadas antes
facilmente con antibidticos convencionales, volverian a tener un alto indice de
mortalidad (Organizacion Mundial de la Salud, 2014). La presente investigacion se

fundamenta en la identificacion de microorganismos de suelos de la provincia de



Pichincha en Ecuador, con capacidad antibidtica frente a Bacillus spizizenii (ATCC
6633) y contra Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027), en las siguientes condiciones
de estrés: variando las concentraciones de NaCl y pH en los medios, donde se
encuentran las bacterias de interés, para estimar las condiciones ideales para producir

la sustancia antibiotica.



Capitulo 1

1. Marco tedrico

1.1. Microorganismos de interés en la produccion de antibioticos.

La resistencia de las bacterias es cada vez mas grande hacia los compuestos
antibacterianos, por ello existe la necesidad de encontrar nuevos microorganismos
productores de antibidticos. Gracias a Fleming por el descubrimiento de la penicilina,
se puso mas énfasis en el uso de los antibioticos. En la actualidad se han descubierto
alrededor de 6000 microorganismos capaces de producir algln tipo de antibiético, de
los cuales los méas conocidos son los B lactdmicos como: las penicilinas y

cefalosporinas.

Los principales antibioticos obtenidos a partir de microorganismos son: Penicilina
(Penicillium  chrysogenum), Cefalosporina (Cephalosporium  acremonium),
Bacitracina (Bacillus subtilis), Polimixina B (Bacillus polymyxa), Anfotericina B
(Streptomyces nodosus), Eritromicina (Streptomyces erythreus), Neomicina
(Streptomyces fradiae), Streptomycina (Streptomyces griseus), Tetraciclina
(Streptomyces rimosus), Vancomicina (Streptomyces orientalis), Gentamicina
(Micromonospora purpurea), Rifampicina (Streptomycesmediterranei),

Griseofulvina (Penicillium griseofulvum) (ArgenBio, 2007).

1.1.1. Microorganismos del suelo

Los microorganismos del suelo utilizan la materia organica o mineral como fuente de

energia y nutrientes, son considerados los mas abundantes, clasificandose en: aerobios,



anaerobios, facultativos (crecen con o sin oxigeno), acidofilos, basofilos, neutrofilos,
heterotrofos y autotrofos. Si soportan temperaturas entre los 15° a 40 °C se los
denomina mesofilos, los que crecen a temperaturas menores a 15°C son psicrofilos y
temperaturas mayores a 40° son termdfilos. El suelo ideal para el crecimiento de
microorganismos es aquel que contiene una estructura con buena circulacion de aire y
agua. La mayor concentracion de microorganismos se la encuentra en la rizosfera, ya
que constituye entre el 10 y el 50% de energia. Los microorganismos con capacidad
de producir antibioticos se los puede encontrar en diferentes tipos de suelos y en una
concentracion muy alta debido a su alto nivel de nutrientes, humedad relativamente

alta (92%) y temperatura que rodee los 28°C (Garcia F. , 2011).

1.2 Metabolismo microbiano

Se denomina metabolismo microbiano al conjunto de procesos por los cuales un
microorganismo obtiene la energia y los nutrientes necesarios para Vvivir y
reproducirse. Involucra reacciones quimicas que se dan en la célula, para obtener
energia quimica del entorno, transformar los nutrientes exdgenos en componentes
macromoleculares de la célula y degradar moléculas necesarias para funciones
especificas. EI metabolismo esta conformado por medio de secuencias de reacciones
catalizadas enzimaticamente. Cuando la célula sintetiza sus componentes, el proceso
se denomina anabolismo. Cuando se producen reacciones degradativas de nutrientes
para adquirir energia, el proceso se denomina catabolismo. Debido a estas dos
transformaciones quimicas que ocurren simultineamente, se da el metabolismo. La
energia liberada por las reacciones de éxido-reduccion del catabolismo debe ser

almacenada y transformada; para esto se lo realiza mediante la union de fosfato de alta



energia, por medio de la fosforilacion a nivel del substrato y fosforilacion oxidativa.
En el metabolismo se pueden dar dos tipos de metabolitos: primarios y secundarios.

(Varela G. , 2015).

1.2.1 Metabolitos primarios

Tienen una distribucién amplia y se producen mediante vias biosintéticas simples.
Estan involucrados en procesos de degradacion de moléculas productoras de energia,
asi como también la sintesis de compuestos quimicos. Su constitucion quimica es mas
simple y tienen lugar en el organismo que sintetiza mediante todo su ciclo de vida
(Gonzales, Basilico, & Sarsotti, 1997). Los metabolitos primarios son aminoacidos,
nucleotidos y lipidos que conforman un conjunto de reacciones, donde el nitrégeno, el
carbono y la energia determinan el funcionamiento de los organismos. (Avalos &
Pérez, 2009). Los metabolitos primarios han sido usados industrialmente para elaborar
acidos organicos, solventes y vitaminas. Se elaboran por fermentacion microbiana, ya

gue son procesos mas econdmicos, sin la utilizacion de muchas sustancias quimicas.

1.2.2 Metabolitos secundarios

Su produccion comienza en la fase estacionaria, cuando el crecimiento de la biomasa
bacteriana se detiene, dando como resultado la trofofase (proliferacion celular) y la
ideofase (no hay proliferacion celular). Pueden ser producidos por vias biosintéticas
primarias, tienen una estructura quimica diversa, que pueden actuar en la

supervivencia celular cuando hay competencia y eliminar a los demas



microorganismos, formandose cuando entra a un estado de estrés. (Gonzales, Basilico,

& Sarsotti, 1997).

El metabolismo secundario son procesos que metabolicos que se dan después de la
fase de crecimiento, por medio de vias biosintéticas que no tienen funciones de reserva
0 de estructura. Estos metabolitos no son necesarios en la biosintesis celular y no
juegan un papel directo con el metabolismo energético. Algunas de estas sustancias,
como por ejemplo los antibidticos, son Utiles para los organismos, ya que inhiben el

crecimiento de otros organismos de su entorno.

1.3 Antibiéticos

Los antibioticos son sustancias producidas mediante un organismo que tiene la
capacidad de inhibir el desarrollo de otro microorganismo o eliminarlo de manera
completa. Hasta ahora se han descubierto mas de 4000 sustancias antibioticas, de los

cuales 2400 provienen de microorganismos.

Los antibidticos constituyen un grupo muy amplio de componentes con distinta
funcién farmacocinética y farmacodindmica, que tienen un comportamiento puntual
sobre una estructura, con un alto potencial bioldgico a menor concentracién
(Korolkovas & Burckhalter, 2003). Un microorganismo podria atacar a otro, a través
de la produccion de metabolitos secundarios voléatiles, enzimas hidroliticas y
moléculas toxicas pequefias (Michel, 2001). Estos metabolitos actlan generalmente en
concentraciones bajas y pueden provocar un efecto contraproducente a uno 0 mas

microorganismos.



Los antibidticos tienen la capacidad de afectar el crecimiento de las células de los
microorganismos susceptibles (Robles, 2014). Aquellos antibidticos que poseen un
amplio espectro de actividad y actian contra bacterias Gram negativas y Gram
positivas se los denomina de amplio espectro. Un ejemplo de estos son los
Carbapenémicos, que también actlan sobre un amplio nimero de géneros y especies
diferentes, entre las cuales se encuentran Pseudomonas y Enterobacterias, sin
embargo, existen algunos microorganismos capaces de producir Carbapenemasas que

los hace resistentes a todos los B lactdmicos (Vignoli, 2015).

1.3.1 Clasificacién de los antibiéticos

1.3.1.1 Segun la estructura quimica de los antibidticos

Betalactamicos: Poseen el anillo betalactdmico que se compone de 3 atomos de
carbono y un atomo de nitrégeno como, por ejemplo: Penicilinas, Clavamas,

Cefalosporinas, Monobactamicos y Carbapenemas

Aminoglicosidos: Contienen azlcares aminados y un anillo llamado aminociclitol. Un

ejemplo de estos antibioticos es la Estreptomicina.

Macrélidos: Contienen un anillo lactonico con azlcares aminados. Un ejemplo es la

Eritromicina, producida por Streptomyces.

Tetraciclinas: Contienen en su estructura cuatro anillos, conocido como el anillo

naftaleno.

Polipeptidicos: Poseen una cadena de aminoacidos, por ejemplo: Poliximina B que es

producida por Bacillus polymyxa (Mateos, 2005).



1.3.1.2. Segun su mecanismo de accion

Es el mecanismo mediante el cual el antibiotico puede inhibir el crecimiento o eliminar

a la célula bacteriana. Se los puede clasificar como:

Inhibidores de la pared celular: Son considerados agentes bactericidas. ActGan en
la biosintesis del peptidoglucano, la cual es indispensable para la supervivencia de las
bacterias. El dafio se produce debido a la perdida de la rigidez de la célula bacteriana
que puede provocar la muerte celular como por ejemplo los méas importantes son las

Penicilinas y Cefalosporinas (Molina, 2011).

Antibioticos que afectan a la membrana citoplasmatica: Mediante los inhibidores
de bacterias Gram negativas se desintegra la membrana citoplasmatica, donde los
cationes salen de la célula bacteriana (Molina, 2011). Los antibidticos actdan
modificando la membrana celular y provocan una alteracion sobre los fosfolipidos de
la membrana celular. Unos ejemplos de estos antibidticos son: Polienos y las

Polimixinas (Basualdo & Coto, 2007).

Inhibidores de la sintesis de acidos nucleicos: Estos agentes antimicrobianos no
permiten la sintesis de nucle6tidos, interfiriendo con las polimerasas en la replicacion
y en la transcripcion del ADN (Molina, 2011). Algunos ejemplos son las Quinolonas
(Cinoxacina, Ofloxacina, Pefloxacina) y Nitroimidazoles (Ornidazol, Secnidazol,

Metronidazol) (Basualdo & Coto, 2007).

Inhibidores de la funcion ribosomal: Los ribosomas estan conformados por dos

subunidades 30S y 50S, que constituyen el lugar donde acttan los agentes microbianos



producen proteinas ejemplo la Eritromicina, Oleandomicina, Tilosina, etc. (Molina,

2011).

1.3.2 Resistencia a antibioticos

Las bacterias pueden desarrollar distintos mecanismos de resistencia, que consisten
fundamentalmente en la produccion de enzimas bacterianas que inactivan los
antibidticos. Las cepas resistentes se vuelven dominantes por la presion selectiva de
los antibidticos que hacen desaparecer a las bacterias sensibles. Debido a su alta
capacidad de adaptacion, puede existir una resistencia natural en las bacterias, si
carecen del sitio diana para un antibiético, como, por ejemplo: la falta de pared en el
Mycoplasma, en relacion con los betalactamicos. En los Gram positivos pueden ser:
plasmidicas, inducibles y extracelulares. En las Gram negativas pueden ser: de origen
plasmidico o de transposones; cambios en la permeabilidad de membrana
(Tetraciclina, Cloranfenicol), enzimas que destruyen al antibiético (Betalactamasas,
Cefalosporinasas), alteracion del receptor del antibiotico (Proteinas de union a la
Penicilina), y metilacion enzimatica del RNA 23S (Eritromicina y Lincomicina). Una
bacteria puede generar varios mecanismos de resistencia frente a uno o varios
antibidticos; de igual manera un antibidtico puede ser inactivado por distintos

mecanismos de resistencia. (Molina, 2011)

Desde el punto de vista clinico, el mayor problema es la multirresistencia, que conlleva
a la limitacién de farmacos a utilizar quedando restringido el uso de Vancomicina o
Rifampicina, que pueden resultar favorables en el control de infecciones producidas

por cepas de S.aureus resistentes a Meticilina. (Pérez, 2016)



1.4 Aislamiento bacteriano

La técnica que permite obtener un cultivo puro es el aislamiento bacteriano, que
consiste en separar diversas especies existentes en la poblacion microbiana. Esta
técnica permite realizar estudios morfoldgicos, bioquimicos o de identificacion,
mediante distintas técnicas de siembra, para conservar su crecimiento y actividad en

un medio de cultivo (Volke & Lilia, 2012).

1.4.1. Técnicas de aislamiento

Para aislar un microorganismo existen diversas técnicas de siembra como: método de
siembra por estria en placa y método de siembra en superficie o siembra en placa. Para
el aislamiento de microorganismos a partir de muestras naturales, se utiliza

comUnmente la siembra por estria en placa en un cultivo solido (Volke & Lilia, 2012).

1.4.1.1. Método de siembra por estria en placa

Esta técnica permite obtener cultivos puros, para determinar el tipo de microorganismo
que se va a estudiar. Mediante un asa de siembra se va a direccionar en sentido de
estriado, con la finalidad de que el cultivo vaya diluyendo el nimero de células cada
vez mas, para que se generen distintas unidades formadoras de colonias (UFC), hasta

obtener un cultivo puro (Volke & Lilia, 2012).
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1.4.1.2. Método de siembra en superficie o siembra en placa

Esta técnica permite sembrar desde 0.1mL del in6culo y se homogeniza con el asa de
Digralsky con el fin de obtener el recuento de microorganismos viables, es decir, los

microorganismos crecen en la superficie del agar (Bermudez, 2008).

1.5 Identificacion de bacterias

La clasificacion de las bacterias se basa en el andlisis morfoldgico y bioquimico. Su
morfologia puede variar dependiendo de su estructura (bacilos con una forma alargada
y los cocos con una forma redondeada); sin embargo, existen también bacterias
pleomorficas, que pueden variar de tamafio y forma con el transcurso de su ciclo de
vida. En las bacterias aerobias, el oxigeno es el compuesto responsable de aceptar
electrones mientras que, en bacterias anaerobias los aceptores son compuestos
inorganicos tales como: nitratos, manganeso oxidado, carbonatos, etc. (Zambrano,

2013).

Para poder aislar y seleccionar bacterias de interés exitosamente, se debe escoger
métodos fiables de caracter interdisciplinario, que incluya actividades de

identificacion bioquimica, morfoldgica y genética (Espinel, 2016).
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1.5.1 Tincién de Gram

La tincion es una técnica en la que las moléculas de un colorante se pueden adsorber
en una superficie. La observacion en el microscopio se da por el cambio de color en
las células de un microorganismo, con el uso de diferentes colorantes que se adhieren

a un organismo.

La técnica de tincion Gram fue desarrollada por el bacteridlogo Christian Gram en
1844. El supo mencionar que las bacterias pueden tefiirse de forma diferente, debido a
la distinta estructura de sus paredes celulares. De acuerdo a esta técnica de tincion, las

bacterias pueden clasificarse en Gram positivas y Gram Negativas.

El fundamento de esta técnica consiste en la capacidad de retencién del colorante
Cristal Violeta en la pared celular. Las bacterias Gram positivas poseen una capa
gruesa compuesta entre 80 y 90% de peptidoglicano en su pared celular y provoca la
retencion de mayor cantidad de reactivo Cristal Violeta en sus células. Las bacterias
Gram negativas poseen entre 10 y 20% de peptidoglicano y no son capaces de retener
el Cristal Violeta. Otro reactivo importante en esta técnica es el Lugol, que acta como
mordiente, haciendo que el cristal violeta se fije con mayor intensidad a la pared de la
célula bacteriana. Por otro lado, el alcohol-acetona sirve para la decoloracion de las
bacterias que son Gram negativas. La Safranina que es de color rojo, sirve para poner
de manifiesto una bacteria Gram negativa. Las bacterias Gram positivas que
adsorbieron més Cristal Violeta, se tornan de color azul. En el caso de las bacterias
Gram negativas que son casi incoloras, debido a la poca adsorcién de Cristal Violeta,

las células se tornan de color rojo.

La tincién Gram es utilizada en los laboratorios para la identificacion preliminar de

una bacteria y para el control de calidad de técnicas de aislamiento bacteriano. Es el
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proceso previo para saber qué kit de identificacion biogquimico usar, para el

reconocimiento de una bacteria de interés. (Santambrosio, Ortega, & Garibaldi, 2009).

1.5.2 Fundamento de la tincion de esporas

Las esporas son células encontradas en reposo, que se forman en el interior de células
vegetativas por procesos de division especiales, que se liberan de éstas por lisis celular,

cuando la espora madura.

Estas son capaces de refractar la luz, ya que tienen una pared gruesa y un contenido
bajo de agua en la célula en la que se encuentra encerrada. Las esporas estan formadas
de una corteza o cértex, constituida en su mayoria por peptidoglucano. Fuera de esta
corteza, poseen una cubierta formada por proteinas con cisteina y también aminoacidos
hidrofébicos, que le permiten ser impermeables a ciertas sustancias como el octanol,

cloroformo, etc.

La coloracion de las esporas se fundamenta en los colorantes que pueden penetrar su
pared celular. Dado que la pared de las esporas es casi impermeable, si se calienta el
preparado, el colorante es capaz de atravesar la pared y la poca permeabilidad es la
caracteristica que previene la decoloracion para la observacion en el microscopio. La
interpretacion se basa en el color. Las esporas daran un color verde y los bacilos daran

color rojo (Diaz & Gamazo, 2005).

1.5.3 Caracterizacion macroscopica en bacterias

Para poder diferenciar la morfologia de diversas colonias de bacterias, es necesario
analizar estas caracteristicas en cultivos frescos. Cuando se siembra y se aisla una

bacteria en condiciones favorables se pueden destacar caracteristicas tales como el
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tamanfo, color, consistencia y su forma. El tamafio es uniforme entre colonias

bacterianas de un mismo espécimen (Rosas, 2015).

La forma puede ser analizada por el borde, ya sea liso, rugoso o irregular; y por el
grosor gque podria ser abultado o plano. En la textura podria variar entre seca 0 viscosa

y con superficie granular o lisa.

La coloracion es una de las caracteristicas que permiten al investigador identificar de
manera mas sencilla a una bacteria. Un ejemplo claro es la Serratia marcescens que
posee un pigmento rojo, o también la Pseudomona aeruginosa que tiene pigmento

verde (Fernandez, Garcia, Séez, & Valdezate, 2010).

1.5.4 Pruebas bioquimicas

Los seres vivos son capaces de generar un sinndmero de reacciones quimicas. A este
conjunto de reacciones se le denomina “Metabolismo”. Las enzimas son las
encargadas de catalizar las diferentes reacciones metabdlicas; estas pueden ser

intracelulares o extracelulares.

Hay muchas pruebas bioquimicas donde se usan medios de cultivo para analizar las
diversas actividades metabdlicas de un microorganismo. Las reacciones que se
realizan mas a menudo son: capacidad fermentadora en carbohidratos (sacarosa,
lactosa, glucosa), en el que el medio TSI es muy usado para la identificacion de
Enterobacterias. Otras reacciones usadas es la capacidad catabdlica en aminoacidos y
urea y la capacidad de producir enzimas hidroliticas intracelulares, extracelulares,

oxidasas, lipasas, reductasas, amilasas, etc (Aquiahuatl, y otros, 2012).
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Las pruebas bioquimicas son de gran importancia en la identificacion de bacterias, ya
sea en el &mbito ambiental, de alimentos o clinico. Estas pruebas mantienen los
sistemas de evaluacion convencionales, pero se realizan de manera mucho mas rapida
y segura. A continuacion, se menciona algunas de las pruebas que mas se utilizan en

el laboratorio para identificar bacterias:

Prueba de catalasa: La catalasa es una enzima que se encuentra en aquellos

microorganismos que tienen citocromo C. Las bacterias que son capaces de sintetizar
catalasa pueden hidrolizar el agua oxigenada en oxigeno gaseoso y agua, formando

burbujas en la reaccion (Olmos, Garcia, Sdez, & Valdezate, 2010).

Prueba de oxidasa: Sirve para detectar si una bacteria posee citocromo c en su cadena

respiratoria. La reaccion de la oxidasa se produce cuando el sistema citocromooxidasa
activa la oxidacion de citocromo dentro de la célula bacteriana, produciendo agua o
perdxido de hidrogeno, dependiendo de la especie bacteriana. Generalmente se usa un
papel que contiene el reactivo N, N, N’, N’ —tetrametil-p-dihidroclorofenilendiamina.

Si la coloracion se torna azul, el resultado es positivo (Perilla, y otros, 2003).

Pruebas con kit de Identificacion bioguimica — Son un conjunto de celdillas que

tienen un sustrato liofilizado para inocularlos de manera individual. Estas celdillas
permiten realizar entre 10 y 50 pruebas bioquimicas de forma simultanea y los
resultados se expresan numéricamente. Cada especie tiene un codigo numérico que es
ingresado en un software para dar a conocer la especie analizada. Aunque el
fundamento de estos sistemas es el mismo, el nimero y pruebas que se realizan es
diferente, debido a que su seleccion se relaciona con la actividad metabdlica del

microrganismo de interés. (Aquiahuatl, y otros, 2012).
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1.6. Pruebas de antibiograma

El objetivo principal de las pruebas de antibiograma es predecir cOmo va a reaccionar
una cepa bacteriana, al estar en contacto con un antibiético. Pueden existir dos tipos
de resultados: Sensibles o resistentes. Un resultado sensible demuestra que hay una
probabilidad muy alta que la bacteria pueda ser eliminada por el antibiético. Por otro
lado, si el resultado es resistente, la bacteria no podra ser eliminada por el antibiotico

puesto a prueba.

Las pruebas de antibiograma son técnicas que ayudan a predecir un espectro
antibidtico; pero hay otros tipos de factores tales como: derivados que se dan en la
preparacion de un antibidtico, la dosificacion y la respuesta inmune, en las que estas

pruebas no tienen utilidad alguna.

Existen tres factores que hay que controlar en las pruebas de antibiograma: el medio
de cultivo dependiendo de la metodologia que se vaya a usar, el antibi6tico que se va
a aplicar (amplio o mediano espectro) y la cepa bacteriana que se desea ensayar

(Herrera, 2004).

1.6.1 Bacterias usadas en pruebas de antibiograma

En las pruebas de antibiograma, existen muchos agentes microbianos que se siguen
usando de manera empirica, ya que este tipo de agentes no han mostrado resistencia a
antibidticos. Es por eso que algunas especies de bacterias son de gran relevancia en el

uso de pruebas de sensibilidad.
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Este tipo de especies bacterianas no poseen una sensibilidad predecible, razon por la
cual, son muy importantes en este de tipo de pruebas. Entre los microorganismos mas
importantes se pueden destacar: miembros de la familia Enterobacteriaceae,

Enterococcus sp, Pseudomonas sp, Staphylococcus sp y Bacillus sp (Herrera, 1999).

1.6.1.1. Bacillus spzzizenii

Es una subespecie de la especie Bacillus subtilis. Este organismo de aislé del Océano

indico y proviene de sedimentos hallados a 608 metros de profundidad.

B. subtilis subsp. spizizenii no ha sido catalogado como agente patdgeno para el ser
humano; no obstante, este organismo es capaz de contaminar alimentos, sin causar

intoxicacion alimentaria (Coronel, 2014).

Algunos usos que se destacan de esta bacteria son: la confirmacién de calidad de
medios de cultivo, evaluar el rendimiento de ensayos de laboratorio y ratificar
procedimientos microbioldgicos; entre ellos, la prueba de sensibilidad (Nacato &

Valencia, 2016).

1.6.1.2. Pseudomona aeruginosa

Es el patdgeno mas importante de la familia Pseudomonadaceae. Es un bacilo Gram
negativo, curvado de forma ligera y aerobio. Posee un color azul verdoso, debido a
pigmentos fluorescentes, tales como la pioverdina, piocianina, piomelanina y

piorrubina (Montero, 2012).
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Pseudomona aeruginosa es capaz de sobrevivir en ambientes adversos y es resistente
a muchos agentes antimicrobianos. Adicional a su resistencia intrinseca, esta especie
es capaz de obtener material genético exdgeno y muta a nivel cromosomico facilmente

(Acosta, 2014).

Se han realizado pruebas de antibiograma para Pseudomona aeruginosa con algunos
antibioticos y posee niveles de resistencia muy alta. Algunos antibioticos evaluados
fueron la Amikacina (6.9% de resistencia), Acido Nalidixico (74.5%), TMS (83.4%)

y Nitrofurantoina (100%) (Varela C. , 2008).

1.7 Variables que influyen en la produccion de antibioticos

La composicion del medio, junto a la eficacia metabdlica del microorganismo, incide
de manera considerable en la biosintesis de antibidticos (Hassan, EI-Naggar, & Said,
2001). Se ha demostrado que la produccion de metabolitos secundarios esta
directamente relacionada con la limitacion de nutrientes del medio empleado; ya sean
micronutrientes, macronutrientes, vitaminas, condiciones de salinidad, de pH, de

temperatura, etc. (Chandrashekhara, 2010).

1.7.1 Salinidad

La produccion de antibidticos puede aumentar, si se varia la concentracién de sal en el
medio de cultivo, debido al estrés que se produce en la célula bacteriana al cambiar su
presion osmotica (Ripa, Nikkon, Zaman, & Khondkar, 2009). En este caso, la célula
necesita de una gran energia de activacion para producir “osmolitos”, que son
sustancias organicas que le permiten al organismo adaptarse a bajos niveles osmoticos,

influyendo en la mayor produccién de metabolitos secundarios (Yan, 2014).
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Los microorganismos pueden adaptarse a la salinidad, gracias al peptidoglicano de su
pared celular, que les da resistencia y tolerancia osmdtica. También estimula la
quimiotaxis, que es un fendmeno que les permite a las bacterias dirigirse hacia lugares

donde existen mas nutrientes y menos elementos toxicos (Borraz, 2006).

1.7.2. pH

El pH en medios de cultivo es considerado como uno de los factores medioambientales
esenciales en la produccién de antibidticos, debido al efecto que tiene sobre la
actividad de una gran variedad de enzimas, que se encargan de catalizar reacciones
metabolicas. Las bacterias tienen un crecimiento homogéneo y sin variaciones
considerables, en un rango de pH entre 6.5 y 8. Este factor tiene influencia sobre
algunos fendmenos fisioldgicos complejos, tales como la permeabilidad de la

membrana y la morfologia celular (Guimaraes, y otros, 2004).

Los microorganismos dependen del equilibrio del pH. Esto se debe a que la mayoria
de proteinas poseen diferentes rangos de pH para su funcion. Ademas, la concentracion
de protones en el medio esté relacionada directamente con la bioenergeética celular

(Krulwich, Sachs, & Padan, 2011).

1.8 Medios de cultivo empleados para la produccion de antibi6ticos

Para obtener resultados fiables en ensayos microbioldgicos de antibidticos, es
necesario estandarizar los medios de cultivo empleados y condiciones de pH,
salinidad, temperatura, etc. Elegir un medio de cultivo adecuado es el principio

fundamental para poder reproducir los analisis a realizar y tener resultados confiables
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(Ramirez & Marin, 2009). Hay algunos compuestos importantes en el uso
microbiologico para la produccidn de antibidticos. Son sustancias que le proveen a las
bacterias de los minerales necesarios para su crecimiento y produccion de metabolitos

de interés (CONDA).

Un consorcio de investigadores ayudé a estandarizar medios de cultivo que sean aptos
para la masificacion de bacterias en cultivos liquidos. “International Streptomyces
Project (ISP)” es una institucion que ha aportado con investigaciones en medios de

cultivo para que sean aptos para este tipo de experimentaciones (Pil, y otros, 2003).

1.8.1 Medio ISP2

Es un medio de cultivo liquido que favorece la fermentacion, estimulando la
produccion de metabolitos secundarios, debido a su fuente rica en nutrientes (Egas &
Tinajero, 2016). Est4d compuesto de extracto de levadura, formado mediante el
autolisado de células de levaduras que aporta vitamina B, factores de crecimiento y
algunos aminoécidos (Vargas, 2014). Contiene extracto de malta que proviene de la
extraccion en agua de malta de cebada y también aporta aminodacidos, carbohidratos y
vitaminas. Ademas, posee dextrosa, que es fuente de hidratos de carbono (UNVIME,

2013).

1.8.2 Medio antibidtico N°5

Existen otros tipos de medios de cultivo que son Utiles para pruebas de susceptibilidad
de bacterias a antibioticos. Entre ellos esta el medio antibidtico N°5, que es muy usado

para métodos de cilindro para ensayos con Streptomyces. Esta compuesto por peptona
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de gelatina y extracto de carne, que van a proveer nitrégeno, minerales y aminoacidos
esenciales. También se compone de extracto de levadura que aporta vitaminas del
complejo B. Este medio es solido y es muy usado para poder analizar el espectro de
accion de un antibiotico, midiendo el diametro de inhibicién que éste pueda formar

(CONDA).
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Capitulo 2

2. Metodologia

2.1 Muestras para identificacion

Para el presente proyecto se utilizd muestras de suelo provenientes de la provincia de
Pichincha, de la parroguia Conocoto, aisladas en las practicas de laboratorio de
Biotecnologia Industrial del periodo 48 de la Universidad Politécnica Salesiana, las
mismas que fueron sometidas a diferentes pruebas para el aislamiento e identificacion

de microorganismos con capacidad antibiotica.

2.2 Aislamiento de microorganismos del suelo

2.2.1 Factores de dilucion

En un frasco de vidrio de borosilicato se prepar6 una suspensién que contiene 10
gramos de suelo con 90 mL de agua destilada. Se agité a 110 RPM durante 1 hora a
30°C en un agitador marca TECNAL modelo TE-420 INCUBADORA. Se realiz6 una

serie de diluciones, que van de 10" a 10,

2.2.2 Siembra de las diluciones preparadas.

Segun (Tobar, 2012) se utiliza el método de extension en placa, el cual consiste en
sembrar mediante un asa de Digralsky de cristal estéril, 1 mL de cada dilucion en una
caja Petri dispersando por toda la caja, luego se incuba durante 48 horas a 27 °C con

el fin de obtener diferentes colonias separadas en la superficie del agar.
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2.2.3 Seleccidn de microorganismos

En esta etapa se pretende obtener cepas totalmente puras, entre las 24h y 48h de
incubacion, se selecciona las unidades formadoras de colonias (UFC) que han crecido
en la superficie del agar con diferente morfologia, tomando en cuenta que el nimero
de UFC no supere 300 UFC. A continuacion, se procede a sembrar las colonias en
diferentes cajas Petri con la debida rotulacién: PAP48G3 PA (Proyecto antibioticos),

P (Pichincha), 48 (Periodo) G3 (Colonia).

2.3 Pruebas de antibiosis

2.3.1 Medios de cultivo para pruebas de antibiosis

2.3.1.1 Elaboracion de agar nutriente
Este medio es usado para el conteo de aerobios totales y para el desarrollo de
microorganismos generales. Para la preparacion de 1000 mL de este medio, se pesaron

23 g de agar nutriente.

2.3.1.2 Elaboracién del medio I1SP2

Para la preparacion de 1000 mL de medio de cultivo liquido ISP2, se pesaron 4.0 g de
extracto de levadura, 4.0 g de dextrosa y 10.0 g de extracto de malta. Este medio es
usado para sembrar la bacteria que tiene sustancias antibioticas, ya que favorece la

produccion de metabolitos secundarios.
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2.3.1.3 Elaboracion del medio antibiético N°5

Para preparar 1000 mL de este medio se usaron 15.0 g de agar, 6.0 g de extracto de
peptona de gelatina, 3.0 g de extracto de levadura y 1.5 g de extracto de carne. Este
medio sirve para determinar el potencial antibiotico, colocando el microorganismo de

interés en pequefios pocillos y midiendo los halos de inhibicion formados.

2.3.2 Cepas productoras de antibioticos

Los microorganismos fueron sometidos a pruebas de antibiosis, para lo cual se utilizd
cepas certificadas Bacillus spizizenii (ATCC 6633) y Pseudomona aeruginosa (ATCC
9027). El primer paso es preparar 25 mL de medio TSB y con un asa estéril, agregar
una colonia de una de las cepas certificadas. La turbidez de este medio debe ser igual
a un estandar 0.5 McFarland (tabla 4). Después se dispensa medio de agar nutriente en
cajas Petri y antes que gelifique, se agrega 1 mL de medio TSB que contiene a la cepa
certificada. Luego se siembran las bacterias que puedan producir antibiosis (Egas &
Tinajero, 2016). A continuacion, se incuba por 24 horas a 37°C. Los microorganismos
que tienen la capacidad de producir un halo de inhibicion, evidencian la produccion de

antibidticos y con ellos se continuda la investigacion.

Esquema de siembra con palillos

Figura 1 Esquema de siembra con palillos

Fuente: Egas & Tinajero, (2016)
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Tabla 1 Preparacion de Estandares de McFarland

Estandar N° Volumen (mL) Equivalente en
N° de
BaCl2(1.175%) H2S04(1%)
bacterias/mL
(x109)
0.5 0.5 99.5 15
1 1.0 99.0 3
2 2.0 98.0 6
3 3.0 97.0 9
4 4.0 96.0 12
5 5.0 95.0 15
6 6.0 94.0 18
7 7.0 93.0 21
8 8.0 92.0 24
9 9.0 91.0 27
10 10.0 90.0 30

Nota: Tomado de Mcfarland Turbidity Standard N°5

Fuente: (Becton & Company, 2005)

25



2.3.3 Aislamiento de microorganismos con capacidad antibiotica

Para esto se preparan cajas con medio de agar nutriente. Por medio de un asa
bacterioldgica se toma una muestra del microorganismo y se lo resiembra en una caja
Petri. Se lo realiza repetidas veces hasta obtener el microorganismo totalmente aislado

con el objetivo de tener colonias totalmente puras.

2.4 Cepario

Se prepard tubos pico flauta con agar Tripticasa soya agar (TSA); se tomo una asada
y se procedié a sembrar en los tubos, luego se incubaron a 37°C por 24 horas con el

fin de tener un respaldo de las cepas seleccionadas.

2.5 ldentificacion de microorganismos seleccionados.

En esta fase lo que se realiza es la caracterizacion fenotipica, tanto macroscopica como
microscopica, de las cepas aisladas que demostraron tener capacidad antibidtica. Se
realizan diferentes evaluaciones, que permiten conocer las caracteristicas morfologicas
de las bacterias seleccionadas, a través de pruebas tales como: tincion Gram, tincion
de esporas y pruebas bioquimicas que permiten identificar al microorganismo de

interés.

2.5.1 Pruebas macroscopicas

Se siguio la metodologia de (Bailon, Cruz, & Cervantes, 2003). Los analisis se
realizaron con colonias de 24 h de siembra. La evaluacion se la hizo mediante

inspeccion visual de las colonias que crecieron en la superficie de los medios de
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cultivo. Durante la inspeccion, se tomaron las cajas Petri con las bacterias y se
inclinaron en varias direcciones, con iluminacion directa, para que la luz permita un
mejor analisis desde diversos angulos. De esta forma se analizaron tres aspectos: la

forma, color, superficie y borde de las colonias bacterianas.

2.5.2 Tincion de Gram

Se resembraron las cepas aisladas y se incubaron durante 24 horas a 37°C, tal como lo

describe la metodologia de (Santambrosio, Ortega, & Garibaldi, 2009).

Con un asa estéril, se tom6 una muestra de la caja Petri con la cepa aislada e
inmediatamente se disperso en un portaobjeto previamente lavado. Se coloc6 una gota
de agua estéril para dispersar la muestra. Las células se fijaron al portaobjetos con la
accion del calor del mechero y luego fueron tefiidas con unas gotas de cristal violeta
por un minuto. El colorante se retird con agua destilada. Luego, se cubre el frotis con
Lugol, dejando reposar por un minuto y se retir6 con agua destilada. A continuacion,
se coloco unas gotas de alcohol cetona por 20 segundos, para posteriormente lavar con
abundante agua destilada. Finalmente, se cubre el frotis con Safranina, dejando reposar
por un minuto y se lavo con agua destilada. La muestra fue cubierta con un

cubreobjetos, para ser observada en el microscopio con el lente aumento de 100X.

2.5.3 Tincién de esporas

Segun (Villa, Fernadndez, & Castillo, 2012) este proceso también llamado “método de
Schaeffer y Fulton”, consiste en tener un cultivo puro incubado por 24 horas. Se tomd

una muestra de la cepa de interés y se hizo un frotis en el portaobjetos previamente
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lavado y esterilizado con alcohol. Se coloc6 un pedazo de papel filtro encima del frotis
y se aplico el reactivo verde malaquita. Se calenté en un mechero hasta que emitiera
vapores durante un minuto, evitando el secado del papel agregando mas reactivo
durante un minuto. Después de este proceso, se enfria la placa portaobjetos y se lava
la muestra con abundante agua destilada, se aplicé unas gotas de safranina durante 15
segundos y se quito el exceso de residuos de colorante con agua. Se retird el papel
filtro y mediante un cubreobjetos se observaron los resultados en el microscopio con

un aumento de 100X.

2.5.4 Prueba de catalasas

Esta metodologia es descrita por (Olmos, Garcia, Séaez, & Valdezate, 2010) y se
utilizaron cultivos de 24 horas. Se usa peroxido de hidrogeno al 3%, permitiendo que
la enzima catalasa realice la descomposicion del peroxido de hidrogeno en oxigeno y
agua. Se tomd un poco de muestra de las bacterias de interés y se hizo un frotis en un
portaobjetos previamente lavado y esterilizado con alcohol. Se afiadi6 unas gotas del
perdxido de hidrégeno encima del frotis y se espero entre 15 y 20 segundos. Si en el

frotis se observa presencia de burbujas, el resultado de prueba de catalasa es positivo.

2.5.5 Prueba de oxidasa

Se utilizo la metodologia descrita por (Perilla, y otros, 2003). Se usa un papel que
contiene el reactivo N, N, N’, N’ —tetrametil-p-dihidroclorofenilendiamina y sirve para
detectar si una bacteria posee un sistema de citocromooxidasa, que activa la activacion

del citocromo ¢ en su cadena respiratoria.
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Para este procedimiento, se coloca el papel con el reactivo de oxidasa en una caja Petri
vacia y se lo humedece con dos gotas de agua destilada, después se toma una asada de
la bacteria de interés, se coloca en el papel para prueba de oxidasa y se espera un

minuto. Si el papel se tifie de purpura, el resultado es positivo.

2.5.6. Prueba de anaerobiosis

Para esta prueba se usaron tubos que contenian agar peptona al 2%, con las bacterias
sembradas. Se colocaron estos tubos en una cdmara de anaerobiosis a 23°C + 2°C por

24 horas. Trascurrido el periodo de incubacion, se observo si existia crecimiento.

2.5.7 Prueba de Manitol

Esta prueba es muy usada en los laboratorios para la diferenciacion de estafilococos y
de bacterias que sean Gram positivas 0 negativas. Para esta prueba, se siguié la
metodologia de (Becton, Dickinson and Company, 2013), que consiste en usar el
medio de “Agar Sal Manitol” que contiene rojo fenol para indicar si la bacteria es
capaz de fermentar manitol. Ademas, posee una elevada concentracion de cloruro de

sodio que inhibe el crecimiento de bacterias Gram negativas.

Se prepararon cajas Petri con el medio Agar Sal Manitol, y con un asa estéril se
sembraron las cepas de interés. Después de 24 horas de la siembra, se analizaron los
resultados. Si el medio se torna de color amarillo, la bacteria es capaz de fermentar
manitol. Si existe crecimiento normal de la bacteria, se puede deducir que es Gram

positiva, por su capacidad de resistir altas concentraciones de cloruro de sodio.
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2.5.8 Pruebas con kit de Identificacion bioquimico.

2.5.8.1 BD BBLTM Crystal TM Identification Systems Gram-Positive ID Kit

Para el test se requiere un cultivo de cepas aisladas incubadas por 24 horas a 37°C.
Con un asa bacterioldgica estéril, se tomaron 2 asadas de las cepas de interés dentro
de un vial que viene incluido en el kit, hasta que la turbidez sea equivalente a un
estdndar de McFarland 0.5. Se vertié el contenido del tubo en las bandejas de
incubacion del Kit, hasta que los pocillos sean llenados totalmente con el indculo y se
sell6 la muestra con las tapas del panel. Se lo colocd boca abajo en la incubadora

durante 24 horas a 37°C. Pasado el tiempo requerido se realizé la lectura.

2.5.8.2 Microgen® BACILLUS-ID

Para la realizacion de esta prueba se necesita un cultivo puro de 24 horas a 37°C.
Mediante un asa estéril se tom6 una muestra de la cepa de interés y se colocé en un
vial que viene incluido en el kit, hasta Ilegar a un estandar de turbidez Mc Farland de
2.0. Se afadi6 de 100 a 125uL de la suspension bacteriana en los 24 pocillos. A
continuacidn, para la reaccion de arginina dehidrolasa se agregé 3 gotas de aceite
mineral al pocillo 21. Luego se selld la bandeja de incubacion con la tapa adhesiva,
incubando a 30°C durante 24 horas. Al dia siguiente se analizan los resultados de los
pocillos (1-18) segun el manual de uso y se volvio a incubar por 24 horas mas. A las
48 horas de incubacion para realizar la reaccion bioguimica “Indol” se agrega 2 gotas
de reactivo Kovacs al pocillo 19, y se analizan los resultados después de 60 segundos
(rosado/rojo se considera positivo); en el pocillo 23 se agrega una gota del reactivo

Voges Proskauer (VPI) y otra gota de (VPII) y se realiza la lectura de 15-30 minutos
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(rojo/rosado se considera positivo en la prueba bioguimica VVoges Proskauer). Para
realizar la reaccion de Nitrato, se agrega una gota del reactivo Nitrato A y una gota de
Nitrato B en el pocillo 20, se realiza la lectura despues de 60 segundos (rojo/rosado)

positivo.

2.6 Produccién de la sustancia antibiética en condiciones de estrés

Para este proceso, se siguid la metodologia realizada por (Egas & Tinajero, 2016).

Para la produccion de la sustancia de interés, se necesita evaluar las condiciones
Optimas del medio de cultivo en el que estaran las bacterias en condiciones de estrés.
Se escogieron los medios mas aptos para que el microorganismo de interés tenga todos
los nutrientes necesarios, variando el pH y la salinidad, con el objetico de producir la

sustancia antibidtica.

2.6.2 Siembra del preinéculo variando la salinidad y pH.

Se prepararon 1000 mL de medio ISP2 y se colocaron 50 mL en 9 matraces Erlenmeyer
de 250 mL. Después, se varié el pH y salinidad de cada medio. Se trabajé con valores
de pH de: 6, 7 y 8. La salinidad se modifico, haciendo a los medios hipotonicos (0.6%
de salinidad), isotonicos (0.9% de salinidad) e hipertonicos (1.2% de salinidad). Los
matraces Erlenmeyer se taparon correctamente con tapones de algodén y se
esterilizaron. Después, se inoculé en cada matraz 3 mL de preindculo antes preparado
en medio TSB y se incubaron en un agitador rotatorio a 150 rpm y a 30 °C. La
produccion de antibidtico se evaluo durante 10 dias. El esquema de los tratamientos se

explica en la tabla a continuacion:
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Tabla 2 Produccién del antibiético

N° Tratamiento pH % salinidad
1 6 0.6
2 6 0.9
3 6 1.2
4 7 0.6
5 7 0.9
6 7 1.2
7 8 0.6
8 8 0.9
9 8 1.2

Elaborado por: Los autores, 2017

2.6.3 Método de perforacion en placa

Cada dia se tomaron 5 mL de los matraces con caldo de cultivo ISP2, con pH y

salinidad modificados y se centrifugd a 3000 RPM durante 5 minutos.

En cajas con agar antibidtico N° 5, se inoculdé 1 mL de Bacillus spizizzenii o
Pseudomona aeruginosa en cada caja. Cabe recordar que este medio es para evaluar
el potencial antibiotico de la bacteria de interés. Posterior a este proceso, se hicieron

pocillos redondos en los medios con la ayuda de pipetas Pasteur estériles.
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Una vez que se solidificaron los medios en las cajas, se procedié a colocar 60 pL de
los medios centrifugados ISP2 con pH y salinidad modificados, en cada pocillo
realizado en el medio antibiotico N°5. Finalmente se colocaron los medios en una
incubadora a 30 °C durante un dia, para evaluar el tamafio de los halos producidos por

la sustancia antibi6tica de las bacterias.

2.7 Andlisis estadistico

Se aplicd el anélisis de “Area bajo la curva del progreso de antibiosis” (ABCPA), para
obtener informacién de la produccién de antibidtico en los diferentes tratamientos,
durante los 10 dias. Con este método, se determiné la existencia de diferencias

estadisticas entre los nueve tratamientos aplicados.

Para los analisis estadisticos de analisis de varianza, los datos se procesaron en el
programa InfoStat “version 2013”. Se desarrolld la prueba de Tukey al 5%, para
encontrar diferencias significativas en la evaluacion de tamafios de halos de inhibicion

de los diferentes tratamientos.
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Capitulo 3

3. Resultados y discusion

3.1. Aislamiento de microorganismos del suelo

Las cepas fueron obtenidas de suelos de la Provincia de Pichincha, las cuales fueron
aisladas y purificadas. El factor de dilucion con el que se trabajo fue 105, ya que segin

(Ortegdn, 2009), este tipo de diluciones contienen una carga menor a 300UFC/g.

A las 24 horas, se pudo observar distintas colonias, las cuales fueron necesarias para
el aislamiento. Los microorganismos fueron seleccionados segun el borde, color, y

forma de las colonias.

3.2. Pruebas de antibiosis

Se observo que la cepa PAP48G3 tuvo inhibicion contra Bacillus spizizenii y
Pseudomona aeruginosa, es decir, tiene capacidad de producir antibiético de amplio
espectro. Para determinar la antibiosis de los microorganismos, se hizo el analisis con
la formacion de halos de inhibicion. Para no tener falsos positivos, se lo hizo por
triplicado y se determind que la cepa PAP48G3 produce un halo en todas las

repeticiones.

3.3. Caracterizacion morfologica de los microorganismos.

La tincién Gram fue positiva y la forma observada fue de bacilo. La tincion de esporas
también fue positiva. Se hizo el analisis morfolégico de las colonias bacterianas

aisladas, mediante inspeccion visual. Estas caracteristicas pueden ser observadas en la
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tabla 3. Segun (Rivera, 2015) , la forma de las bacterias es determinada por la presencia
de citoesqueletos, muros celulares y por su manera de pegarse en superficies. Estas
formas determinan la capacidad de las bacterias de obtener nutrientes y poder

sobrevivir en un medio.

Tabla 3 Caracterizacion morfolégica de los microorganismos productores de

antibioticos
Cadigo Borde Color | Forma | Superficie | Tincion Tincion
Gram de
Esporas
PAP48G3 | Lobulado | Blanco | Circular | Convexa Positivo Positivo

Fuente: Los autores, 2017

La cepa PAP48G3 fue sometida a algunas pruebas bioquimicas para bacilos, que
ayudaron a tener un conocimiento mas amplio de las caracteristicas propias de esta
bacteria. Las pruebas de catalasa y manitol fueron positivas, mientras que la prueba de

oxidasa fue negativa.

3.4. Pruebas con Kits de Identificacion bioquimica.

A la cepa PAP48G3 se le realizd una caracterizacion de pruebas bioquimicas.

Mediante el Kit Microgen BACILLUS-ID se seleccionaron las siguientes pruebas:
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Tabla 4 Caracteristicas y pruebas bioguimicas para la cepa PAP48G3

Pruebas Reaccion Positivo Negativo
Arabinosa + Amarillo Rojo
Celobiosa +
Inositol -
Manitol +
Manosa -
Rafinosa -
Ramnosa -
Silicio +
Sorbitol -
Sucrosa +
Trehalosa +
Xylosa - Amarillo Rojo
Adonitol -
Galactosa +
Metil-D-Manosido -
Metil-D-Glucosido -
Inulina -
Melezitosa -
Indol - Rosado/Rojo Incoloro/
Amarillo
ONPG + Amarillo Incoloro
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Arginina Dihidrolasa + Verde/ Azul | Amarillo /Verde
Utilizacion de citrato + Azul Amarillo/Verde
claro
Voges Proskauer - Rosado/Rojo Color paja
Nitrato - Rojo Incoloro /
Amarillo

Fuente: Los autores, 2017

El Kit de identificacion de 1 BD BBL™ Crystal ™ Identification Systems Gram-
Positive ID Kit que se realizé a la cepa PAP48G3, mostré un 99.09% de probabilidad

que esta bacteria es Bacillus megaterium,

Resultados del KIT GRAM POSITIVE ID SYSTEM / BD BBLCRYSTAL GP

Bl DOSBox0.74, Cpuspeed: 3000 cycles, Frameskip 0, Program: BDMSID - O
Estadisticas
Ayuda
Ualidez del biotipo Confianza
| 1 Bacillus megaterium I 1,298,783 a.9989
| 2 Lactococcus raffinolactis I 498,797,429 a.a841
| 2 Streptococcus porcinus I 367,848,828 a.88:27

Reacciones atipicas para este organismo en este sistema:

Bacillus megaterium +

MOR Morphologu Heg. (-
URE Urea Pos. (+2

Informe de ID BBL Crystal basado en estas estadisticas.

| Ultima Ventana I | Hueva ID I

Figura 2 Resultado estadistico de Bacillus megaterium con un 99.09% de confianza

Fuente: Los autores, 2017
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Mientras que con el Kit de identificacion Microgen® BACILLUS-ID, también se

menciona que es Bacillus megaterium con un 83.84% de probabilidad.

Kit de identificacion Microgen® BACILLUS-ID
Identification Analysis
B. megaterium B. firrmuz B. pumiluz B. lentuz B. circulans
Select ID Choice
Probability 1/63.901.106 £14100,000,000 | < 1/4100,000,000 | < 1/100,000,000 | < 1./100,000,000
Percent Probability 83.84% 11.25% 2,39% 2.21% 012%
Likelihood <0.01% <0.01% <0.01% <0.00% <0.00%
Human lzolate No Mo Yes Mo res
Tests against
Test 1 ARG [0,1%) ARG [5%] »rL [99%) ARG [0.1%] ARG [1%)
Test 2 ARS (B3] ARG [1%] MMS [38%) MMS [38%)
Test 3 GAL [B%) MMS [38%) CIT [18%) CIT [2%]
Additional Tests ~ b ~ ~ o
Starch 99% 9% 0.1% 937 953
Lactose 99% 2% TE% E7% 937
Sporangia Swollen 01 50% 0% 0% LT
Ezculin 99% 3% 93% 937 937
Melibioze 99% 2% 23% e 937
Additional Commeants
Figura 3 Resultado estadistico de Bacillus megaterium con un 83.84% de probabilidad
Fuente: Los autores, 2017

En un estudio realizado en Bacillus megaterium por (LOpez, Pazos, Torres, &
Casadesus, 2011), mencionan que esta bacteria es bacilo Gram positivo y catalasa
positivo. En una investigacion dirigida por (Liu & Jurtshuck, 1986), mencionan que se
realizaron diferentes pruebas de oxidasas a 19 tipos de bacilos y Bacillus megaterium
es oxidasa negativa, ya que carece de citocromo C, responsable de oxidar al NNN'N’,

tetrametil,1-4, fenilendiamina que da el color azul en la prueba de la oxidasa.

En la prueba de manitol, Bacillus megaterium crecio sin problemas y la coloracion del
medio fue amarilla, por lo tanto, se confirma que es una bacteria Gram positiva

(Becton, Dickinson and Company, 2013).
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Segun (MoBiTec GmbH, 2012), Bacillus megaterium ha sido considerado como un
microorganismo muy importante durante décadas. Esta bacteria es capaz de producir
“Penicilina amidasa”, que es usada para producir penicilina sintética. Ademas, produce
amilasas que son utiles en industrias de panificacion y glucosa deshidrogenasa, que es
atil en analisis de glucosa en sangre. También es usada para la produccion de vitamina
B12, piruvato y, ademas, tiene enzimas que pueden modificar corticosteroides y

deshidrogenasas de aminoacidos.

3.5 Evaluacion de la produccion de antibidtico en condiciones de estres

La presencia de la sustancia antibidtica en el caldo de cultivo ISP2 fue evaluada
durante 10 dias, en condiciones de estrés de pH y salinidad, con la medicion del tamafio
de los halos de inhibicion formados en el medio antibi6tico N°5 que contenian Bacillus
spizizenii (ATCC 6633) o Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027). En las figuras 4 y
5 se puede observar que la bacteria PAP48G3 produce mayor actividad
antimicrobiana contra Bacillus spizizenii en el dia 3, en condiciones de estrés de pH 7
y 1.2% de salinidad. Mientras que contra Pseudomona aeruginosa, la bacteria produce
mayor actividad antimicrobiana en el dia 4, en condiciones de estrés de pH 7 y 1.2%

de salinidad.

Segun (Yépes, 2010), los metabolitos secundarios de una bacteria se sintetizan al final
de la fase de crecimiento exponencial o también en la fase estacionaria. Las
condiciones de estrés provocan variaciones en el tiempo de estas fases, produciendo
diferentes cantidades de metabolitos con estructuras quimicas y actividades biologicas
muy diversas, a lo largo de su ciclo bioldgico. En otra investigacion realizada por

(Botas, 2013), menciona que, en condiciones de estrés, las células bacterianas
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canalizan sus recursos energéticos hacia la busqueda de diferentes nutrientes, para
poder adaptarse a los cambios que ocurren en el ambiente, enviando sefiales

intracelulares que regulan la produccion de metabolitos secundarios.

Halos de inhibicién producidos por la cepa PAP48G3 contra
Bacillus spizizenii en los diferentes tratamientos

160
140
120 e=@==Tratamiento 1
e=@==Tratamiento 2
400 «=@==Tratamiento 3
€
€ =@=="Tratamiento 4
EBO e=@==Tratamiento 5
f_—“ e=@==Tratamiento 6
%60 e=@==Tratamiento 7
©
E Tratamiento 8
40 .
Tratamiento 9
20
0
-20

Dias de incubacion

Figura 4 Area de los halos de inhibicion de la cepa PAP48G3 contra Bacillus spizizenii a 35°C en
los diferentes tratamientos.

Fuente: Los autores, 2017
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Halos de inhibicion producidos por la cepa PAP48G3 contra
Pseudomona aeruginosa en los diferentes tratamientos
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Figura 5 Area de los halos de inhibicion de la cepa PAP48G3 contra Pseudomona aeruginosa a
35 °C en los diferentes tratamientos

Fuente: Los autores, 2017
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3.6 Analisis del Area Bajo la Curva del Progreso de Antibiosis (ABCPA) por

tratamientos. Prueba de Tukey (5%0)

3.6.1 ABCPA en Bacillus spizizenii

Al momento de realizar el analisis de los nueve tratamientos en el programa InfoStat,
calculando el ABCPA, se puede observar que existieron cuatro rangos de significancia
(A), (B), (C) y (D) entre los nueve tratamientos, como se puede ver en la Figura 6 de
la prueba de Tukey (5%). En el rango A, se encuentran los tratamientos: 1 (promedio
de ABCPA: 60.34), el tratamiento 2 (promedio de ABCPA: 79.35), el tratamiento 3
(promedio de ABCPA: 118.17), el tratamiento 5 (promedio de ABCPA: 370.60), el
tratamiento 8 (promedio de ABCPA: 392.08) y tratamiento 9 (promedio de ABCPA:
243.37). El rango A es el que menos eficacia muestra en la accion de producir halos
de inhibicién. En el rango B, se encuentra el tratamiento 4 (promedio de ABCPA:
1867.69). En el rango C, esta el tratamiento 7 (promedio de ABCPA: 3153.59), siendo
también un buen tratamiento para producir sustancias antibidticas contra Bacillus
spizizenii. Pero el mejor rango es el D, es decir, el tratamiento 6 (pH 7 y salinidad
1.2%), con un promedio de ABCPA: 4700.60, demostrando tener las mejores

condiciones para producir sustancias de interés.
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Area bajo la curva del progreso de antibidsis, contra Bacillus spizizenii
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Figura 6 Area bajo la curva del progreso de antibiosis contra Bacillus spizizenii
Nota: Obtenido del programa infoStat

Fuente: Los autores, 2017

3.6.2 ABCPA en Pseudomona aeruginosa

Se identificaron 9 rangos de significancia (A), (B), (C), (D), (E), (F), (G), (H), (),
como se puede observar en la Figura 7 de la prueba de Tukey (5%). Se puede deducir
gue ninguno de los nueve tratamientos realizados contra Pseudomona aeruginosa tiene
relacién significativa. Los rangos A (tratamiento 1), B (tratamiento 4), C (tratamiento
8), D (tratamiento 3), y E (tratamiento 9), tienen un ABCPA muy bajo; es decir, no

tienen un buen rendimiento al producir halos de inhibicién. Los rangos F (tratamiento
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2) y G (tratamiento 7), tienen un rendimiento medio. Los mejores rangos son H
(tratamiento 5), con un promedio de ABCPA de 8544.97 y el rango | (tratamiento 6),

con un promedio de ABCPA de 9640.97.

Segun (Velarde, 2007), los metabolitos secundarios producidos en diferentes
condiciones de estrés, no tendran el mismo espectro de accion, debido a la capacidad
de la bacteria de adaptarse y producir diferentes elementos i6nicos que le den

tolerancia, para poder sobrevivir en un medio de estrés.

Area bajo la curva del progreso de antibiosis, contra Pseudomona aeruginosa
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Figura 7 Area bajo la curva del progreso de antibiosis, contra Pseudomona aeruginosa
Nota: Obtenido del programa infoStat

Fuente: Los autores, 2017
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Conclusiones

De las cepas que se aislaron en la parroquia de Conocoto, de la provincia de Pichincha,
la bacteria (PAP48G3) produjo sustancias antibioticas de amplio espectro contra,

Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027) y contra Bacillus spizizenii (ATCC 6633).

Se confirmd que la bacteria PAP48G3 es un bacilo Gram positivo y formador de
esporas, al realizar la caracterizacion morfoldgica, coloracion Gram y tincion de

esporas.

Se concluye mediante el kit Microgen® BACILLUS-ID, que la bacteria PAP48G3 que
es Bacillus megaterium, con un 83.84% de probabilidad. Y con el Kit 1 BD BBL™
Crystal ™ Identification Systems Gram-Positive ID, se reconfirma que es Bacillus

megaterium, con una probabilidad del 99.09%.

La bacteria PAP48G3 produjo mayor actividad antimicrobiana contra Bacillus
spizizenii en el dia 4 en condiciones de estrés de pH 7 y 1.2% de salinidad. Contra
Pseudomona aeruginosa, la bacteria produjo mayor actividad antimicrobiana en el dia

3 en condiciones de estrés de pH 7 y 1.2% de salinidad.

Al realizar el analisis estadistico con InfoStat, se concluy6 que el tratamiento 7 (pH 8
y salinidad 0.6%), con un promedio de ABCPA de 3153.59 y el tratamiento 6 (pH 7 y
salinidad 1.2%), con un promedio de ABCPA: 4700.60, son los mejores para producir
sustancias antibioticas contra Bacillus spizizenii. EIl tratamiento 5 (ph7 y salinidad
0.9%), con un promedio de ABCPA de 8544.97 y el tratamiento 6 (pH 7 y salinidad
1.2%), con un promedio de ABCPA de 9640.97, son los mejores contra Pseudomona

aeruginosa,
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Recomendaciones

Es necesaria la busqueda de bacterias productoras de antibidticos, en diversos lugares
tales como: sedimentos de mares, suelos acidificados o alcalinos, ya que se podrian

encontrar cepas que podrian producir nuevas sustancias antibidticas muy eficaces.

Se recomienda manejar otras variables para analizar en qué condiciones se produce
mas sustancia antibidtica. Por ejemplo, variando la temperatura de crecimiento, o
también probando diferentes medios de cultivo al ISP2, como, por ejemplo: el caldo
de sal de arginina y glicerol, medio R5, caldo de caseina o el caldo de nitrato de

caseina.

Se aconseja llevar a cabo mas pruebas de evaluacion de la actividad antibiotica
utilizando un biorreactor, con la bacteria PAP48G3, para poder conseguir mayor

cantidad de sustancias antibidticas.

Se sugiere realizar pruebas de caracter genético, como por ejemplo el analisis de PCR
y secuenciacion, a la cepa PAP48G3, con el objetivo de confirmar el género y especie

de las bacterias de interés.
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Anexos

Anexo 1 Cepa PAP48G3 en Agar Nutriente

Anexo 2 Colonias aisladas de la cepa PAP48G3 en Agar Nutriente

Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 3 Prueba de antibiosis contra Bacillus spzzizenii

Fuente: Los autores, 2017

Anexo 4 Prueba de antibiosis contra Pseudomona aeruginosa

Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 5 Tratamientos con pH y salinidad variable

Fuente: Los autores, 2017

Anexo 6 Método de perforacion en placa. Inhibicién de Bacillus megaterium contra

Bacillus spzzizenii en el dia 4 con 1,2% de salinidad y pH=7

Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 7 Método de perforacién en placa. Inhibicion de Bacillus megaterium contra

Bacillus spzzizenii en el dia 3 con 1,2% de salinidad y pH=7

Fuente: Los autores, 2017

Anexo 8 Método de perforacion en placa. Inhibicion de Bacillus megaterium contra

Bacillus spzzizenii en el dia 4 con 0,7% de salinidad y pH=7.

Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 9 Prueba de catalasa positiva

Fuente: Los autores, 2017

Anexo 10 Prueba de Manitol positiva

Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 11 kit BD BBL CRYSTAL revelado bajo luz UV

Fuente: Los autores, 2017

Anexo 12 kit BD BBL CRYSTAL Lectura del kit a las 24 horas

Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 13 Codigo resultante del kit BD BBL CRYSTAL

Fuente: Los autores, 2017

Anexo 14 Resultados de las Pruebas realizadas con el kit Microgen Bacillus 1D
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Fuente: Los autores, 2017
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Anexo 15 Tinciéon Gram PAP48G3 100x

Fuente: Los autores, 2017
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