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RESUMEN

Dentro de los productores de antimicrobianos, las bacterias del genero Streptomyces son
las que tienen el mayor potencial para la sintesis de dichas sustancias. Estas bacterias
gram positivas y filamentosas son las responsables del descubrimiento de la mayor

cantidad de compuesto activos que son de origen microbiol6gico.

Debido a la importancia de estos microorganismos, el presente trabajo tiene como
objetivos demostrar la actividad antibacteriana de la cepa Streptomyces sp. 6E3,
producir un extracto, determinar el nimero de compuesto que tiene, realizar un

fraccionamiento y la CMI de cada una de dichas fracciones.

El screening para determinar la actividad antimicroviana de la cepa fue realizado por el
método de Doble Capa o Agar Overlay, el cual demostré que la cepa era activa frente a
las cepas de S. aureus ATCC 33862, S. aureus ATCC 43300 meticilino resistente y S.

aureusmeticilino resistente de origen clinico.

El extracto fue directamente obtenido de las células de la bacteria, crecidas en un medio
solido con lo cual se obtuvo una cantidad de 141.9mg de extracto. Para conocer el
nimero de compuestos, se realizé una Thin Layer Chromatography (TLC) con lo que se

pudo observar que en el extracto obtenido estaban presentes seis compuestos.

El extracto fue fraccionado por medio de una SPE de fase reversa, con lo que se obtuvo
seis fracciones de las cuales solo cinco de ellas eran activas frente a las cepas de S.
aureus mencionadas. La CMI realizada por el método de microdilucion, demostré que
la fraccion D tenia mayor actividad frente a las cepas de S. aureus ATCC 33862, S.
aureus ATCC 4300 meticilino resistente y S. aureus meticilino resistente de origen

clinico con CMI’s de 0.88 ug/ml, 0.44 ug/ml y 1.76 ug/ml respectivamente.



ABSTRACT

Within the antimicrobial producers, bacteria of genus Streptomyces are the most
potential for the synthesis of those substances. These gram-positive and filamentous
bacteria are responsible for the discover of the highest amount of active compounds

from microbiological origin.

Due to the importance of this microorganism, the present work has the purpose of
demonstrate the antibacterial activity of Streptomyces spp. 6E3 strain, produce an
extract, know the amount of compounds in the extract, realize a fractionation and the

MIC to every fraction obtained.

The screening to determinate the antibacterial activity of the strain was made through
the Agar Overlay method, which showed that the strain was active against S.
aureusATCC 33862, S. aureus ATCC 43300 methicillinresistant andS. aureus
methicillin resistant wild type.

The extract was obtained directly of the bacterial cells, grown in solid media from
which was obtained 141.9mg of extract. To know the number of compounds, a Thin
Layer Chromatography (TLC) was performed and it was determinate that the extract

had six compounds.

The extract was fractioned through SPE of reverse phase, and it was determinate that
five of six fractions were active against S. aureus strains, mentioned before. The MIC
was determinate by the method of microdilution, which showed that the D fraction has
the major activity against S. aureus ATCC 33862, S. aureus ATCC 43300 methicillin
resistant and S. aureus methicillin resistant wild type with MIC’s of 0.88 ug/ml, 0.44
ug/ml and 1.76 ug/ml respectively
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I. INTRODUCCION

El ser humano siempre ha estado en basqueda del desarrollo y descubrimiento de
sustancias que ayuden a combatir a los microorganismos y los efectos graves que estos

ocasionan.

De los primeros métodos usados para combatir a estos gérmenes, Se encuentra
registrado el uso de hongos, plantas y tierra. En el antiguo Egipto, se empleaban trozos
de pan con moho o un revestimiento de miel sobre las heridas infectadas, siendo este
ultimo el mas empleado porque la miel es higroscopica e impide que se peguen los

microorganismos(1).

Se han encontrado rastros de antimicrobianos como tetraciclina, en restos 6seos
humanos provenientes de Nubia que datan entre el 350 — 550 d.C. (2), existiendo

muchas hipétesis sobre la procedencia de dicha molécula quelante.

En la medicina china tradicional se ha registrado el descubrimiento y uso de diferentes
hierbas con actividad antimicrobiana, siendo muchas de ellas estudiadas actualmente

con el fin de identificar los componentes bioactivos (3).

En 1939 se inicia el uso del primer antibiético descubierto: la penicilina(4), permitiendo
el tratamiento de enfermedades infecciosas en su mayoria causadas por bacterias e
iniciando con ello el boom de los antibidticos. Como resultado, se logré6 mejorar la
calidad y el tiempo de vida de las personas, tanto asi que se creyd ganada la batalla
contra las enfermedades bacterianas.

Al término de la década de los 60, se dio un decline en el descubrimiento de nuevos
farmacos por parte de las industrias farmacéuticas (5). Afios posteriores, se da inicio a
una etapa en donde el rebrote de enfermedades infecciosas tanto de origen bacteriano
como viral resquebrajan el optimismo de la gente frente a las enfermedades infecciosas.
Empiezan a aparecer enfermedades como el colera, el SIDA, la fiebre tifoidea y otras

conocidas pero causadas por bacterias con resistencia antibidtica (6).

Durante los ultimos afios, las bacterias con resistencia antibidtica han ido apareciendo
con mayor frecuencia e incluso se esta empezando a considerar como parte de una

pandemia. En el 2008, la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas lanzd un



comunicado, mencionando que se estaria iniciando una epidemia de este tipo de
microorganismos, resaltando a Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina (MRSA),
Mycobacterium tuberculosis e inclusive a los bacilos gram negativos (7) como las
Enterobacterias. Entre el 2014 y el presente afio, tanto la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS)(8) como el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC)
(9) han iniciado programas para monitorear y prevenir una mayor expansion de estos
microorganismos resistentes. En Peru, el Instituto Nacional de Salud (INS) realiza
monitoreos y junto con el Ministerio de Salud, ejecutan en la actualidad programas de

prevencion para mejorar el uso de los antibi6ticos.

Todo esto, ha motivado que muchas instituciones internacionales y muchos otros
cientificos se unan en la busqueda de nuevos antibidticos que puedan combatir las
enfermedades infecciosas y a las cepas resistentes.

1.1 Definicién de antibidticos, biocidas, antimicrobianos

Los antimicrobianos son las sustancias quimioterapéuticas conocidas desde anterioridad
a su época de apogeo que inicié en la década de 1940. Dentro de la descripcion de los
antimicrobianos se encuentra que son sustancias quimicas naturales o sintéticas y tienen
el fin de eliminar o inhibir el crecimiento bacteriano(4), generalmente son provenientes
de hongos, bacterias (Figura 1) asi como de plantas y otras fuentes naturales. También,
se les denomina como “antibiodticos”, término que fue usado primero por el investigador
Selman Waksman, pero con referencia a que estas sustancias antagonizaban el
crecimiento microbiano (10, 11). En algunos textos, se le encuentra también como
“biocidas”, término que define a una sustancia natural o sintética capaz de matar

microorganismos (12).



Source

All known compounds

" Biocactives”

Antibiotics

Natural Products
Plant Kingdom

aver ona million
600000 to 700000

Microbes

Algae, Lichens

Higher Plants
Animal Kingdom

over 50000
3000 to 5000
500000 to 600000
300000 to 400000

200000 to 260000
150000 to 200000
22000 to 23000
1500 to 2000
100000
50000 to 100000

25000 to 30000
~25000

_~17000_|

~1000
10000 to 12000
~-B000D

Protozoa several hundreds 100 to 200 ~-50

Invertebrates: --100000 7 ~B00
Maring animals 20000 to 25000 F000 to 8000 3000 to 4000
Insectsiworms/etc. 8000 to 10000 800 to 1000 150 1o 200

Vertebrates (mammals, fishes, 200000 to 250000 50000 to 70000 ~1000

amphibians, etc.)

Figura 1. Numero aproximado de compuestos de acuerdo a su fuente natural de origen,
(Berdy, 2014)(13)

1.2. Produccion de antimicrobianos e importancia en la industria

Los antimicrobianos son parte del metabolismo secundario de muchos
microorganismos, produciéndose generalmente durante la fase tardia del crecimiento
microbiano o también llamada idiofase (12, 14). Las vias metabdlicas para la
produccién de estos compuestos son multiples de acuerdo al tipo de sustancia que se
sintetizard y estarian siendo controlados por clusters de genes (15), que varian segun el
microorganismo. La razén para la sintesis de los antimicrobianos es incierta,
postulandose diversas teorias entre las que se menciona la competencia entre especies,
pero se discrepa porque la produccién se da al final de la curva de crecimiento y los
productores no serian capaces de usar dichos metabolitos(16). Otra hip6tesis, menciona
que estas sustancias son “recortes” del metabolismo microbiano o parte del desecho
metabolico (17), siendo lo Gltimo, no considerado en su totalidad debido a que si fuesen
parte del desecho metabdlico, deberian estar presentes en muchos otros
microorganismos por ser parte comin de una via metabdlica. Se ha propuesto,
asimismo, que los antibidticos son producidos a la par que las esporas (considerado para
aquella mayoria de microorganismos que producen dichas estructuras) pero no es
considerado muy factible porque no siempre el desarrollo de esporas desencadena la
produccién de dichas sustancias (18). Se sugiere que otro motivo para la produccién de
estas mismas seria que los microorganismos realizan predacion, es decir que empiezan
a producir antimicrobianos cuando se le esta acabando los sustratos que favorecen su
crecimiento, usando a dichos compuestos para eliminar otros microorganismos en su
medio y alimentarse de ellos, lo cual ha sido observado en especies de bacterias del

5



género Streptomyces (16) asi como de Myxobacterias (19), lo que da mayor soporte a
esta hipotesis.

Aunque a ciencia cierta, no se conoce exactamente el motivo por el cual se producen
estos compuestos bioactivos, a lo largo de los afios y posteriores al descubrimiento de la
penicilina, las grandes empresas farmaceuticas iniciaron el proceso de descubrimiento,
desarrollo y venta de antimicrobianos, caracterizandose este periodo por encontrar de
manera “random” a dichas sustancias (20). Los principales antibioticos que causaron un
gran apogeo, tanto para la industria como para la sociedad, fueron las penicilinas y sus
derivados, la estreptomicina que fue la primera droga para combatir la tuberculosis y las
cefalosporinas y sus derivados semisintéticos(21), producidos por hongos y bacterias.
Actualmente, las empresas e instituciones de investigacion estdn tomando muy en
cuenta a los microorganismos como productores de antimicrobianos, por lo que se esta
realizando estudios con el fin de encontrar nuevos microorganismos con la capacidad de
producir estos compuestos y que a su vez sean eficaces frente a cepas con drogo y

multidrogoresistencia.

Dentro de los grupos de interés cientifico e industrial de productores de antimicrobiano,
hay uno que ha demostrado ser el mayor productor de una gran variedad de dichas

sustancias, los cuales son los actinomicetos.
1.2.1. Los Actinomicetos

Los actinomicetos son bacterias filamentosas Gram positivas que se caracterizan
por un alto contenido de guanina (12) y citosina en su material genético, asi
como de tener un complejo ciclo de vida (22). En medios sélidos se desarrollan
con morfologias similares a hongos por lo que, se creyé en un inicio que
pertenecian a este grupo para luego demostrarse que estos eran afectados por
ciertos antibidticos y bacteriofagos, ademas de presentar otras caracteristicas del

dominio Bacteria(23).

Estas bacterias se encuentran ampliamente distribuidas, tanto desde suelos hasta
mares. Muchos de estos actinomicetos, en especifico los que viven en tierra,
producen un caracteristico olor de “tierra mojada”, debido a la geosmina, una
sustancia volatil que es uno de los tantos productos que originan dichas bacterias

durante los procesos de biodegradacion (22, 24).Ademas de esta sustancia, los

6



actinomicetos son conocidos por producir compuestos bioactivos, es decir, que
tienen actividad sobre organismos bioldgicos sean o no beneficiosas. EI nimero
de compuestos bioactivos descubiertos en los actinomicetos llega a los 10100
compuestos, dentro de los cuales, unos 8700 compuestos son antibidticos (13);
convirtiéndolos en los primeros productores de antibiéticos a lo largo de los

anos.

Dentro de los actinomicetos, hay un género muy representativo, el cual es el
mayor productor de antibi6ticos (Fig. 2) y actualmente con un fuerte potencial
para el descubrimiento de otros compuestos bioactivos de alto requerimiento,

este es el genero Streptomyces.

B Rars Actinos ] Streplomyces
28 Fungi [0 Bacteria

100 ! "
bacteria
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: RS fung
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Figura 2. Distribucion de los antibioticos descubiertos de acuerdo a su origen
microbiologico (Berdy, 2014)(13).



1.2.2. Género Streptomyces

1.2.2.1. Clasificacién Taxondmica

El género tiene la siguiente clasificacion de acuerdo al Manual Bergey® de

Bacteriologia Sistematica(25):

=  Dominio : Bacteria

= Phylum : Actinobacteria

= Clase : Actinobacteria

= Orden : Streptomycetales

=  Familia : Streptomycetaceae
=  Género : Streptomyces

1.2.2.2. Caracteristicas del género

Los integrantes de este género son microorganismos aerobios que tiene un
crecimiento ramificado y tienen micelio aéreo, producen una amplia variedad de
pigmentos, ademas muchas de las cepas producen uno 0 mas antimicrobianos
(25).

Su ciclo de vida ha sido ampliamente estudiado, existiendo actualmente 2
modelos, el “clasico” y el “nuevo”. El modelo clasico, es el siguiente: A.
Micelio vegetativo (multinucleado), B. Micelio aéreo, septacion para formacion
de compartimentos uninucleados y cubierta hidrofoébica, C. Formacién de
esporas (25, 26). Este modelo clasico es aceptado para la vida del
microorganismo Streptomyces en medio solido (Fig. 3). En el modelo “nuevo”
inicialmente se presenta un micelio segmentado (MI) que pasa por una muerte
celular programada PCD (Programed Cell Death) para luego ser un micelio
multinucleado (MII-A) y volver a pasar por una segunda PCD, siendo las células
remanentes las que formen el micelio aéreos (MII-B) que posteriormente dara

paso a la formacion de esporas (Figura 3 - A)(26).

En medio liquido y de acuerdo al modelo clésico y nuevo, se dan todas las fases,
a excepcion de la esporulacion (Figura 3 — B), lo que llevaria a decir que la



formacion de esporas no es vital para la sintesis de los antibidticos, siendo esto
confirmado en las industrias farmacéuticas, quienes utilizan bioreactores en los
cuales el medio de crecimiento es liquido para la produccion de dichos
metabolitos. Por otro lado, dentro del crecimiento de cultivo en caldo de
Streptomyces, se han visto cuatro submorfologias: Pellets (masas compactas de
casi 1mm de diametro), Clumps (masas compactas de menos 1mm de didmetro),

Hifas ramificadas e Hifas no ramificadas (27).

Mil-A /SUBSTRATE

A
Pco/' R‘\PC‘D MII-B
M I Streptomyces coelicolor
developmental cycle ’ *
/ AERIAL
B

Ml

V\MI

Streptomyces coelicolor
developmental cycle

Figura 3. Ciclo de vida de Streptomyces en Medio Solido (A) y Medio Liquido
(B) (Manteca, 2010)(28).Ml: Micelio vegetativo segmentado, MII: Segundo
micelio multinucleado, vegetativo sin capa hidrofébica (MII-A) y aéreo con

capa hidrofobica y segmentado (MI1-B), PCD: Programmed Cell Death.



Se ha establecido, ya sea en medio solido o liquido, que la fase en la que se da la
sintesis de los metabolitos secundarios estéd directamente relacionada a la forma
micelial aérea del microorganismo (29). Ademas, hay estudios que mencionan
que la produccion de dichos metabolitos en medio liquido, mejora cuando se han
formado alguna de las subestructuras como pellets, tal es el caso de S. olindensis
(30) o S. coelicolor, al cual se le ha realizado un estudio para la diferenciacion
de su morfologia micelial y la relacion con la produccion de antibiotico (31). En
otros se menciona que no hay relacion alguna entre la submorfologias y la
produccion como es el caso de S. virginiae (32). Aunque se conoce la fase en la
que el microorganismo produce metabolitos secundarios y esto es usado por las
industrias para una produccion masiva en bioreactores, no hay mucha

informacidn adicional que pueda mejorar la produccion industrial(26).
1.2.3. Actividad antimicrobiana: Antecedentes

En 1943, los investigadores Selman Waksman y Albert Schatz quienes
trabajaban en el aislamiento y screening de diferentes bacterias del suelo con el
fin de encontrar antimicrobianos(33), reportaron y aislaron al primer
aminoglucosido y medicamento contra la tuberculosis: estreptomicina (21, 33),
producido por Streptomyces griseus. Este antibidtico, abriria paso a la busqueda
de mas antimicrobianos contra la tuberculosis y posteriormente a una época en

que la bacteria productora de la enfermedad obtendria multiples resistencias.

Posterior a esto, se dio el descubrimiento de varios antimicrobianos a partir del
genero Streptomyces(34, 35), resaltando ademas del descubrimiento de la
Estreptomicina, otro antibiéticos como: vancomicina, un antibidtico que es vital
para el tratamiento de Staphylococcus aureus Meticilino Resistente (MRSA por
sus siglas en inglés), producido a partir de Streptomyces orientalis; el acido
clavulanico, producido por Streptomyces clavuligerus(36) que combinado con
beta-lactdmicos como penicilina, ayuda a que este llegue a su target en bacterias
productoras de beta-lactamasa; el cloranfenicol, producido por Streptomyces
venezuelae, que ayuda al tratamiento de tifoidea asi como de meningitis (37). En
la Gltima década se descubrio y aprobo el uso de la daptomicina, el primer
miembro de la familia de antibidticos conocida como lipopéptidos ciclicos, tiene
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una gran actividad sobre bacterias Gram positivas como S. aureus y
Enterococcus spp.(38, 39).

El espectro de actividad de muchos de los antimicrobianos producidos por
especies del género Streptomyces abarca desde Gram positivos como negativos e
incluso levaduras, pero varias especies tienen la tendencia a atacar
principalmente a los Gram positivos como es el caso de la vancomicina,

eritromicina y daptomicina.

En los ultimos afios y con el fin de encontrar nuevos metabolitos con actividad
antimicrobiana a partir de estos microorganismos, los investigadores han
empezado a realizar el aislamiento de estas bacterias a partir de diferentes
muestras ya sean de suelo, mar, plantas (40-43) e inclusive en minerales (44). En
muestras minerales, hay muchos estudios en donde se sabe que hay cepas del
género Streptomyces que estan presentes en estos medios con pocos nutrientes
organicos (45-47) pero son escasos los que son utilizados para probar su
actividad antimicrobiana, ya que mas se busca la actividad biolixiviante debido

al medio de donde provienen.

En Per( también se esté realizando la investigacion con respecto a este género.
Se han encontrado especies en ambientes marinos con actividad antibacteriana
en cepas de Staphylococcus aureus Meticilino-resistente (MRSA) vy
Enterococcus faecalis Vancomicina-resistente (VREF) (48) e inclusive se ha
encontrado una cepa capaz de actuar frente a cepas patdgenas resistentes a beta-

lactamicos (49).

Los resultados de las investigaciones que se estan realizando, demuestran el gran
potencial que guardan las especies y cepas del género Streptomyces, siendo una

gran esperanza para combatir diversas enfermedades de origen microbiano.

Por estas razones, el presente trabajo tiene como fin demostrar la actividad
antibacteriana de la cepa Streptomyces sp. 6E3 aislada de minerales frente a
Staphylococcus aureus meticilino resistente, por medio de un screening por el
método de Agar-Overlay o Doble Capa, extraer y determinar el numero de
compuestos, fraccionar el extracto por medio de una SPE (Solid Phase

Extraction) y determinar la actividad antibacteriana y la CMI.
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Il. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antimicrobiana de la cepa Streptomyces sp. 6E3 aislada de

minerales frente a S. aureus meticilino resistente.
2.2. Objetivos Especificos

e Determinar la etapa de produccion de metabolitos secundarios de la cepa
Streptomyces sp. 6E3.

e Determinar la actividad antibacteriana de la cepa Streptomyces sp 6E3 frente a
cepas de S. aureus ATCC 33862, S. aureus ATCC 43300 y S. aureus meticilino
resistente cepa clinica, por el método de Doble Capa.

e Producir un extracto de acetato de etilo a a partir de biomasa de la cepa
Streptomyces sp. 6E3.

e Determinar la actividad antibacteriana por método de Kirby-Bauer del extracto
de acetato de etilo de la cepa de Streptomyces sp. 6E3 sobre cepas de S. aureus
ATCC 33862, S. aureus ATCC 43300 y S. aureus meticilino resistente cepa
clinica

e Realizar un fraccionamiento del extracto de Streptomyces sp. 6E3 por SPE en
columna.

e Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de las fracciones

obtenidas sobre cepa (s) sensible(s).
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I11. METODOLOGIA

3.1. Cepas

La cepa de Streptomyces sp. 6E3, es una cepa que fue aislada a partir de
minerales y que fue identificada fenotipicamente por el Laboratorio de

Biotecnologia Ambiental (Anexo 1).

Para las pruebas de actividad antimicrobiana, se utilizaron las cepas de
Staphylococcus aureus. ATCC 33862, Staphylococcus aureus Meticilino
Resistente ATCC 43300 y Staphylococcus aureus Meticilino Resistente de
origen clinico proveniente del Instituto de Medicina Tropical “Alexander Von
Humboldt”. (Anexos 2)

3.2. Equipos

Los equipos utilizados para este trabajo fueron los siguientes:

a. Estufas: se utilizo para los siguientes propdsitos
- A 28°C para crecimiento de la cepa Streptomyces 6E3, tanto en caldo
como en placa.
- A 37°C para colocar las placas procesadas por el Método de Doble
Capa (Procedimiento 3.5.1).
b. Vernier: Se utilizd para medir los halo de inhibicién del Método de Doble
Capa (Procedimiento 3.5.1).
c. Sonicador con bafio maria: utilizado para realizar la lisis de las células de
Streptomyces spp. 6E3 en el método de extraccion (Procedimiento 3.5.2.).
d. Centrifuga: Utilizado para el Procedimiento 3.5.2.
e. Rotavapor: Para separacion del solvente en el procedimiento 3.5.2.
f. Lampara UV: Para observacion de placas cromatogréaficas en el método de
extraccion (Procedimiento 3.5.2) y fraccionamiento (Procedimiento 3.6).
0. Lector de ELISA: para la lectura de las placas de 96 pozos en las que se

realizo el procedimiento de Microdilucion en caldo (Procedimiento 3.7.2)
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3.3. Medios de cultivo
Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes:

a. Medio Extracto de Levadura y Glicerina (XGAL): Tanto sélido (con agar)
como liquido (caldo). ElI medio sélido se utiliz6 para la siembra de la cepa de
Streptomyces en el método de “doble capa” (Método descrito en Procedimientos
3.5.1.) y la produccion de biomasa de la cepa para el método de extraccion. El
medio liquido fue usado para la reactivacion de la cepa y mantenimiento de la

misma a 4°C.

b. Agar Mueller Hinton (MHA): utilizado para el método de “doble capa” y los

antibiogramas.

c. Caldo Mueller Hinton (MHB): usado para la activacion de cepas indicadoras

con las que se realizaron los antibiogramas y el método de “doble capa”.

d. Caldo Tripticasa de Soya (TSB): Usado para el mantenimiento de las cepas
indicadoras a 4°C.

La composicion de los medios se encuentra en la seccién Anexos 3.

3.4. Deteccion de la fase de produccién metabolitos antibacterianos

La fase de produccion fue determinada por medio de la observacion del
microorganismo, la cual fue realizada microscOpicamente a través de la
coloracion de Gram (procedimiento en Anexo 4) durante el crecimiento de la
colonia, lo cual podia ir de 7 a 10 dias. También se realizd una observacion

macroscopica con y sin estereoscopio.
3.5. Determinacion de actividad antimicrobiana
3.5.1. Método de “doble capa”, para el screening de la cepa

Se utilizd6 el método de Doble Capa (50) modificado con las siguientes
especificaciones. La cepa de Streptomyces sp. 6E3 fue sembrada en caldo
XGAL e incubada a 28°C por 7 a 10 dias en microaerofilia, lo cual se realizo en
una cdmara de anaerobiosis y con la ayuda de una vela, lo cual permitio la

disminucion de oxigeno dentro del envase. Una vez obtenida la biomasa
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requerida, se sembraron 40 uL del cultivo en el centro de la placa con agar
XGAL. Las placas inoculadas fueron incubadas en microaerofilia a 28°C por 7 a
10 dias o hasta observar la esporulacion de la cepa y el cambio de color
alrededor de la macrocolonia. Una vez observado, se agregaron 9mL de Agar
Muller Hinton licuado previamente inoculado con cepas indicadoras
mencionadas anteriormente en un volumen de 0.4mL a una longitud de onda de
620nm equivalente a la escala de 0.5 MacFarland. La placa con el medio
solidificado, fue puesta a 37°C por 24 horas, después se midieron los halos
correspondientes con ayuda de un vernier. Para tener otra referencia cualitativa,
se midi6 también el diametro de la colonia, para hallar el porcentaje de
inhibicidn con la siguiente ecuacion (48):
diametro de la colonia

% de inhibicion = Tiametro total x 100

El método se realizd por duplicado frente a cada cepa patdgena.

3.5.2. Determinacién de actividad antibacteriana del extracto y sus

fracciones mediante método de disco-difusion o Kirby-Bauer

Se us6 el método de Kirby-Bauer o Disco Difusion(51), con las siguientes
modificaciones: el medio usado para la prueba tanto a las bacterias como a la
levadura fue de Mueller-Hinton Agar (MHA) vy los discos estériles de papel
Whatman n°3 fueron previamente impregnados con 25ul del extracto y/o
fracciones (segln sea el caso) y posteriormente se dejaba evaporar el solvente
usado (acetato de etilo) a medioambiente; una vez secos, eran colocados en

placas hisopadas con bacteria.
3.6. Obtencion de extracto de Streptomyces sp 6E3
3.6.1. Preparacion de la cepa

La cepa de Streptomyces sp. 6E3 fue sembrada en tubos tapa rosca con 5mL
caldo XGAL vy se incubo a microaerofilia por un periodo de 5 dias a 28°C.
Luego se procedio a humedecer un hisopo, de manera esteril, dentro del caldo
con la bacteria ya crecido y se hisopd en cuatro direcciones sobre la superficie

de una placa con agar XGAL. Las placas hisopadas fueron puestas a incubar en
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microaerofilia a 28°C por un lapso de 7 a 10 dias o hasta la esporulacion y
cambio de coloracion del medio.

3.6.2. Preparacion del extracto

Para esta parte, se uso la metodologia de Padilla, perteneciente al ICBM (52).
Las placas con la cepa crecida fueron retiradas de incubacion y se dejaron
temperar por unos minutos. Para el proceso de remocion de células y extraccion
de metabolitos secundarios se utilizo el solvente acetato de etilo. La placa fue
levemente inclinada y con ayuda de una micropipeta se bafié el cultivo con 3 mL
del solvente. Con un asa de siembra circular se procedio al barrido de las células
humedecidas por el solvente, llevandolas a un lado de la placa. Las células junto
con el sobrenadante que result6 del barrido, fueron llevados a un tubo Falcén. Se
trabajaron 30 placas y por cada 10 placas, su sobrenadante y células fueron
llevados a tubos conicos de 50mL.

Una vez realizado todo el barrido, se homogeneizé el contenido de los tubos y
fueron llevados al sonicador para realizar el proceso de lisado celular. EI equipo
se programo para un tiempo de 15 minutos y a temperatura ambiente. Los tubos
con las celulas lisadas fueron posteriormente llevados a centrifugacion por 10
minutos a 5000 rpm. Luego se retird el sobrenadante de cada tubo y se colocé en
un balén esmerilado y se procedié a evaporar el solvente acetato de etilo en un
rotavapor con una presion menor a 250 milibar y a temperatura de bafio maria de
40°C. Cuando se retir6 la mayor parte del solvente, lo sobrante en el balon fue
trasvasado a un tubo eppendorf de 2mL, previamente pesado. La evaporacion
completa del solvente fue realizada con una corriente de gas nitrégeno. Para

hallar el peso seco del extracto se realiz0 la siguiente formula:
Pesogy seco = Pesoppipx — Pesogp

En donde: Peso gx seco = peso del extracto seco, Peso gp+ex= Peso del tubo

eppendorf junto con extracto seco y Peso gp= Peso de tubo eppendorf vacio.

A este extracto se le realizo una cromatografia de capa fina usando una lamina
cromatografica de fase reversa (TLC Silicagel 60 RP-18 de Merck®) con una

fase movil de acetonitrilo:agua en proporcién de 2:1 para observar, directamente
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y sin revelador, el nimero de compuestos bajo una lampara UV a 254 y 366nm,
para esta parte. Ademas se realiz6 un antibiograma por medio del método de

disco-difusion para determinar si aun permanecia el efecto antibacteriano.

3.7. Fraccionamiento del extracto medio de extraccion de fase solida (SPE) en

columna
Para iniciar este procedimiento, se armo la columna, lo cual consistio en el
lavado y secado inicial de la columna y del filtro que posee en la base de la
misma. Se llend la columna con la silica en polvo tipo RP60 de Merck® y se
lavd con metanol para arrastrar los residuos que puedan interferir en los
resultados. Luego se pes6 50mg del extracto seco, se disolvié en menos de
400uL de acetato de etilo y se fue vertiendo en la columna por la parte superior.
En una jeringa se cargaron 20mL de la fase movil, las cuales estuvieron
compuestas por acetonitrilo y agua en proporciones de 1:1, 1:2, 6:4, 7:3, 8:2, 9:1
y 10:0, y con ayuda de un pistén que esta adherido al pico de la jeringa, se inici6
la corrida cromatografica afiadiendo a presion la fase mdvil a la columna. Las
sustancias arrastradas junto con la fase movil eran colectadas en tubos. Cada
4mL representaron una fraccién y se les realiz6 una cromatografia de capa fina
con el mismo tipo de lamina cromatogréfica de fase reversa que se uso para
analizar el extracto bruto y una fase mévil de acetonitrilo:agua en proporcion
3:1, con el fin de observar, directamente y sin reveladores, que compuestos se

estan arrastrando con la fase mévil.

Los cromatogramas fueron visto a luz UV de 366nm en donde se observaba que
se habian arrastrado los mismos componentes por lo que los contenidos de los
tubos que presentaron estas caracteristicas fueron puestos en balones para
proceder al secado por medio del rotavapor con lo que se obtuvieron 6
fracciones. Se les realiz6 nuevamente una cromatografia de capa fina y un
antibiograma segun el método de disco-difusion para observar cual de las

fracciones tiene el efecto antimicrobiano.
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3.8. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

3.8.1Preparacion de las diluciones de los extractos y de los antibioticos
estandar

Para el caso de los antibidticos, se usaron Vancomicina y Penicilina, ambos
estandares en polvo de Sigma. Para preparar la solucién stock de antibiético, se

uso la siguiente formula:

_ (€ xV)
P
Donde: W= peso del antibidtico en miligramos, C= concentracion de la
solucion stock (ug/ml), V= volumen deseado para la solucion (ml) y P= potencia
antibidtica (ug/ml) dada por el fabricante (Vancomicina=987 ug/ml y
Penicilina=998 ug/ml). El solvente inicial para ambas soluciones fue agua
destilada y se esterilizé con un filtro de membrana de 0.2 micras. A partir de las
soluciones stock, se prepararon diluciones que fueron las siguientes: 120, 60, 30,
15, 7.5, 3.75, 1.88, 0.98, 0.47, 0.23, 0.12, 0.06ug/ml respectivamente, las cuales

fueron hechas con caldo Mueller-Hinton estéril.

Para el caso de las seis fracciones, estas fueron disueltas en 400ul de
Dimetilsulfoxido (DMSO) para preparar soluciones stock y luego realizar las
diluciones respectivas. Las cantidades usadas de las fracciones, para hacer las
soluciones madre, fueron los siguientes: 0.5 mg de la Fraccién B, 0.5mg de la
Fraccién C, 0.5mg de la Fraccion D, 2mg de la Fraccion E, 1mg de la Fraccion F

y 1mg de la Fraccion F.

3.8.2. Método de Microdilucion en caldo

Las cepas que fueron usadas para este método son Staphylococcus aureus
Meticilino-resistente ATCC 43300, Staphylococcus aureus Meticilino-resistente
de origen clinico y Staphylococcus aureus ATCC 33862. Se utilizo el método de
Microdilucion en caldo(53) modificado con las siguientes especificaciones. Las
cepas indicadoras fueron activadas en caldo Mueller Hinton. La microplaca de
96 pozos fue retirada de su envase, en total esterilidad y a los pocillos que
correspondian a las fracciones, se les agreg6 90uL de caldo Mueller Hinton.
Luego se les adicionaron 10uL de la suspension de cepa indicadora, la cual para
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este método, fue llevada a turbidez equivalente a la escalda 0.5 de MacFarland.
Finalmente, se le adicionaron 100uL de la dilucién resultante de cada fraccion.

Como control positivo, en una de las filas se us6 Vancomicina como agente
antimicrobiano para las cepas de S. aureus Meticilino Resistente y Penicilina
para S. aureus, los cuales iban en un rango de 120 a 0.06ug/mL. EI control
negativo fue un caldo Mueller Hinton al que se le inocularon los 10uL de
suspension de cepa indicadora. El pozo blanco fue tnicamente caldo estéril.

La microplaca fue incubada a 37°C por un periodo de 24 horas. Transcurrido el
tiempo, se le agregaron 30uL de la solucion al 0.1% de Cloruro de
Trifeniltetrazolio o TTC (2,3,5-Trifeniltetrazolio Cloruro) y se reincub6 a 37°C
por 1 hora adicional. El viraje de la coloracién del contenido de los pozos a rojo

indico el crecimiento microbiano.

A su vez, para corroborar el resultado que pudiese emitir el TTC y antes de
afiadir este mismo a los pozos, la microplaca fue puesta en una lectora de ELISA
en la cual solo se midi6 la turbidez de cada pozo a 620nm.La CMI fue
encontrada por medio de curvas, en donde se dio que la concentracion que
corresponde a la CMI se encuentra en el punto donde se inicia un fuerte decline
de la absorbancia, esto de acuerdo a la metodologia de Devienne et al.(54).
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IV. RESULTADOS

4.1. Determinacion de la Fase de Produccién de metabolitos antibacterianos

En la observacion macroscopica, se vio que entre los 7 a 10 dias de crecimiento,
se daba la excrecion de una sustancia rojiza al borde de la colonia (Figura 4-A'y

Tabla 1) asi como también un exudado con la misma tonalidad, el cual brotaba

por medio de unos poros que se formaban mayormente en el centro de la colonia
(Figura 4-B).

Figura 4. Observacion macroscopica de la cepa Streptomyces sp. 6E3.En Figura

A, observacion del pigmento. En figura B, produccion de exudado.

Al mismo tiempo, en la observacién microscépica, se observo la presencia de las
esporas (Figura 5 A 'y B y Tabla 1), lo cual determinaba que la fase micelial
habia culminado y por ende la produccién de metabolitos también, basandonos

en lo mencionado en la bibliografia.
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Figura 5. Tincién Gram a la cepa de Streptomyces sp. 6E3. En la figura Ay B

se observan las esporas (=) mientras que en la figura A se ve adicionalmente al

el micelio (=)
Dias de Observacion Observacion
crecimiento Macroscopica Microscopica
12 dias Colonia pequefia, Presencia de
puntiforme y lisa. filamentos
3_ 4 dias Colonia de borde entero. Presencia de
Superficie lisa. filamentos
. Colonia de borde entero y Presencia de
5-6dias L )
apariencia pulverulenta. filamentos
. Presencia de
Colonia de borde entero y . .
. L filamentos, filamentos
6 — 7 dias apariencia pulverulenta. septados v alqunas
Color blanco. P yag
esporas.
Colonia grande, de borde
blanco y ploma en el centro. Presencia de
7 _ 10 dias Presencia de porosidades y  filamentos, filamentos

exudado color caramelo.
Color anaranjado oscuro en
el envés.

septados, esporas y
esporas en cadena.

Tabla 1. Cuadro de observaciones macroscépica y microscépica de la cepa
Streptomyces sp. 6E3.
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4.2. Determinacion de actividad antimicrobiana por método de “Doble Capa”.

La cepa de Streptomyces sp. 6E3 presentd actividad frente a todas las cepas
indicadora. Cabe resaltar que la actividad que presentd frente a la cepa de
S.aureus ATCC 43300, (Figura 6-A) con un promedio de porcentaje de
inhibicidn de 66.7% (Tabla 2-B).

Tabla 2.- Actividad antibacteriana de cepa Streptomyces sp. 6E3por método de

doble capa. (A) Valores de los experimentos y (B) promedio

(A)
Primer Experimento Segundo Experimento
Cepa X .
Medida 0 0nia oeinhibicion | ™Med192  oionia 9sinhibicisn
Total Total

S. aureus ATCC
33862 41 29 70.7 43 28 65.1
S.aureus ATCC
43300* 31 21 67.7 35 23 65.7
S. aureus Cepa 40 23 57.5 42 23 54.8
Clinica*

*Cepas Meticilino Resistentes

(B)
Medida Total  Colonia L
Cepa % Inhibicién
(mm) (mm)
S. aureus ATCC 33862 42 28.5 67.9
S.aureus ATCC 43300* 33 22 66.7
S. aureus cepa clinica* 41 23 56.1

*Cepas Meticilino Resistentes
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Figura 6. Determinacién de actividad antimicrobiana por método de Doble Capa.
Enfrentamiento contra (A) S. aureus ATCC 43300, (B) S. aureus ATCC 33862y (C) S.
aureus cepa clinica (meticilino resistente).

4.3. Extracto bruto, comprobacion de actividad y cromatografia para observacion
del nimero de compuestos.

Se utilizaron 30 placas cultivadas para la obtencién del extracto, con lo cual se

obtuvieron 141.9 mg.

Se comprobo la actividad del extracto y se corrobord, nuevamente, la actividad
frente a las cepas de S. aureus ATCC 43300 (Tabla 3).
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Tabla 3. Actividad antibacteriana del extracto bruto de la cepa 6E3 por método
de disco difusion o Kirby Bauer.

Halo (mm) .
Cepa ler Exp. 2do Exp. Promedio
S. aureus ATCC 33862 12 14 13
S.aureus ATCC 43300* 16 16 16
S. aureus cepa clinica* 15 15 15

* Cepas Meticilino Resistente

Figura 7. Cromatografia del extracto bruto.

o n Hh WN-
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4.4. Fraccionamiento del extracto

Se obtuvieron 9 fracciones (Figura 8), de los cuales las fracciones 15-16, 17-18
y 19-23 fueron unidas por tener perfiles cromatogréficos similares, con lo cual
quedarian 6 fracciones denominadas como A (tubos 1-5), B (tubos 6-11), C
(fracciones 13-14), D (fracciones 15-23), E (fracciones 24-30) y F (fracciones
31-39) respectivamente. En la figura 8-A se aprecian las manchas
cromatograficas 1, 2, 3, 5y 6 a 366nm y en la figura 8-B estd la macha 4
observada a 254 nm. Los Rf’s de las manchas cromatograficas en cada fraccion,
coordinan con los Rf’s obtenidos del extracto bruto (Tabla 4), siendo las
manchas 1 y 2 los mas comunes en las fracciones. La Unica mancha que no
aparece en ninguna de las fracciones es el nimero 6, que es observado en la

linea de partida de la corrida del extracto bruto.
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Figura 8. Observacidn de las fracciones en placas cromatograficas bajo lampara
UV a longitud de onda de 366 nm (A) y 254 nm (B)
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Tabla 4. Valor de Rf’s obtenidas de las fracciones

- t RF
OMPUSIO ™™ FA FB __FC __FD __FE __ FF
1 0474 - 0447 0447 0474 0447 0447
2 0368 - 0395 0395 0395 0368 0.368
3 0263 - 0237 0237 - i i
4 0158 - - . - 0158  0.158
5 0105 - - i i - 0095
6 0000 - - : : : -

X = Extracto bruto

Para corroborar la actividad de cada fraccion, se volvido a realizar un

antibiograma (Tabla 5), en el que se observé que cinco de las seis fracciones

presentaron actividad antibacteriana. Se destaca la actividad de las demés

fracciones frente a las cepas de S. aureus meticilino resistentes, tanto para la

cepa estandar como para la cepa clinica.

Tabla 5. Actividad antibacteriana de las fracciones por método de disco

difusion.

Halo de las Fracciones (mm)

Cepa

A B C D E F
S. aureus ATCC
33862 0 13 10 14 8 0
S.aureus ATCC
43300% 0 13 14 11 10 15
S. aureus cepa o 12 13 11 9 13
clinica

*Cepas Meticilino Resistentes
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4.5. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por el método de microdilucion.

La CMI fue corroborada por medio del indicador TTC asi como por lectura de
absorbancias en donde se encontr6 el punto de corte para las fracciones. La CMI
para Penicilina frente a la cepa S. aureus ATCC 33862 fue de 0.06ug/ml y para
Vancomicina frente a las cepas S. aureus ATCC 43300 y S. aureus cepa clinica

(ambas meticilino resistentes) fueron de 0.12 y 0.47 ug/ml, respectivamente.

Para el caso de las fracciones, se vio que la Fraccion D tuvo mayor inhibicion

frente a las tres cepas de S. aureus, a diferencia de las otras fracciones.

Tabla 6. Concentracion Minima Inhibitoria de las fracciones.

CMI (ug/ml) de las Fracciones

Cepa
B C D E F

S. aureus ATCC
33862

S. aureus ATCC
43300*

S. aureus cepa

8.13 8.13 0.88 2.19 8.75

8.13 8.13 0.44 2.19 2.19

. 16.3 16.3 1.76 4.375 8.75
clinica*

*Cepa Meticilino Resistente

Fig. 9. Concentracion minima inhibitoria (CMI) de las fracciones frente a S.
aureus ATCC 43300 meticilino-resistente. Fotografia (A), Esquema de
diluciones en ug/ml (B) y Curva del efecto de la fraccion D (C).
FB — FF: Fracciones B, C, D, Ey F.

CP: Control positivo (CMI de vancomicina frente a cepa indicador)

CN: Control negativo (Caldo Mueller Hinton con cepa indicador)
B: Blanco (Caldo Mueller-Hinton)
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V. DISCUSION

En los resultados obtenidos por el método de Doble Capa (Tabla 2) se vio que la cepa
de Streptomyces, mostro actividad frente a las tres cepas de S. aureus, dentro de las que
se incluyen a las meticilino-resistente. Si bien es cierto de que muchos antibidticos
producidos por el género Streptomyces acttan frente a Gram positivos como negativo;
entre los antibidticos mas conocidos y que atacan a las bacterias Gram positivas, estan
la vancomicina(55) y daptomicina(56), que son producidos por otras especies de

Streptomyces.

Es necesario mencionar que antes de iniciar con el método de Doble Capa fue necesario
encontrar el momento en el que la cepa de Streptomyces sp. 6E3 producia los
metabolitos. Segun la bibliografia, las bacterias del género Streptomyces crecen en un
periodo de 5 a 7 dias a 28°C y que durante la etapa micelial es donde se da la
produccién de metabolitos secundarios(28), es por ello que durante los dos ultimos dias
de crecimiento (experimentalmente se vio un crecimiento en un periodo de 7 a 10 dias)
se llevd a cabo un reconocimiento por medio de tincion Gram para asi conocer
aproximadamente en que dia se daba la fase micelial de la cepa trabajada.
Adicionalmente, durante los mismos dias se realizaron pruebas piloto del método de
Doble capa para el mismo reconocimiento; permitiendo la determinacion del tiempo en
el que la cepa sintetizaba el compuesto. El tiempo aproximado en que la cepa producia
el metabolito iba en relacién con la produccion de un pigmento que era liberado al
medio de cultivo, tifiendo de color naranja oscuro todo el borde de la colonia crecida.
Existen casos en el que los pigmentos producidos por cepas de Streptomyces son los
responsables de la actividad antimicrobiana de la cepa, es asi el caso de la
roseoflavina(57) e incluso, en Streptomyces coelicolor, donde se da la produccion de
dos pigmentos con actividad antimicrobiana siendo uno de ellos, la actinorrodina(58).
Estos antecedentes con respecto a otras cepas del mismo género nos llevan a decir que
posiblemente, el pigmento liberado por la cepa Streptomyces sp. 6E3, que ademas de ser

parte de sus caracteristicas fenotipicas, sea el que tenga la actividad antimicrobiana.

En el caso del extracto y como se menciond anteriormente, se obtuvo a partir de las
células bacterianas recolectadas de las placas sembradas. Todas las placas fueron

expuestas a las mismas condiciones que aquellas con las que se realizaria el método de
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Doble Capa. EI medio que se utilizo para el crecimiento de esta bacteria fue el medio
XGAL, el cual es un medio modificado a partir del medio Glicerol-Asparagina Agar
(Pridham&Lyons) (59), y ha sido usado por el laboratorio que brind6 la cepa por
favorecer el crecimiento de la cepa. Dentro de los ingredientes del medio, hay nutrientes
como el glicerol y fosfato dipotasico (K;HPQO,) que de acuerdo al Manual Bergey(25),
se encuentran dentro de los principales medios para aislamiento y cultivo de
actinomicetos. Este medio también favorece la esporulacién de la cepa, lo cual era
demostraba que ésta ya habia producido el/los compuestos activos. Segin menciona
Kutzner(60), una proporcion correcta entre fuentes de carbono y nitrogeno dentro del
medio de crecimiento, mejoraria la produccién de esporas por parte de la bacteria. Esto
ultimo fue util para el trabajo, ya que el proceso de extraccion fue realizado a partir del
barrido de la parte micelial que se encontraba en la parte exterior del agar y la presencia
de esporas nos servia como un indicativo de que la fase micelial habia culminado, por lo
cualse podia iniciar con el proceso extractivo. No se escogio un dia exacto después de la
siembra inicial para realizar la recoleccion, debido a que el tiempo de desarrollo de la
cepa oscilaba entre cinco a siete dias y en ocasiones esto podia llegar hasta nueve dias a
pesar de las mismas condiciones de incubacion que se le dio, mencionandose
adicionalmente, que esto no cambi6 a los productos finales en cuanto a actividad ni

cantidad obtenida.

El método extractivo realizado en este trabajo ayudé a obtener una cantidad
considerable de extracto. Antes de escoger este método, se realizd6 a modo de prueba
piloto el método convencional de fermentacion en caldo, pero no fue muy eficiente ya
que la cantidad de extracto obtenida fue una tercera parte del extracto que se obtuvo por
placa tratada. Esto pudo deberse a que, aunque la bacteria excretaba los metabolitos,
esto no era en gran medida como lo que pudiese tener intracelularmente. Muy pocos son
los microorganismos que en su interior acumulan metabolitos secundarios, ya que la
mayoria de ellos tiende a excretarlos por lo mismo de que pueden ser toxicos en su
interior (17).

Es aun incierto si esta cepa de Streptomyces acumula una gran cantidad de metabolitos
activos en su interior, esto debido a que en el método extractivo que se uso, solo se
realizd la cosecha de las células en la superficie del agar con ayuda del solvente pero no

la extraccion en conjunto con el agar. De haber sido el caso de realizar una extraccién
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con todo el contenido de la placa, es muy probable que se haya encontrado una mayor
cantidad de metabolitos, ya que el microorganismo durante la fase micelial, excreta los

metabolitos secundarios y estos se acumulan en el medio donde ha crecido (61).

Para el caso de esta cepa se han encontrado seis posibles metabolitos, segun las
manchas que fueron detectadas por medio de una cromatografia de capa fina, de los
cuales se deduce que las manchas cromatograficas 1 y 2 tendrian la actividad
antimicrobiana buscada en este microorganismo, pero queaun faltaria corroborar. El
namero de metabolitos encontrados no es de extrafiar (en caso las manchas represente
metabolitos puros), ya que muchas de las especies del género Streptomyces producen
mas de un metabolito, entre antimicrobianos y no antimicrobianos. Asi es el caso de
otras cepas de Streptomyces a las cuales se le han encontrado mas de uno o0 mas
compuestos segun el extracto obtenido (el cual depende del solvente y de la capacidad
de arrastre segun su polaridad y la de los compuestos)(62, 63) y de los cuales solo
algunos tendran actividad antimicrobiana, como es el caso de Streptomyces coelicolor
que ademas de producir la actinhorodina también produce otros compuestos
relacionados con actividad antimicrobiana (58) o como Streptomyces violaceusniger

gue produce un antibacteriano y un antifingico(64).

Los resultados obtenidos de la prueba de minima concentracidn inhibitoria de las
fracciones,muestra que lafraccion D es la que presentd mayor actividad. En esta
fraccion se encuentran los compuestos 1 y 2 en una mayor concentracion, lo que estaria
indicando que es muy posible que ambos compuestos sean quienes tienen la actividad
antimicrobiana frente a las cepas de Staphylococcus aureus. En los métodos usados para
determinar el punto de la minima concentracion inhibitoria, se hizo la lectura utilizando
el reactivo cloruro de tetrazolio o TTC (2,3,5 — Trifeniltetrazolio cloruro), el cual fue
muy util para determinar la cantidad de bacterias vivas por medio de la deteccion de la
respiracion celular. Este método fue Gtil para la simple observacion en placa, pero para
corroborar el punto de CMI, se realiz6 también una lectura de resultados en un lector de
ELISA. Ambos métodos ayudaron a corroborar los resultados que fueron obtenidos al
final de esta parte experimental, siendo la MIC més baja la de 0.44mg obtenido con la
fraccion D y frente a S. aureus ATCC 43300 meticilino resistente.

El resultado obtenido, ya sea de CMI o antibiograma, frente a cepas de S.

aureustambién ha sido observado en otras cepas de Streptmoycesspp. aisladas, como es
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el caso de la reportada cepa del mismo género con codificacion ERI-6, en donde se
encontraron MIC’s de 1.5mg hasta 3mg que fue realizado con el extracto bruto(62); otro
es el caso de una cepa aislada productora de unpolicétido que tiene actividad frente a
muchas cepas patdgenas pero teniendo mejores resultados con cepas gram positivas,
siendo una de ellas una MRSA (MethicilinResistantS. aureus)(65). Entre otros
resultados frente a cepas de S. aureus, se encuentra el caso de un estudio peruano en
donde se encontré una MIC del extracto bruto frente a un S. aureus meticilino resistente
con un valor de 7.9 ug/ml con una cepa de origen marino que se encuentra dentro del
género Streptomyces y es potencialmente activa frente a cepas de origen clinico (48,
66); pero mientras que en dicho estudio se obtuvo un valor alto para la MIC, en otros
estudios se ha visto que usando el extracto bruto se han obtenido valores de 0.125ug/ml
frente a S.aureus(67). Se ha reportado también que en cepas de aisladas de la Bahia de
Bengal, se han encontrado que de un cierto numero de los aislados con actividad
antibacteriana, la mayoria de ellos lo era frente a gram positivos como S. aureus y B.
subtilis(68). Se ha informado también, que cepas del géneroStreptomyces, han hecho
asociacion con otros organismos Vvivos y han presentado una actividad antimicrobiana
con mucho potencial (69, 70); siendo una de dichas cepas, asociada a un tipo de coral y
presentando actividad frente a cepas de MRSA productora y no productora de biofilm.

Esta actividad frente a cepas de S. aureus sean 0 no sean meticilino resistentes y/o
frente a otras cepas patdgenas, ha sido observado en otros géneros de la familia de los
actinomicetos, como es el caso de una especie de Actinomaduraspp. productora de un
antimicrobiano Ilamado chandrananimicina(71) o de Actinopolysporaspp., que presenta
una fuerte actividad frente S. aureus y B. subtilis(72); por esto podria decirse que la
produccion de sustancias antimicrobiana de los actinomicetos y por ende del genero
Streptomycesspp., estd mas arraigado a tener actividad frente a cepas bacterianas gram

positivas .
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V1. CONCLUSIONES

La fase de produccion de los metabolitos activos que produce Streptomyces sp
6E3 se da durante los 7 a 10 dias de crecimiento.

La cepa Streptomyces sp. 6E3 presento actividad frente a las cepas S. aureus
ATCC 33862, S. aureus ATCC 43300 y S. aureus cepa clinica meticilino
resistente.

Mediante la prueba de TLC se demostro que en el extracto de acetato de etilo se
presentaron seis compuestos, cinco de ellos activos frente a UV a 366nm.

El extracto de acetato de etilo obtenido de la cepa de Streptomyces sp. 6E3
presenta actividad antimicrobiana ante las cepas indicadoras.

Una de las 6 fracciones obtenidas, no presento actividad antimicrobiana segun
el método de Kirby-Bauer.

La CMI de la fraccion D para S. aureus ATCC 43300 (Meticilino Resistente)

fue la mas baja, con 0.44ug/ml.
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VIlI. RECOMENDACIONES

Determinar y purificar el/los metabolitos 1 y 2 quienes serian responsables de la
actividad antimicrobiana del extracto que estan presentes en la fraccién D.
Caracterizar quimica y fisicoquimicamente los metabolitos activos.

Realizar pruebas de toxicidad de los metabolitos activos.
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IX. ANEXOS

Anexo 1 — Certificado

CEPA STREPTOMYCES SPP. 6E3

Por la presente, se certifica que la cepa Streptomyces spp. 6E3 aislada de minerales en el

Laboratorio de Biotecnologia Ambiental de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

fue caracterizada fenotipicamente con las siguientes caracteristicas:

2

Caracteristicas fenotipicas: En agar XGAL y luego de 7 a 10 dias de
crecimiento a 28°C, las colonias son de color blanco en el borde exterior y
plomas en el centro, pulverulentas y en el envés son de color rojizo. Las

colonias viejas son de color plomo. Es una bacteria de filamentos delgados, a

los 7 a 10 dias se observan esporas ovaladas.

Condiciones de crecimiento:
o Temperatura: 28°C

o Atmosfera: Microaerofilia

Condiciones de refrigerado
o Congelado: a -20°C

o Refrigerado: de 2°C a 8°C

Bioseguridad: la cepa ha sido manejada en un nivel de bioseguridad | (Segin
ATCC para S. coelicolor).

Se expide este documento para los fines pertinentes.

Lima, 14 de Diciembre de 2016.

! (
AN\ (

|\ ;}Ej/

Dra. Jasmin E. Hurtado

Laboratono Biotecnologia Ambiental
LID - Universidad Peruana Cayetano Heredia
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Anexo 2 — Informacién de las cepas indicadoras

Esta informacion fue obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC)(73):

e Escherichiacoli ATCC 25922

©)

O

O

©)

Clasificacion: Familia Enterobacteriaceae, Genero Escherichia
Propiedades Antigénicas: Serotipo 6, Biotipo 1

Condiciones de crecimiento: a 37°C en aerobiosis

Resistencia antibiotica: Sensible a todos los antibidticos incluyendo beta-

lactamicos.

e Proteusmirabilis ATCC 12453

Clasificacion: Familia Enterobacteriaceae, Genero Proteus
Propiedades antigénicas: Contiene el antigeno Forssman
Condiciones de crecimiento: a 37°C y en aerobiosis

Resistencia antibiotica: No mencionada

e Salmonella typhimurium ATCC 25241

o

O

o

o

Clasificacion: Familia Enterobacteriaceae,, Genero Salmonella
Serovariedad: Typhimurium
Condiciones de crecimiento: a 37°C en aerobiosis

Resistencia antibiotica: No mencionada

¢ Shigella sonnei ATCC 25931

o

O

o

o

Clasificacion: Familia Enterobacteriaceae, Genero Shigella
Propiedades antigénicas: No mencionada
Condiciones de crecimiento: a 37°C en aerobiosis

Resistencia antibi6tica: No mencionada

e Staphylococcus aureus ATCC 33862

o

o

o

Clasificacion: Familia Staphylococcaceae, Genero Staphylococcus
Propiedades antigénicas: No mencionada
Condiciones de crecimiento: a 37°C en aerobiosis y microaerofilia

Resistencia antibi6tica: No mencionada
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e Staphylococcus aureus ATCC 43300
o Clasificacion: Familia Staphylococcaceae, Genero Staphylococcus
o Propiedades antigénicas: No mencionada
o Condiciones de crecimiento: a 37°C en aerobiosis y microaerofilia

o Resistencia antibiotica: Resistente a Meticilina y Oxacilina

e Candida albicans ATCC 90028
o Clasificacion: Familia Saccharomycetaceae, Genero Candida
o Condiciones de crecimiento: de 30 a 35°C en aerobiosis
o Resistencia antibidtica: Sensible a Fluconazol
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Anexo 3 — Medios de Cultivo
El contenido de los medios, por litro de agua, fue de:

e Medio Extracto de Levadura y Glicerina (XGAL)
Glicerol: 5ml

Extracto de Levadura: 2 ¢

K2HPO4 en polvo: 1g

Agar Agar (en caso sea medio solido): 159

o

O O O

e Medio Mueller Hinton
o Medio Solido (MHA)
= Extracto de carne bovina: 2g
= Hidrolizado acido de caseina: 17.5 g
= Almidén: 1.5¢g
= Agar-Agar: 13 ¢

o Medio Liquido (MHB)
= Extracto de carne bovina: 2g
= Hidrolizado acido de caseina: 17.5 g
= Almidén: 1.5¢g

e Caldo Tripticasa de Soya (Especificado por EP, USP, JP)
o Digerido pancredtico de caseina : 159
o Digerido papaico de Soya: 5 g
o Cloruro de Sodio (NaCl): 5g
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Anexo 4 — Procedimiento de la Tincion Gram
El procedimiento fue el siguiente:
1. Fijacion de la muestra

- Con un asa de siembra en forma de lampa, se tomd un poco de la
colonia que estaba crecida en el medio XGAL (evitar tomar parte de
agar).

- La muestra fue colocada sobre un par de gotas de solucién salina
previamente puestas sobre una ld&mina portaobjetos. Se homogeneizo con
ayuda del asa y se procedio a secar con ayuda del mechero.

2. Tincion

- La lamina fijada fue puesta sobre un puente de tincion y se procedi6 a
poner a cubrir la muestra fijada con los siguientes tintes en el orden que
sigue:

a. Cristal violeta: dejar reposar por 1 minuto, eliminar y enjuagar
la ldamina con un chorro de agua.

b. Lugol: dejar reposar por 40 segundos, eliminar y enjuagar la
ldmina con un chorro de agua.

c. Alcohol-acetona: lavar la lamina con un chorro o hasta
eliminar los residuos de tinte en la muestra fijada y luego
enjuagar con agua.

d. Safranina: dejar reposar por 1 minuto, eliminar y enjuagar la
ldmina con un chorro de agua.

- Secar la lamina con ayuda del mechero y dejar enfriar.
- Observar a microscopio a un aumento de 1000x con aceite de inmersion.
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Anexo 5 — Fotos de Antibiograma con Extracto bruto

Halo de inhibicidn del extracto frente a S. aureus ATCC 33862

Halo de inhibicion del extracto frente a S. aureus ATCC 43300 (Meticilino
Resistente)

Halo de inhibicidn del extracto frente a S. aureus Cepa Clinica (Meticilino
Resistente). Presencia de doble halo, el mayo no fue aceptado por tener
bacterias resistentes en medio del mismo.
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Anexo 6 — Fotos de Antibiograma con Fracciones

e S.aureus ATCC 33862 (A-1y A-2) y S. aureus ATCC 43300 Meticilino
Resistente (B-1y B-2) frente a las fracciones:
o 1-5:Fraccion A
6 — 11: Fraccion B
13-14: Fraccion C
15-23: Fraccion D
24-30: Fraccion E
31-39: Fraccion F

o O O O O



Anexo 7 — Fotos de Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria y
Esquemas de concentraciones.

S. aureus ATCC 33862

Al

A2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FB | 32 | 16.3 8 4 2 1 0.5 | 0.25 | 0.125| 0.06 | 0.03 | 0.015
FC | 32 | 16.3 8 4 2 1 0.5 | 0.25 | 0.125| 0.06 | 0.03 | 0.015
FD | 225 | 1125|563 | 28.1 | 141 | 705 | 35 | 1.76 | 0.88 | 0.44 | 0.22 | 0.11
FE | 70 35 [175| 88 | 44 | 22 | 1.1 | 055 | 0.27 | 0.44 | 0.07 | 0.035
FF | 70 35 [175| 88 | 44 | 22 | 1.1 | 055 | 0.27 | 0.14 | 0.07 | 0.035
CP | 120 60 30 15 78 | 375|188 | 098 | 047 | 0.23 | 0.12 | 0.06
CN
B

Fotografia de la MIC realizada a la cepa S. aureus ATCC 33862(A.1) y esquema
de las concentraciones (en ug/ml) en la microplaca(A.2)

FB — FF: Fracciones B, C,D,Ey F.

CP: Control positivo (CMI de penicilina frente a cepa indicador)
CN: Control negativo (Caldo Mueller Hinton con cepa indicador)
B: Blanco (Caldo Mueller-Hinton)

* La CMI de cada fraccion y del control positivo, esta sefialada en rojo en la
tabla del esquema de concentraciones y con asteriscos en la imagen.
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S. aureus Cepa Clinica — Meticilino Resistente

B.1

B.2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
FB | 32.5 | 16.3 8 4 2 1 0.5 | 0.25 | 0.125| 0.06 | 0.03 | 0.015
FC | 325 | 16.3 8 4 2 1 0.5 | 0.25 | 0.125| 0.06 | 0.03 | 0.015
FD | 225 |1125|56.3 | 28.1 | 141 | 705 | 35 | 1.76 | 0.88 | 0.44 | 0.22 | 0.11
FE | 70 35 | 175|875 | 44 | 22 | 1.1 | 0.55 | 0.27 | 0.44 | 0.07 | 0.035
FF | 70 35 (175|875 | 44 | 22 | 1.1 | 055 | 0.27 | 0.14 | 0.07 | 0.035
CP | 120 60 30 15 78 | 375|188 | 098 | 047 | 0.23 | 0.12 | 0.06
CN
B

Fotografia de la MIC realizada a la cepa S. aureus Cepa Clinica(B.1) y esquema
de las concentraciones (en ug/ml) en la microplaca(B.2)

FB — FF: Fracciones B, C,D,Ey F.

CP: Control positivo (CMI de vancomicina frente a cepa
indicador)
CN: Control negativo (Caldo Mueller Hinton con cepa indicador)

B: Blanco (Caldo Mueller-Hinton)

* La CMI de cada fraccion y del control positivo, esta sefialada en rojo en la
tabla del esquema de concentraciones y con asteriscos en la imagen.
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Anexo 8 — Tabla de Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de las
Fracciones

Fraccion B

Absorbanciaa 620nm

0.25 t
0.2

0.15 .\

W

0.05 \‘\

\

TT———

0 *~—

oN >

0 10 20 30

Concentracion (ug/ml)

40

—&—S. aureus ATCC
33862

—&—S. aureus
ATCC43300

—&—S. aureus Cepa
Clinica

Curva hecha con las concentraciones en el rango de 32.5ug/ml a 0.25ug/ml

e Fraccién C

0.3

0.25
=
S 02
©
o *x —&—S. aureus
.S * :
S 0.15 ATCC 33862
.‘és g ——S. aureus
g 0.1 ATCC43300
< —aA—S. aureus Cepa

0.05 Clinica

0 A— - —
0 10 20 30 40

Concentracion (ug/ml)

Curva hecha con las concentraciones en el rango de 32.5ug/ml a 0.25ug/ml
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Fraccién D

Absorbancia a 620nm

0.45

0.4

0.35

0.3

0.25

0.2

0.1

0.05

\\\ —e—S. aureus
ATCC 33862

\.\‘\ ——S. aureus
ATCC43300
—a&—S. aureus Cepa

Clinica

e
0 5 10 15

Concentracion (ug/ml)

Curva hecha con las concentraciones en el rango de 14.1 ug/ml a 0.11 ug/ml.

e Fraccion E
0.35 *
0.3
g 0.25
o
o
© .
s 02
3 L\\ —e—S. aureus
8 015 NN ATCC 33862
_Q .
5 —&—S. aureus
§ ATCC43300
01 = —a&—S. aureus Cepa
Clinica
0 s ]

0 10 20 30 40
Concentracion (ug/ml)

Curva hecha con las concentraciones en el rango de 35 ug/ml a 0.27 ug/ml
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Fraccion F

Absorbancia a 620nm

0.35

o
()

0.15

©
-

0.05

*\ ——S. aureus
{ ATCC 33862
\\ —&—S. aureus
ATCC43300
\‘E —a—S. aureus Cepa
:! Clinica
0 20 40 60 80

Concentracion (ug/ml)

Curva hecha con las concentraciones en el rango de 70 ug/ml a 0.55 ug/ml
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