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RESUMEN

Se aislaron trece cepas del género Streptomyces a partir de muestras de suelo provenientes
de una granja de explotacion porcicola convencional. ldentificando, con base en pruebas
bioquimicas y morfoldgicas y con microscopia electronica de barrido, a 10 de ellas a nivel
de especie y 3 solo a nivel género. La gran mayoria de las especies aisladas e identificadas
se caracterizaron por desarrollar un micelio de color gris y la superficie de la espora en 12
casos fue del tipo liso y en uno de ellos fue de tipo espinoso; el crecimiento de la cadena
de esporas es predominantemente recto-flexuoso. Nueve de la trece cepas aisladas
presentaron alguna actividad antimicrobiana contra bacterias ATCC patogenas del cerdo;
el 77 % de estas cepas produjeron sustancias que unicamente afectan a bacterias que
colonizan el tracto gastrointestinal y el 23 % contra bacterias que afectaron el sistema
respiratorio porcino. Es importante resaltar que el 10% de las cepas aisladas sintetizaron
metabolitos que afectaron a bacterias grampositivas; el 30% sobre bacterias
gramnegativas y el 60% restantes presento actividad contra ambos grupos.



1. INTRODUCCION

a. Caracteristicas generales del género Streptomyces

El género Streptomyces es un grupo de microorganismos muy abundante en todos los
ambientes, tanto terrestres como acuaticos e incluso como parésitos de plantas y animales
incluyendo al hombre. Sin embargo dentro de esta gama de habitats, el suelo es un reservorio
natural para el desarrollo exitoso de la biomasa bacteriana, permitiendo que el grupo de estos
microorganismos sea el mas numeroso en este sustrato, Paul (1989). Los estreptomicetos son
“Tun grupo capaz de producir un elevado nimero de antibidticos de diferentes tipos y
estructuras quimicas més que cualquier otro tipo de actinomicetos presentes en el suelo,
Hwan e al (2001). Aproximadamente el 60 % de los antibioticos desarrollados para la
agricultura han sido aislados de Streptomyces spp. (Tanaka,1993). De ahi que se ha sugerido
la existencia de un gran nimero de especies de este género en la naturaleza que puedan
producir nuevos antibiéticos en el futuro (Okami 1988).

Por lo tanto es un grupo de microorganismos con una gran importancia desde el punto de
vista farmacéutico, industrial y en la propia agricultura, debido a que son una fuente de
diversos metabolitos secundarios, por ejemplo Satoshi et al (2001) reportaron a
Streptomyces avermitilis con una produccion de mas de 25 metabolitos secundarios, cuatro
de ellos de relacionan directamente con la biosintesis de melanina y en base a secuenciacion
genética se han localizado los genes funcionales a amabos extemos del genoma lo que
amplia sus posibles actividades antibi6ticas, y sus posibles usos como promotores de
crecimiento, herbicidas, antihelminticos, y farmacoldgicos, los cuales se reproducen de
acuerdo a diferentes condiciones, Chater et al (1993). En la actualidad esta biasqueda de
nuevas sustancias antimicrobianas se ha intensificado logrando aislar estreptomicetos de un
gran niimero de ambientes tanto acuaticos como terrestres incluyendo diferentes tipos de
suelo, plantas, aguas y sedimentos marinos (Vinning & Stuttard, 1995)

Las caracteristicas particulares que presentan estos microorganismos han sido estudiadas
desde hace varias décadas por diferentes autores y al paso del tiempo, los adelantos
cientificos han permitido realizar una detallada descripcién tanto en el nivel morfoldgico,
bioquimico, biotecnologico, taxondémico asi como ecolégico.

Los estreptomicetos son bacterias Gram-positivas, aerobicas, de metabolismo oxidativo,
catalasa positivo, que generalmente reducen los nitratos a nitritos y degradan caseina,
gelatina, hipoxantinas, almidones y L-tirosina. Utilizan un amplio rango de compuestos
orgédnicos como fuentes de carbono y nitrogeno necesarias para la obtencién de energfa y su
propio crecimiento, estos patrones de utilizacién son a menudo utilizados como
caracteristicas taxonomicas (Williams ef al 1983). Las fuentes de carbono mas ampliamente
usadas incluyen celobiosa, glucosa,, glicerol, D-manosa y trealosa; las fuentes de nitrogeno
incluyen amonio, L-arginina, L-asparagina y nitrato.

La temperatura para su desarrollo varia en un amplio rango de 10 a 35°C; aunque algunas
especies, pueden desarrollarse por arriba de los 37°C e incluso se han reportado crecimientos
bacterianos entre 45°C a 55°C (Kutzner,1981)



La pared celular peptidoglicana de los estreptomicetos contiene grandes cantidades de
4cido L-diaminopimélico (L-DAP), con puentes interpeptidicos de glicina y carece de acidos
micolicos, incluso actualmente esta caracteristica se usa como criterio taxondémico (Lee, ef al
2005); en cuanto al espectro de acidos grasos, existe un gran nimero de acidos grasos iso- y
anteisosaturados, ademas de menaquinonas hexa u octahidrogenadas con nueve unidades
isoprenoides como el isoprenolo (Li W er al 2002) ademas presenta un complejo patrén
lipidico polar consistente de fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol
(Lechevalier ef al 1971).

Respecto a la proporcion de bases nitrogenadas presentes en su DNA se ha cuantificado
un aito contenido de guanina —citosina con rangos del 69 al 73 % molecularmente
(Goodfellow and Cross, 1984b), marcando asi una caracterfstica diferencial respecto a los
demas géneros de la familia Streptomycetaceae.

A diferencia de la mayoria de las bacterias, los estreptomicetos presentan una apariencia
especial de caracteristicas tanto microscopicas como microscépicas: como el color en el
micelio vegetativo superficial y en el micelio aéreo, pigmentos que difunden y colorean el
medio de cultivo, consistencia del micelio aéreo y la propia morfologia de las colonias. En
estas propiedades los estreptomicetos son similares a los hongos, por ello no es sorprendente
que en algin tiempo fueron ubicados dentro del reino Fungi, con mas afinidad a los hongos
verdaderos que a las bacterias (Jhonston, 1988).

Macroscépicamente, las colonias de estreptomicetos se adhieren fuertemente al medio de
cultivo, toman texturas pulverulentas de diferente color, de acuerdo a los micelios
vegetativos y aéreos, con caracteristico olor a tierra himeda.

El color de la masa de esporas es ampliamente usado para la taxonomia de este grupo. Las
cepas son ubicadas en secciones, series y grupos de especies sobre la base de este criterio.
Asi podemos encontrar que los estreptomicetos estan divididos en siete series por €l color:
azul, gris, rojo, verde, violeta, blanco y amarillo. Subsecuentemente te han adicionado otras
subseries para incluir otros colores (Kutzner,1981). Sin embargo, el color es influenciado por
factores como el medio de cultivo, las condiciones de crecimiento y la edad del cultivo.

1.2. Morfologia del micelio vegetativo y aéreo

El ciclo de vida de los estreptomicetos es {inico entre las bacterias, presenta tres estadios
anatémicos caracteristicos del género. Un micelio vegetativo ( en medio sélido o liquido), un
micelio aéreo que se segmenta formando esporas y las propias artrosporas. Mientras el
primer estadio del ciclo de vida no ha sido utilizado por los taxonomistas, el segundo y
tercero constituyen los criterios de diagnostico e identificacion de las especies
(Kutzner,1981).



Micelio Vegetativo

El micelio vegetativo varia en tamafio, forma y produccién de pigmentos. Cuando el
crecimiento es raquitico, resulta dificil su observacién. Durante su incubacién produce gotas
de agua, por esta causa es {lamado de tipo humedo y despide un olor caracteristico a tierra
humeda. Presenta hifas microsifonadas con un didmetro de 0.5 a 2.0 micras, la longitud y
forma de las hifas es variable, pueden ser rectas con longitud de mas de 600 micras. Cuando
se desarrolla en un medio sélido, por lo general es irregularmente espiralado formando a
veces seudo espirales localizadas al final del micelio, y como caracteristica particular no
produce esporas por segmentacién, sin embargo, en algunos estreptomicetos se ha
observado, al final del crecimiento vegetativo, la formacién de cadenas de esporas.

Numerosas especies de estreptomicetos presentan la caracteristica diferencial del micelio
vegetativo coloreado a menudo el pigmento se difunde en el medio confiriéndole a este el
mismo color aunque un poco mas tenue, y en algunos otros casos el medio es mas coloreado
que el propio micelio.

Aunque esta caracteristica no ha sido usada consistentemente por los taxonomistas, la
siguiente clasificaciéon de los pigmentos en cuanto a su localizacién con respecto a la
produccién celular puede ser tomada en cuenta: a) endopigmentos; referidos a estructuras
celulares y otorgando un llamativo color a las colonias; b) exopigmentos: estos son
segregados dentro del medio circundante, y pueden ser tanto solubles en agua y difundirse
dentro del medio o precipitarse para producir masas tan amorfas como particulas cristalinas.

Otros puntos adicionales de interés son que algunos pigmentos son producidos como
leucocomponentes menos coloreados y unicamente después de su excrecion son
transformados en pigmentos reconocibles y de acuerdo al pH los pigmentos cambian de
color y a menudo de solubilidad, por ejemplo rojo e insoluble en condiciones 4cidas, azul y
soluble en condiciones alcalinas (Kutzner, 1981).

El color del micelio vegetativo y de los pigmentos solubles ha cambiado de posicién con
respecto a su utilizacién como criterio taxondémico, ya que parece ser que en el pasado tuvo
un papel mas importante que en el presente; ahora el color del micelio aéreo es reconocido
como un criterio taxonémico mas importante formalmente. La razén es que el color del
micelio vegetativo es mucho mas dependiente del medio, de su temperatura, edad, y en
algunos casos, de la iluminacién que el propio color del micelio aéreo maduro. Otra razén
es que el color del pigmento es variable de acuerdo a la presencia o ausencia de informacién
genética para esta propiedad, estos pigmentos son metabolitos secundarios los cuales no
parecen ser esenciales para la célula y se pierden sin causar dafio al organismo. Actuaimente
el argumento es de que el color no permite por si solo dar una clave a la identidad quimica
del pigmento, ya que los pigmentos quimicamente diferentes pueden presentar el mismo
color, adem4s el mismo pigmento puede diferir de color; dependiendo del pH y por ditimo el
color observado es a menudo una mezcla de diferentes pigmentos.

Para la determinacion del color del micelio vegetativo y de los pigmentos solubles se
recomiendan usar medios de crecimiento especificos tal como agar extracto de malta y
extracto de levadura, la aparicién de sorprendentes colores en otros medios usados para el
estudio de estos organismos, puede requerir un medio especifico. El color del micelio



vegetativo puede ser blanco, amarillo, rosa rojo anaranjado, verde, café y negro. Es de dificil
distincién cuando las colonias son delgadas o el color es muy palido. Algunas cepas pierden
su propiedad de producir pigmentos o tienden a aclarar el color, esto sucede cuando son
cultivados sistematicamente en el laboratorio. Lo cual parecerfa indicar que el pigmento es
un medio para competir con otras bacterias del suelo.

El micelio vegetativo sobre un medio sélido no se fragmenta, aunque en algunos
estreptomicetos se presenta la formacion de la cadena de esporas al final del crecimiento del
micelio. Las hifas no son cenociticas pues contienen paredes celulares completas (Glauert
and Hoppwood, 1960, Moore and Chapman, 1959, Stuart, 1959).

Micelio aéreo

La morfologfa del micelio aéreo presenta una amplia variabilidad con respecto a la
longitud de las hifas, al tipo o forma de ramificacion, al arreglo de los espor6foros y a su
morfologia ya sean rectos, curvos o helicoidales, (Hao and Kendrick, 1998)

La caracteristica estructural mas importante del micelio aéreo consiste en el arreglo de la
cadena de esporas. La formacion de estas estructuras requiere de un optimo desarrollo del
cultivo, factores como el tipo de medio de crecimiento, el pH y la humedad son de particular
importancia para ello (Hiitter, 1962). La espora germina via un tubo germinal primario que
se ramifica después de un periodo de extension linear y una replicacion del nicleo , este
crecimiento es exponencial en el numero de ramificaciones continuas y solo es limitado por
la propia disponibilidad de nutrientes, (Burroughs et al, 2000).

Flaig and Kutzner (1960), mencionaban ya una serie de caracteristicas para ser tomadas en
cuenta en la clasificacion de las especies del género Streptomyces, entre ellas se
mencionaban; la longitud de la hifa del micelio aéreo las hifas cortas correspondian a
colonias de apariencia polvorolienta y las hifas largas se asociaban con apariencias lanudas.
Ademas se tomaba en cuenta el tipo de bifurcacion, ya sea simpodial (semejante a un 4rbol o
arbusto) o monopodial ( largas hifas con cadenas de esporas a ambos lados), por ultimo la
ocurrencia de espirales, tomando en cuenta su frecuencia, su arreglo en las partes terminales
de las ramificaciones, la longitud de la espirales, el nimero e vueitas, el intervalo de la
mismas, la direccion de las vueltas (a la derecha o a la izquierda).

Pridman, Hesseltine y Benedict (1958), propusieron una clasificacién mucho més simple
tomando en cuenta tres criterios para contribuir en la clasificacion del género Streptomyces:
a) recto-flexible (RF); b)gancho, rizo y espiral con una o dos vueltas (RA); y c) en espirales
(S). Aunque de hecho es dificil diferenciar entre los tipos RA y S, ya que es dificil decidir
cuando es un rizo y cuando una espiral. Por ello en un estudio posterior de Wellington
(1978) y el Proyect International Streptomyces confirmo un muy bajo porcentaje de la
categoria RA en la especies de estreptomicetos.

Con respecto a la morfologia de las artrosporas Flaig et al (1952) propusieron por primera
vez, cuatro tipos de esporas con respecto a su superficie u orilla: lisas, verrugosas, peludas y
espinosas. Estos tipos se han convertido en criterios morfologicos taxon6micos de gran
valor; un quinto tipo “abultado” fue propuesto por Lyons y Pridham (1971), este consistfa en
un tipo intermedio entre el verrucoso y el espinoso.



Aungque 1a superficie de la espora es una propiedad muy estable y determinantemente clara,
también pueden presentarse algunas confusiones intermedias , ya sea entre liso y verrucoso,
Verrucoso y espinoso y espinoso y peludo. Estas dificultades de interpretacion pueden ser
aclaradas utilizando el microscopio electrénico de barrido ( Dietz and Mathews, 1969,1971).

Para la clasificacién e identificacion de especies de estreptomicetos y tomando en cuenta
los datos del International Streptomyces Project (Shirling and Gottlieb,1967,Kiister,
1972;Nonomura,1974; Szabo e/ al 1975 y Hiitter, 1967) el micelio aéreo es
determinantemente (til y se han empleado cuatro criterios : color del micelio aéreo,
morfologia de la cadena de esporas, la forma o estructura de la superficie de la espora y la
formacién de melanina. Actualmente el avance en técnicas bioquimicas incluyen analisis de
DNA, RNA, asi como las secuencias filogenéticos para determinar aun com mayor exactitud
la identificacion taxondmica de estos organismos. (Huang, et al 2004)

La consistencia del micelio aéreo difiere significativamente de especie a especie: mealy
( harinoso), dusty (polvoroliento), woolly (lanudo). Esto aunque no es reconocido como un
criterio taxonémico es importante tenerlo presente. También aunque de menor importancia y
raramente comentado por los autores , es bueno describir la morfologia de las colonias que si
bien es necesaria que cuente con una fotografia para avalar las palabras, Shinobu (1958)
presento que, al observar colonias de 3 a 4 semanas de cultivo en la caja de Petri, se
reconocian tres tipos morfoldgicos o de arreglos: a) tipo crisantemo (surcos radiales), b) tipo
concéntrico (surcos concéntricos) y ¢) tipo fruncido (surcos irregulares o parecidos a
cabellos en red); fuera de los autores japoneses es dificil encontrar la mencién de esta
caracteristica en la literatura.

1.3 El suelo como un habitat natural de estreptomicetos

Los estreptomicetos son muy numerosos y se encuentran ampliamente distribuidos, no s6lo
en el suelo sino en una variedad de habitats diferentes, incluyendo estiércol, fango de los rios
y el fondo de los lagos. Se encuentran en la superficie del suelo, asi como en los horizontes
inferiores, a profundidades considerables. Particularmente, en ambientes de pH elevado, los
estreptomicetos constituyen una gran proporcion de la comunidad. Como regla general son
saprofitos, aunque algunas especies pueden provocar enfermedades a las plantas, animales
domésticos e incluso al hombre. Este género tiene una funcién ecolégica en la degradacién y
disponibilidad de fuentes de carbono y nitrogeno para los diferentes niveles troficos, ya que
representa un 98 % de toda la diversidad de actinomicetos en el suelo (Xu.L. et al 1996).

En el suelo los estreptomicetos encuentran las condiciones optimas para su crecimiento,
desarrollo y proliferacion, esto debido a sus caracteristicas y a las interacciones con otros
microorganismos sobre los cuales presentan algunas ventajas como son: el ser capaces de
degradar constituyentes de residuos de plantas y animales, los cuales no son facilmente
atacados por otras bacterias y hongos, tales como los polisacaridos (almidon, pectina,
quitina), proteinas (por ejemplo, queratina y elastina) y algunos incluso degradan
compuestos aromaéticos, incluyendo al fenol por ejemplo (Jiang,C & Xu, L.1996); otra
ventaja es que utilizan el nitrégeno inorganico y no requieren de vitaminas ni de factores de
crecimiento; ademas en el suelo encuentran el sustrato ideal para su crecimiento micelial y
por su ciclo de vida (espora-micelio-espora), también se pueden adaptar a las variadas
condiciones fisicas de su habitat, tal como la humedad y aireacién, las cuales pueden
cambiar draméaticamente en poco tiempo de acuerdo a las condiciones climaticas y a la



estacién del afio; el crecimiento de los estreptomicetos en el suelo es discontinuo en el
espacio y en el tiempo y la sobrevivencia entre diferentes periodos es por la produccion de
sus esporas (Ravel ef al, 2000) aunque no tan resistentes como las endosporas bacterianas, si
son capaces de contribuir a la supervivencia por largos periodos de sequia, frio y las
condiciones anaerobicas debido a la saturacién de agua (Kutzner,1976).

El tamafio de la comunidad depende del tipo de suelo, asi como de las caracteristicas fisicas,
del contenido de materia orgéanica y del pH del medio ambiente. Las estimaciones por cuenta
en placa proporcionan valores que varian de 10° a 108 por gramo en zonas templadas,
encontrandose cifras menores en regiones frias, turberas acidas, tundras y suelos inundados.
Incluso se han reportado aislamientos de estreptomicetos en muestras de suelos con altos
contenidos de quitina (Hoster ef a/ 2005) y en suelos de selvas, particularmente en la
rizosferas vegetales (Sahin, N, 2004) incluso en terrenos inundados en donde se cultiva arroz
(Hayakawa, et al 1988).

Tanto en terreno virgen como en terreno cultivado, siempre son mayoria. En 4reas
alcalinas y especialmente cuando hay resequedad, la abundancia relativa es alta. Las
poblaciones son mayores en zonas de pastizales y el suelos de pastoreo que en suelos
cultivados y la abundancia en campos de cultivo con frecuencia sobrepasa la de los sitios
virgenes adyacentes. Existe una alta correlacion entre la diversidad de actinomicetos y el
clima, en regiones tropicales y subtropicales la diversidad es mayor Los suelos en regiones
climaticas c4lidas son mas favorables para una extensa flora que los de éreas frias(Xu,L.et a/
1996) ; el tamafio de la comunidad en latitudes templadas tiende a aumentar conforme se
acerca a los trépicos. Consecuentemente el nimero total y el porcentaje de incidencia
aumenta del hemisferio norte hacia el sur, asimismo el numero celular varia de acuerdo a la
estacion del afio y a las practicas de cultivo.

Varios estudios recientes sugieren que los grupos dominantes dentro de los actinomicetos
que forman conidias existen, en gran medida, en forma de esporas y que las conidias
desempefian una funcion de sobrevivencia. Muchas de las esporas de Streptomyces, el
género que predomina numéricamente, no germinan al ser agregadas al suelo como resultado
de los efectos asociados con los representantes de las poblaciones establecidas, puesto que la
germinacion tiene lugar en el suelo esterilizado. Probablemente, condiciones naturales, las
esporas germinan cuando nuevos sustratos orgéanicos se vuelven aprovechables,
desarroliandose las hifas sobre los fragmentos de materia orgdnica. De esta manera las
esporas son abundantes en aquellos micrositios donde existen los nutrientes disponibles y el
micelio desaparece conforme lo digieren sus propias enzimas o la enzimas producidas por
poblaciones cercanas (Lloyd 1969) y (Mayfield er al 1972).

En términos generales y al igual que otros sistemas bioticos, la influencia de los factores
fisicos y quimicos del suelo como: el pH, humedad, textura del suelo, temperatura,
porcentaje de materia organica, permiten el desarrollo diferencial de las colonias de
estreptomicetos. Estos factores presentes en un habitat natural influyen en la variabilidad y
cantidad de especies de estreptomicetos que se desarrollan en la zona (Goodfellow, 1983).

El pH es claramente un factor determinante en la distribucién y actividad de los
estreptomicetos. De acuerdo con el pH de los suelos, estas bacterias prefieren pH neutros o
alcalinos mas que los suelos de pH 4cidos, desarrollandose en un rango de 3.5 a 7.5, aunque
se han reportado ya varios aislamientos en suelos acidos (Williams et al, 1971). Muchas



cepas de estreptomicetos no pueden proliferar o tiene actividad insignificante a pH inferior a
5.0, y en medios altamente acidos constituyen con frecuencia menos del | % del numero
viable total bacteriano (Mishustin et al 1967). El hecho de que el pH limite tal crecimiento
bacteriano, tiene aplicacién practica en el control de ciertas enfermedades vegetales
producidas por este género, ya que se usa la acidificacion del suelo para eliminar el agente
patogeno. Flaig y Kutzner (1960), demostraron de acuerdo a un estudio con suelos é4cidos y
alcalinos que se pueden desarrollar estreptomicetos acidofilicos , asf como alcalinofilicos.

Muchos suelos contienen una gran proporcion de arcillas y fracciones coloidales himicas,
provenientes de la descomposicién del humus, tal material coloidal, afecta marcadamente la
actividad microbiana y los pardmetros microambientales. Las esporas de los estreptomicetos
son fécil y rapidamente absorbidas por la kaolina , pero no por la montmorilonita, excepto a
pH bajo (Ruddick and Williams 1972), La adicion de montmorilonita célcica a cultivos de
estreptomicetos, acelera su crecimiento y respiracion (Mara and Orangi,1981). Ademés, los
sitios de absorcion asociados con el material himico puede llevar a los micrositios a elevar
el pH en los suelos 4cidos. (Williams and Mayfield, 1981).

En los suelos en donde existe mayor cantidad de raices se han reportado mayor nimero de
estos organismos que en los sitios contiguos del suelo, sin embargo esto depende también del
tipo de especies y de la edad de las plantas. Por ejemplo, en el maiz, frijol y espinacas hay
mas actinomicetos que en otras plantas (Kaunat, 1963). En la rizosfera del frijol se han
identificado especies de estreptomicetos que son capaces de producir estreptomicina
particularmente asociada a la presencia de dos genes especificos de la biosintesis del
Streptomyces griseus (Huddleslton er al 1997) Las particulas organicas del suelo son
colonizadas por el micelio vegetativo, este crece entre los espacios o poros del suelo y
finalmente se producen las cadenas de esporas en las partes terminales o en sus
ramificaciones (Kutzner,1981).

En un suelo en condiciones de saturacién se presenta menor nimero de colonias que en
aquellos que contienen poca humedad, 2-5%, (Ristaino,1993). Las condiciones anaerobicas
en suelos saturados debido a la reduccion del oxigeno disponible limitan la colonizacion del
suelo (Papendick and Campbell, 1985). Esto es consecuencia de que los estreptomicetos del
suelo tienen metabolismo aerébico y consecuentemente son incapaces de desarrollarse y de
diseminarse cuando el oxigeno libre es escaso.

Los estreptomicetos sobreviven bien en suelos secos debido a la formacion de artrosporas,
pero necesitan una muy baja tension de agua para su crecimiento, a diferencia de otras
bacterias, por ello en los suelos bien drenados como son los arenosos y limosos se presentan
mayores cantidades de estos, que en los suelos arcillosos (William et al, 1972). En esos
suelos secos el numero de colonias de estreptomicetos disminuye sensiblemente en tensiones
de humedad cercanas a 4.0 pF, pero aan asi su proporcién con respecto a otras bacterias es
mucho mas alta, debido a que sus esporas que son mas resistentes a la desecacion que las
células vegetativas de las bacterias. En suelos neutros y estériles se ha encontrado que el
crecimiento optimo ocurre en tensiones de humedad que van de 1.5 a 2.5 pF. Algunos
estreptomicetos de suelos aridos son capaces de crecer con altos potenciales osméticos
(Wong and Griffin,1974).

El crecimiento &ptimo de los estreptomicetos, con respecto a la temperatura del suelo, se
presenta en suelos templados, ya que muchas cepas son mesofilicas, y se encuentran
intimamente ligados a los estados iniciales de descomposicion de la materia organica,
compostas y turberas (fodders) y sustratos similares, pero se ha encontrado que existen cepas



termofilicas que son activas ain a temperaturas cercanas a los 40°C (Lacey,1981). Por
ejemplo Streptomyces albus, que es meséfilo puede crecer a los 45°C. Craveri y Pagani
(1962) propusieron el subgénero Thermostreptomyces para estreptomicetos termofilicos y
este género esta reconocido por el Manual Bergey bajo los géneros inciertos. Diversos
autores reconocen que estas especies son mas termotolerantes que termofilicas
(Corbaz,Gregory y Lacey, 1963).

Comunmente se ha asociado a los estreptomicetos una gran actividad en la degradacién de
la materia organica , teniendo un papel importante en los ciclos de materiales complejos y
polimeros recalcitrantes, como la lignocelulosa, celulosa, lignina (Crawford et al ,1979),
teniendo ademds, la capacidad de degradar muchos otros polimeros presentes en el suelo y
en el mantillo ( capa de materia organica en proceso de descomposicion), incluyendo
hemicelulosas, quitina, queratina, pectina, y material de las paredes celulares de los hongos,
asl también se les ha implicado en la degradacion de herbicidas (Percich and
Lockwood, 1978), plésticos (Sharpell, 1980), taninos polifendlicos ( Lewis and Starkey, 1969)
y &cidos haimicos (Szegi y Gulyas, 1968).

Es posible que los estreptomicetos puedan proteger a las raices de las plantas por la
inhibicién del crecimiento de hongos patdgenos, basados en su capacidad de producir
antibidticos antifungicos in vitro ,esta situacién es todavia muy discutida, existen varios
reportes que consideran esta posibilidad (Hopwoody Merrick, 1977; Martin yDemain, 1980).

El orden Actinomycetales , al cual pertenece el género Streptomyces ,es de especial
interés, debido a que muchas cepas tienen la capacidad de sintetizar metabolitos téxicos.
Tres cuartas partes de los estreptomicetos aislados pueden producir agentes antimicrobianos
conocidos comunmente como antibibticos , estas sustancias producidas en cultivos son
capaces de inhibir, directamente o al menos en cultivos, el crecimiento o de eliminar
poblaciones de bacterias (Gonzalez et al 1999) levaduras y hongos de muchas categorias
taxondmicas. El porcentaje de estreptomicetos que producen antibidticos varian con el tipo
de suelo y la estacién del afio (Bae er al 1972). Ademdas de producir metabolitos
antimicrobianos, de diferentes tipos, muchas especies de Streptomyces liberan enzimas
extracelulares que provocan la lisis bacteriana (Loutit, 1966). La presencia de este tipo de
enzimas puede ser importante en el equilibrio microbiol6gico del suelo asi encontramos que,
por ejemplo, los macrolidos, lincosamidas y estreptograminas son quimicamente antibiticos
distintos pero con un modo de accién y espectro muy similares (Klug&Odelson 1992;
Vinning & Studdard 1995).

El fenomeno de antibiosis en el suelo ha recibido especial interés por muchos patélogos
de plantas, numerosos estudios sugieren que las enfermedades en el suelo hacia las plantas,
pueden ser controladas por la adicién de nutrientes tales como la quitina o material de las
paredes celulares de los hongos y esto conduce a un incremento de la flora productora de
antibidticos, sin embargo se ha mencionado que no es tan solo el propio enriquecimiento lo
mas importante, sino también la capacidad de desarrollar efectos liticos sobre hongos,
debido a la composicion de se su pared la cual contiene quitina. Streptomyces humidus,
produce dos sustancias antifungales,SH1 y SH2 que han sido identificadas como &cido
fenilacéticoy fenilacetato de sodio respectivamente, las cuales inhiben el crecimiento de
Phytium ultimum y Phytophtora capsici, Rhizoctonia solana Sacharomyces cerevisiae y
Pseudomona syringae a bajas concentraciones (Byung et al 2001); Existen mecanismos
sugeridos de efectos de los estreptomicetos sobre los hongos del suelo, por ejemplo en el
control de los hongos patdgenos de las raices de las plantas, los mecanismos sugeridos son:
el de la lisis por enzimas (por ej. Quitinasa.) Mitchell,1963; antibiéticos fangicos (Rem,
1953), inhibicion por toxinas no especificas (Sneh and Henis, 1972).



2.0BJETIVOS
2.1 Objetivo general.

Aislar e identificar la especies del género Streptomyces presentes en el suelo de una granja
porcicola valorando su actividad antimicrobiana contra bacterias patégenas del tracto
respiratorio del cerdo.

2.2 Objetivos particulares

2.2.1 Determinar el porcentaje de humedad, materia organica, pH y textura de las muestras
del suelo colectadas en la granja porcicola.

2.2.2 Probar diferentes medios de cultivo que permitan el aislamiento de estreptomicetos.
2.2.3 Aislamiento y purificacion de especies de Streptomyces
2.2.4 Caracterizacion morfolégica de Jas especies a través del crecimiento en medios ISP

2.2.5 Identificar las diferentes especies del género Streptomyces por medio de las pruebas
bioquimicas y microscopia electrénica.

2.2.5 Evaluar la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes de estreptomicetos contra
B. bronchiseptica; P multocida;, A.pleuropneumoniae; H.parasui; Staphylococcus aureus;
Salmonella typhi; Escherichia coli y S faecalis.



2.3. JUSTIFICACION

El aumento de los diversos trastornos de salud en la piara ha producido una alta utilizacién
de antibi6ticos, ya sea en forma individual o en combinacién por parte del porcicultor, y por
ende un abuso en su uso , aunado a ello los agentes microbianos han ido desarrollando formas
diversas de resistencia a los diferentes productos existentes en el mercado veterinario.
Algunos de estos productos antibidticos se han sintetizado a partir de metabolitos diversos
producidos por bacterias del género Streptomyces, por lo cual en el presente trabajo se
considera relevante aislar e identificar las especies de estreptomicetos que habitan en el suelo
de una granja de explotacién porcicola convencional, buscando obtener un posible
aprovechamiento de los metabolitos que producen como una fuente alternativa de posibie
actividad antimicrobiana contra bacterias patégenas del tracto respiratorio del cerdo.

Con respecto al aislamiento de estreptomicetos en el suelo, se han realizado un gran nimero
de estudios incluyendo sedimentos marinos y excrementos, pero no se han reportado
investigaciones en el suelo de granjas avicolas y porcicolas,



3.MATERIALES Y METODOS.
3.1 Zona de estudio.

Sitio de muestreo. La zona de trabajo de donde se hizo la colecta de las muestras del suelo
es una granja de explotacion porcicola que se ubica en San Mateo Ixtacalco, municipio de
Cuautitlan, Estado de México, con una superficie aproximada de 250 m’.

Los suelos de esta zona se caracterizan por la existencia de aluviones de textura fina,
representados por arcillas y que pertenecen al orden de Inceptisoles, subgrupo molico-
vertico. En la zona se presenta un clima de tipo templado himedo con lluvias en verano
(Flores et al , 1981).

3.2. Colecta del suelo y determinacién de caracteristicas fisicoquimicas

En la granja se seleccionaron al azar 10 sitios de muestreo y con una barrena tipo california
de 7.6 cm de didmetro se colectaron al azar 30 muestras de suelo a tres diferentes
profundidades: 0-5 cm, 5-10 cm y 10-15 cm. Colectadas las muestras se almacenaron en
bolsas de plastico negro y se transportaron al laboratorio.

Las muestras se pesaron y se dejaron secar a temperatura ambiente, volviéndose a pesar
después de 48 horas y determinar el porcentaje de humedad de cada una.

A todas la muestras se les determino adicionalmente el pH por el método de suspension
1:2.5 utilizando un potenciémetro Corning modelo 10 con electrodo integrado.

Se determino la textura, por el método del hidrometro de Bouyoucos (1963). El analisis
del porcentaje de materia organica de realizo por el método de Walkley (1947).

Asimismo se sometieron a secado en estufa 40-45°C durante 16 horas para reducir la flora
bacteriana sin afectar a las posibles colonias de estreptomicetos en el aislamiento (Williams
et al 1972).

3.3 Evaluacién de diferentes medios de cultivo que permitan el aislamiento de
estreptomicetos

Se probaron 4 diferentes medios de cultivo para lograr el aislamiento de colonias
especificas de estreptomicetos: Agar Emerson, Mycosel Agar, Agar tripticasa soya y Agar
almidon caseina.

De cada una de las muestras del suelo se tomo una alicuota de 50 g de suelo y se suspendié
en 100 mi de agua desionizada estéril. Las muestras se agitaron durante 60 minutos en un
Roto-mix a baja velocidad. Posteriormente, en forma estéril, se prepararon diluciones de cada
una de las muestras sembrdandose 0.1 ml de cada una de ellas en los cuatro diferentes medios
de cultivo para el aislamiento, incubandose durante un periodo de 14-21 dias 30°C



3.4 Cultivo y Pruebas bioquimicas

Las cepas aisladas de cada muestra se cultivaron y purificaron en el medio de agar- extracto
de malta y levadura, incub4ndose durante 14 dias a 30°C y a partir de estas se realizaron las
pruebas bioguimicas necesarias para su identificacion a nivel de género basadas en : Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (Holt,J.G, 1977).

Catalasa, oxidasa, nitrato, malato, urea, RM, VP,O/F, SIM, TSI, MIO, LIA , y el grupo de
azucares (arabinosa; fructuosa;galactosa; glucosa, inositol,manitol, rafinosa, ramnosa,
sacarosa, salicin y xilosa preparados en medio ISP 9)

3.3 Caracterizacién morfolégica

Para evaluar e! tipo de crecimiento, produccion de pigmentos color del micelio aéreo,
morfologia de la cadena de esporas ( Sahin,N.2004) y ( Shirling es a/ 1966) y tipo de
superficie de la espora (Tresner et al.,1961), las cepas de estreptomicetos purificadas se
sembraron en los siguientes medios de cuitivo Agar extracto de levadura-extracto de maita
(ISP 2), agar avena (ISP 3) agar almidén-sales de inorganicas (ISP 4), agar glicerol-
asparagina (ISP 5), agar peptona-extracto de levadura (ISP6), agar tirosina (ISP 7), agar
nitrato (ISP 8).

3.6 Microscopia

Para la caracterizacion de las formas de crecimiento de la cadena de esporas y de la
superficie de la esporas se utilizé microscopia electronica de barrido, cultivando las cepas
purificadas durante 14 dias en agar extracto de malta-extracto de levadura a 30°C; de donde
en forma estéril se tomaron muestras directamente para observar en el microscopio
compuesto(Shirling et al 1966); para la observacion en el microscopio electronico de barrido
Modelo JEOL 25SI1, las muestras se tomaron de este mismo medio, se fijaron durante 48
horas con vapores de tetradxido de osmio, posteriormente se secaron y se cubrieron con oro
para su observacion al microscopio (Eguchi, 1993).

3.7 Pruebas de actividad antimicrobiana

Las cepas de estreptomicetos aisladas de! suelo y purificadas se cultivaron para su
esporulacion en el medio de extracto de malta-extracto de levadura adicionado con glucosa,
ajustado a pH7.2, incubandose durante 72 horas a 30°C con una agitaci6n de 130 rpm,
midiendo la cantidad de biomasa cada 12 horas en un espectofotémetro Varian modelo 20.

Medio de Esporulacién

Glucosa 40g
Extracto de malta 100g
Extracto de levadura 40g

Agua desionizada 1000 mt



3 ml del medio de esporulacion se adicionaron al medio de fermentacion histidina-fructosa-
sales minerales, ajustado a pH 7.2 (Williams et a/ 1977). El medio se mantuvo en agitacion a
una velocidad de 130 rpm durante 144 horasa 30 ° C.

Medio de Fermentaciéon

Fructuosa 40.00 g
Ac. Glutdmico 220g
L-histidina 0.77¢
K2HPO4 1.00g
MgS0O4 7H20 49.50 mg
FeSO4 7H20 45.00 mg
CaCl2 2H20 46.80 mg
ZnSO4 TH20 40.35 mg
Agua desionizada 1000 ml

Cada 24 horas se tomaron muestras de 5 ml del sobrenadante de cada una de las cepas de
estreptomicetos aisladas. Se centrifugaron, se esterilizaron por filtracién con membranas
Millipore de 0.2 micras. Con 20 pl del filtrado se impregnaron discos de papel Whatman #
1, se secaron y almacenaron a 4°C hasta su uso. La actividad antimicrobiana de cada disco se
probo colocandolos en cajas de medio Mueller Hinton con las siguientes bacterias ATCC
patégenas del cerdo: Actinobacillus pleropneumoniae, Bordetella bronchiseptica,
Haemophilus parasuis, Pastereulla multocida tipo A y D, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Salmonella typhy y Escherichia coli.



4. RESULTADOS

4.1 Colecta del suelo y determinaci6n de canicteristicas fisicoquimicas

Se colectaron un total de 30 muestras del suelo, 10 muestras de profundidad 0-5 cm, 10 de
profundidad 5-10 cm y 10 de profundidad 10-15 cm. En la tabla | se presentan los resultados
promedio de las caracteristicas fisicoquimicas relevantes a la posible presencia de colonias
de estreptomicetos.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo

PROFUNDIDAD pH |% MO | Humedad Textura
(cm)
0-5 729 | 6.30 4.18 Mijajén arcillo arenoso
5-10 6.97 | 6.16 3.87 Migajén arcillo arenoso
10-15 6.49 | 6.00 3.20 Migajén arcillo arenoso

Como se observa en la tabla 1, la profundidad a la cual se tomaron las muestras presenta
el mismo tipo de textura del suelo, aunque si es evidente que el Indice de acidez es cercano
a la neutralidad en la capa intermedia, mientras que en las capa superior tiende a la basicidad
y en la inferior, el grado tiende a la acidez, mientras que el porcentaje de materia orgénica
disminuye al avanzar en profundidad al igual que el contenido de agua.

Asimismo, en la tabla 2 se observa la cuantificacién promedio de Unidades Formadoras de

Colonias (UFC) de las muestras de suelo en relacion a las tres distintas profundidades de
donde se tomaron |as muestras.

Tabla 2. Promedio de UFC 1X10° g/Suelo

Profundidad (cm) |UFC
0-5 4.4

5-10 5.0

10-15 1.5

En la profundidad intermedia se presenta un nimero mayor de Unidades Formadoras de
Colonias, no asi en la capa inferior, en donde se observa un indice demasiado bajo en
comparacion a las otras dos profundidades.



4.2 Evaluacion de diferentes medios de cultivo que permitan el aislamiento de
estreptomicetos

De los 4 medios de evaluacién para el aislamiento propuestos en la metodologia, se
descartaron tres de ellos, ya que en algunos casos, ademdas de permitir el crecimiento de
estreptomicetos, también lo hacian otro tipo de microorganismos o definitivamente no
permitian el aislamiento de las colonias en estudio.

En el caso del medio de cultivo agar Emerson permitié aislar estreptomicetos , pero
también junto con ellos otros microorganismos, a este medio como se menciono en la
metodologia, no se le agrego ningin antibi6tico.

El medio Mycosel™ agar, no permitio ¢l aislamiento de colonias de estreptomicetos a
partir de las muestras de suelo, lo mismo sucedi6 en el caso del uso del medio Agar soya
tripticasa.

El dnico medio que permitié el aislamiento total de las colonias de estreptomicetos fue el de
agar almidén caseina propuesto por Kutzner (1964), el cual fue adicionado con los
antibi6ticos reportados por Porter (1960) ,Sulfato de polimixina B Smcg/ml , Penicilina G
sédica Imcg/ml y Ciclohexamida y Nistatina 50mcg/ml. (Williams 1965) Estas adiciones se
hicieron de forma estéril después de haber esterilizado €] medio.

Se logro aislar un total de 13 cepas de estreptomicetos ,con las cuales se continuaron los
estudios posteriores.

4.3. Cultivo y Pruebas bioquimicas

Se lograron aislar un total de 13 cepas de estreptomicetos a las cuales se cultivaron y
purificaron en el medio de agar extracto de malta y levadura. A estas muestras se les
practicaron las pruebas bioquimicas indicadas en la tabla 3, las cuales son basicas para
determinar familia y género.

En la tabla 3 se presentan los resultados de los diferentes pardmetros bioquimicos
practicados a las trece cepas aisladas.



Tabla 3. Caracterizacién bioquimica

CEPAS AISLADAS

Pruebas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 tl 12 (13
Catalasa + + + + + + + + + + + + +
Oxidasa + + + + + + + + + + + + +
Citrato + + + + + + + + + + + + +
Malonato - - - - - - - - - - - - -
Urea - + + - - - - N + + _ + ~
RM - - - - - - - - - - - - -
VP - - - - - - - - - - - - -
OF +- +/- +/- +/- +/- +- +/- +- +- +- +/- +- +-
SIM A A A A VA e A R A A A
MIO + + + + + + + + + + + + +
Hidro6lisis + + + + + + + + + + + + +
almidén

Hidrélisis + + + + + + + + + + + + +
caseina

Hidrélisis + + + + + + + + + + + + +
gelatina




Con respecto a la utilizacion de las fuentes de carbono, las 13 cepas aisladas, se sembraron
en el medio ISP 9, evaluando los carbohidratos que se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Utilizaciéon de carbohidratos

CEPAS AISLADAS

AZUCARES 1 |12 [3 |14 |5 |6 (7 |8 (9 |10 |1} |12 |13
Arabinosa [ N R S IS U O S O - - -
Fructuosa + [+ [+ |+ |+ [+ [+ |+ [+ |+ |+
Galactosa S T R T I I P I A I
Glucosa + [+ [+ |+ |+ [+ [+ [+ [+ [+ |+ |+ [+
Inositol + |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Manitol + [+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Rafinosa + |+ (- |- |+ |+ |+ |+ |+ |+ |- |+ |+
Ramnosa - 1-1-T-1T-1T-1T-1T-T-T1T - _ _ .
Sacarosa B E I S I R I - . p

Salicin - -] -1-1-1-1-1-71- - - -
Xilosa - -] - -1 -1-1-1-1- - _ -




4.4 Caracterizacién morfologica

Para evaluar el tipo de crecimiento, produccién de pigmentos color del micelio aéreo,
morfologfa de la cadena de esporas y tipo de superficie de la espora (Tresner et al.,1961), las
cepas de estreptomicetos purificadas se sembraron en los siguientes medios de cultivo Agar
extracto de levadura-extracto de malta (ISP 2), agar avena (ISP 3) agar almidén-sales de
inorganicas (ISP 4), agar glicerol-asparagina (ISP 5), agar peptona-extracto de levadura
(ISP6), agar tirosina (ISP 7) y agar nitrato (ISP 8), incubandose 30°C durante 14 dias. Los
resultados se muestran en {a tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas morfolégicas y crecimiento de estreptomicetos

CEPAS AISLADAS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Color Beo |G Beo [Beo | G G G G G |[Beo | G G |Beo
micelio
Superficiede [Sm |[Sm |[Sm |[Sm (Sm (Sm |Sm (Sm (Sm (Sm [Sm ([H Sm
espora
Cadena de S S Rf Rf Rf S Rf S Rf | Rf S Rf | Rf
esporas
Melanina - - - - - - - - - - - - -
Crecimiento + + + + + + + + + + + + +
en ISP 2
Crecimiento + + + + + + + + + + + + +
en ISP 3
Crecimiento + + - - + + + + + + + + +
en ISP 4
Crecimiento - + - - + - + - n N F T N
en ISP 5
Crecimiento + + + + + + + + + + + + +
en ISP 6
Crecimiento + + + + + + + + + + + + +
en ISP 7
Crecimiento + + + + + + + + + + + + +
en ISP 8

Bco= blanco;G=gris; Sm=lisa; H= con vellosidades; S=espiral; Rf=rectoflexuoso




Las formas de crecimiento de la cadena de esporas, asi como el tipo de superficie de la
esporas, que en solo en una cepa fue espinosa y en el resto de las cepas se encontrd que el
tipo de superficies de esporas fue liso., se observan estos casos en las imégenes que se
anexan, tomadas con microscopia electrénica de barrido (10000x) en el laboratorio de

Microscopia Electrénica de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-UNAM. (barra=
Imicra)

Cepa 5. Streptomyces platensis

Cepa 6. Streptomyces catenulae
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(Fotos: Rodolfo Robles Gémez)

Cepa 7. Streptomyces sp. Cepa 8. Streptomyces erumpus

Cepa 9. Streptomyces sp. Cepa 0. Streptomyces vendargus

Cepa 1. Streptomyces lividans Cepa 12. Streptomyces sp.

(Fotos: Rodolfo Robles Gémez)



21

De acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto a pruebas bioqufmicas, utilizacién de
azucares, produccién de pigmento, color del micelio, formas y tipos de crecimiento en
medios ISP, asi como el tipo de superficie de la esporas, se lograron identificar a nivel de
especie 9 cepas de un total de 13 cepas aisladas, las 4 restantes s6lo se logré su
identificacién a nivel de género.

CEPA 1. Streptomyces rimosus CEPA 8. Streptomyces eumpus
CEPA 2. Streptomyces erumpus CEPA 9. Streptomyces sp.

CEPA 3. Streptomyces sp. CEPA 10. Streptomyces vendargus
CEPA 4. Streptomyces aureocirculatus CEPA 11. Streptomyces lividans
CEPA 5. Streptomyces platensis CEPA 12. Streptomyces sp.

CEPA 6. Streptomyces catenulae CEPA 13. Streptomyces vendargus

CEPA 7. Streptomyces sp.
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4.5 Pruebas de actividad antimicrobiana.
Los resultados de la evaluacion de actividad microbiana contra cepas ATCC de bacterias
patdgenas del cerdo se presentan en la tabla 6

Tabla 6. Prueba de actividad antimicrobiana

CEPAS AISLADAS de Streptomyces

CEPA ATCC 1 2 (3 |4 5 6 [7 [8 J9 [ 1 12 13
S. faecalis 10 * 8 * 8 8 * * * * * 10 *
S. tiphy 14 * [ 8 * * 8 * * * * 10 * *
S. aureus 10 * * 8 * * * * * * * x *
E. coli 10 * * * * 8 8 * 8 * * 8 *
P. multocida * * * * * * * * * * * * *
Tipo A

P. multocida tipo D 8 * * * 10 * * * * * 8 * *
H. parasius 16 * * * * * * * * * * * *
B.Bronchiseptica * * * * * * * * * * * * *
A. pleuropneumoniae * * * * * * x x * * * * *

Halo de inhibicién (mm)  * sin actividad antimicrobiana




23

5. DISCUSION.

Uno de los habitats de preferencia para el desarrollo de las colonias de estreptomicetos, es
el suelo, ahi el 90 % de los actinomicetos que se logran aislar pertenecen al género
Streptomyces (Paul and Clark,1989; Suzuki et al 1994).

Observando los resuftados de las condiciones fisicoquimicas analizadas de las muestras de
suelo de nuestro estudio, podemos establecer , que la capa del suelo de profundidad
intermedia ,-presenta el pH mas cercano a la neutralidad, un contenido de materia organica
alto y una humedad suficiente para permitir que el agua penetren en los espacios porosos de
la propia textura migajon arcillo arenosa y proveer asi las condiciones apropiadas para la
proliferacién del micelio y la consecuente produccion de esporas, estructura bajo la cual los
estreptomicetos pueden existir en el suelo por largos periodos de tiempo (Kutzner,1981;
Goodfellow and Williams,1983).

Mientras que la disponibilidad de nutrientes es uno de los principales factores que
gobiernan la distribucién y actividad de los estreptomicetos del suelo, la temperatura, el
factor pH y el contenido de humedad, asi como el tipo de suelo son otros pardmetros que
tienen una gran influencia, al igual que la temporada y el clima (Williams et al,1972).

De acuerdo al nimero promedio de UFC/g del suelo obtenidas, 4.4 y 5.0 para la
profundidad de 0-5 cm y 5-10 cm del suelo respectivamente, y en concordancia con el pH, la
humedad y el contenido de materia organica para esa profundidades, es razonable deducir la
presencia de estos organismos y es evidente como para la tercera profundidad del suelo (10-
15 cm) el nimero de UFC disminuye drasticamente, aun cuando los indices arriba citados
disminuyen en un pequefio porcentaje, menos del 10%, una razén para ello la encontramos
en que estos organismos son aerobios tal y como lo demostré la prueba bioquimica de
oxidacién y/o fermentacién, en donde se aprecia que todas las cepas aisladas metabolizan el
azlcar en presencia de oxfgeno. A medida que se aumenta la profundidad, la disponibitidad
de oxigeno va disminuyendo tanto por la propia presién del suelo, como por la compactacién
y reduccion de los espacios aéreos existentes entre las particulas del suelo (Hagerdon, 1976).

Por el alto contenido de materia organica, que se observa en la tabla 1, la cual tiene una
variacion cercana al 5 % entre la capa mas superficial y la capa de mayor profundidad,
podriamos haber esperado un conteo de UFC mads equilibrado para las tres capas , pero
relacionado con la humedad y con la disminucion l6gica del oxigeno presente, se puede
inferir la razon por la cual el nimero de UFC es tan inferior en la capa de mayor
profundidad.
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Considerando este punto y tomando en cuenta que los estreptomicetos tienen un papel
preponderante en la degradacion de los acidos himicos (Szegi and Gulyas, 1968), asi como
su condici6n aer6bica y la propia textura del suelo que permite la fijacion de esporas a las
particulas arcillosas (Ruddick and Williams, 1972), se explica el alto valor de UFC en la
capa intermedia de las muestras de suelo analizadas, lo que coincide con la propia
composicion fisica del suelo que refiere Gonzalez et al (1999), y que también reporta alto
contenido de estreptomicetos en los suelos en donde predomina la arcilla como componente
principal.

Otro factor determinante en la distribucion de los estreptomicetos es el pH, en este estudio,
el numero de UFC mas alto, 5.0, se obtuvo en la capa intermedia del suelo, en donde el
valor del pH tiende a la neutralidad y el menor conteo de UFC se presenta una vez mas en la
capa mas profunda donde el valor de pH es ligeramente 4cido, lo que nos demuestra que por
lo menos las cepas de estreptomicetos aisladas de estos suelos , son preferentemente
neutr6filas, Corke and Chase (1964), indican que efectivamente existe una disminucién de
cepas aisladas a medida que el pH disminuye de neutro hacia valores 4cidos. Tambien
existen reportes de que la actividad antibacterial de los metabolitos secundarios es
influenciada por el pH ( Lee & Hwang, 2002)

Hagerdorn (1976), presenta una efectiva disminucion de las UFC aisladas a medida que el
valor de pH cambia de neutro a 4cido y también disminuye con la profundidad, es
importante destacar que uno de los suelos de la zona de estudio ,con las que el trabajo,
pertenece a la llamada serie Dayton, formado por depésitos aluviales por el cual se
caracteriza por un pH promedio de 6.8, un contenido de materia orgdnica de 6.0 y un
porcentaje de arcillas de 22.7 en lo que se refiere al horizonte A o capa superficial y
expuesta del suelo. Lo anterior es muy concordante con el tipo de suelo estudiado en este
trabajo, el cual también esta formado por depositos aluviales arcillosos con contenido de
materia organica entre el 5 y 6 % y pH con tendencia a la neutralidad (Flores et al , 1981) y
con respecto a las UFC aisladas muestra una tendencia muy similar.

El aislamiento de los actinomicetos del resto de la flora bacteriana presentes en la
naturaleza es complicado por su propia caracteristica de lento crecimiento en comparacion a
otras bacterias del suelo por ello se recomienda la adicién de estos antibiéticos que permitan
solamente aislar colonias de estreptomicetos, aunque también pueden inhibir el crecimiento
de otras cepas del mismo género (Hirsch and Christensen,D.L.1983). El uso de antibi6ticos
selectivos para aislar estreptomicetos en presencia de otras bacterias puede resultar menos
efectivo, debido a que el espectro de sensibilidad a menudo se traslapan, pero es
recomendable su utilizaci6n para facilitar el aislamiento, sobre todo cuando su espectro de
sensibilidad es bien conocido (Mayfield et al.,1972; Vickers et al., 1984).

Aunque la selectividad de los procedimientos de aislamiento puede ser influenciada por el
propio pretratamiento de las muestras, la seleccién de los medios de aislamiento, asi como el
uso de inhibidores selectivos en el medio, definitivamente tienen un vital relevancia para
lograr los primoaislamientos ( Williams,S.T. e al., 1988), ya que la competencia con hongos
y otro microorganismos es inhibida por esa incorporacién de agentes antifungicos y
antibidticos en los medios; los estreptomicetos son generalmente insensibles a estos
compuestos a concentraciones de 50 meg/ml .
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De los diferentes medios empleados para lograr el aislamiento de los estreptomicetos,
definitivamente dos de ellos no tuvieron la efectividad para lograrlo, me refiero al agar soya
tripticasa y al agar de marca comercial Mycosel ™ (donado por Becton and Dickson) el cual
incluye dos antibidticos tal como la ciclohexamida y el clorafenicol., inclusive el agar
Emerson permitié el crecimiento de estreptomicetos , pero también el de otros
microorganismos. El unico medio que permiti6 aislar Gnicamente a las colonias de
estreptomicetos fue el de agar aimidén caseina (Kutzner, 1964) al cual se le adicionaron
antibi6ticos como la Ciclohexamida (actidiona) y Nistatina 50mcg/ml (Porter et al.,1960) y
Sulfato de polimixina B y 5mcg/m! ** y Penicilina G s6dica Imcg/m| (Williams, [965).

Williams and Davis (1965) reportaron que el uso unico de la actidiona a la concentracién
de 50 mcg/ml en el medio de almidon caseina solo logro inhibir completamente el 22 % de
hongos, parcialmente inhibi6 al 56 % y no inhibi6 el 22% de los hongos; por otra parte al
aplicar solamente la nistatina a la concentracién de 50 mcg/ml en el mismo medio se logro
una inhibicion completa del 69% de la poblacion de hongos en el proceso del aislamiento de
los estreptomicetos, siendo parcialmente inhibida el 22% de los hongos y lograr un 9% de
hongos no inhibidos; pero al combinar la actidiona mas la nistatina a concentraciones de 50
mcg/ml se logro inhibir completamente el 89% de la poblacion fungica e inhibiendo
parcialmente al 16% y con ello lograr la inhibicion total de hongos en el medio de
aislamiento.

En este mismo estudio se utiliz6 el sulfato de polimixina B (5mcg/ml) y la penicilina
sodica ( 1.0 mcg/ml) como agenteas antibacterianos; mucha cepas bacterianas fueron
inhibidas, aunque los resultados no fueron tan marcados como el uso de los agentes
antifungicos ya mencionados. Por lo tanto ahi se planteo el uso de la actidiona y nistatina
en combinaci6n con la polimixina B y la penicilina sédica.

En el medio de agar almidon~caseina se adiciono la ciclohexamida, cominmente conocida
como actidiona, que ha sido ampliamente usada en conjunto con la nistatina en las
concentraciones indicadas de 50mcg/ml, con el fin de inhibir la presencia de agentes
fungicos; aunque algunos otros tal como la pimaricina y el mycostatin (nistatina) son mds
efectivas (Porter et al 1960; Williams and Davies 1965).

El uso de la polimixina B, en concentracion de 5 mcg/ml y de penicilina a razon de
Imcg/ml fue necesaria para inhibir el crecimiento de otros géneros del orden
actinomycetales, estos antibidticos ya habian sido utilizados por Williams and Davis (1965)
obteniendo aislamientos selectivos de estreptomicetos.

Otro punto muy importante a considerar es que tanto el Agar Emerson como el Agar
almidon casefna fueron ajustados pH 7.2 cercanos a la neutralidad, de ahi que muchos
estreptomicetos aislados pudiéramos referirios como neutr6filos (Williams et al., 1971); esto
por si mismo, es otro punto que facilité su aislamiento, ademas de las propias fuentes de
carbono y nitrégeno presentes sobre todo en el segundo medio, entre estas podemos citar al
almidén, la caseina y la fuente de nitrato. Por ello dos de los medios mas usados para el
aislamiento es el de almidon caseina (Kiister and Williams, 1964) y el agar quitina (Hsu and
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concentraciones indicadas de SOmcg/ml, con el fin de inhibir la presencia de agentes
fungicos; aunque algunos otros tal como la pimaricina y el mycostatin (nistatina) son mas
efectivas (Porter et al 1960; Williams and Davies 1965).

El uso de la polimixina B, en concentracién de 5 mcg/ml y de penicilina a razon de
Imcg/ml  fue necesaria para inhibir el crecimiento de otros géneros del orden
actinomycetales, estos antibioticos ya habian sido utilizados por Williams and Davis (1965)
obteniendo aislamientos selectivos de estreptomicetos.

Otro punto muy importante a considerar es que tanto el Agar Emerson como el Agar
almidon caseina fueron ajustados pH 7.2 cercanos a la neutralidad, de ahi que muchos
estreptomicetos aislados pudiéramos referirlos como neutréfilos (Williams er al., 1971); esto
por si mismo, es otro punto que facilité su aislamiento, ademas de las propias fuentes de
carbono y nitrégeno presentes sobre todo en el segundo medio, entre estas podemos citar al
almidon, la caseina y la fuente de nitrato. Por ello dos de los medios mas usados para el
aislamiento es el de almidén caseina (Kiister and Williams, 1964) y el agar quitina (Hsu and
Lockwood,1975).

Desde el punto de vista practico, es conveniente como primer paso realizar un perfecto
aislamiento y obtener cultivos puros para poder realizar el nimero de pruebas bioquimicas
necesarias incluyendo los aspectos morfologicos y bioquimicos y anatémicos que permitan
la identificacion de los organismos objeto de estudio; recomendandose para ello utilizar
cultivos jovenes

De las 13 cepas aisladas de las muestras del suelo se cultivaron y purificaron en el medio
de agar extracto de malta y levadura. A estas muestras se les practicaron las pruebas
bioquimicas indicadas para determinar género.

Como se observa en la tabla 3, todas las especies aisladas son organismos aerobicos con
procesos oxidativos, como lo demuestra el grado positivo para los pardmetros de oxidasa y
O/F y citrato, indicando ademés su dependencia y requerimientos de oxigeno para realizar su
metabolismo. En cuanto a los resultados de las hidrélisis de almidon , caseina y gelatina, se
observa que para las trece cepas aisladas , estos parametros evaluados todos son positivos,
concordando con lo establecido por Shirling er al 1966 y por Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (Holt,J.G, 1977).

Respecto a la utilizacion de aziicares, cuyos resultados se presentan en la tabla 4, y en
donde se evaluaron once diferentes tipos de azucares , observamos que todas las especies
metabolizan a la fructuosa, glucosa, inositol y manitol y que definitivamente , ninguna
especie utiliza a la ramnosa, salicin y xilosa ; estos patrones son utilizados como un criterio
adicional para la clasificacién e identificacion de las especies de estreptomicetos.
(Pridham,1976.).

Estas evaluaciones o pruebas bioquimicas ubicaron a las especies aisladas del suelo, como
pertenecientes a la familia Streptomycetaceae y al género Streptomyces de acuerdo a

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt,J.G, 1977).

En la evaluacién del tipo de crecimiento, produccion de pigmentos y color del micelio



27

aéreo, asi como la morfologia de la cadena de esporas( Shirling et al 1966) y tipo de
superficie de la espora (Tresner et al.,1961), el crecimiento de las trece especies se produjo
de manera positiva en 6 de los medios ISP, anicamente en el medio ISP 5, alrededor del
50% de las especies no crecieron en esas condiciones de nutrientes.

El color del micelio predominante, en las especies aisladas, fue el color gris, presentandose
en 8 de las especies y en las 5 especies restantes, el color del micelio fue el blanco. No se
presento una gran variedad de color.

La superficie de la espora, la cual se observé por microscopia electrénica de barrido, nos
revelo que exceptuando una especie, las doce restantes tuvieron su superficie lisa
(smooth(Sm)) y s6lo en una de ellas se observo la superficie fibrosa (hairy(H)). Flaig et al
(1952) reporta cuatro posibles tipos de superficies de esporas (Smooth, warty, hairy and
spiny) asignandoles un criterio taxonémico, y aunque algunas veces esto puede dificultarse ,
es indispensable utilizar el microscopio electrénico de barrido.

Con respecto a la forma del crecimiento de la cadena de esporas, algunos autores han
distinguido hasta 15 tipos morfoldgicos diferentes (Ettlinger er al ,1958), posteriormente
existe una clasificacion mucho mas simple propuesta por Pridham, Hasseltine and Benedict
(1958), utilizando unicamente tres tipos morfologicos para clasificar a las especies de
estreptomicetos: recto-flexuoso (RF),curvos (RA) y espirales (S). De las trece especies
aisladas , encontramos que 8 especies siguieron un patrén recto-flexible (RF) y las 5
restantes, tuvieron un desarrollo en espiral (S) y ninguna de ellas tuvo crecimiento curvo.

Li W.J. et al (2002), también encuentran que las cepas aisladas de suelos de Beijiang,
provincia China, tuvieron un crecimiento de la cadena de esporas en forma rectoflexible y
ocasionalmente curvas.

Se puede establecer que de acuerdo a los resultados obtenidos en cuanto a su bioquimica,
forma de crecimiento, color del micelio y tipo de superficie de espora, no se presento una
gran diversidad de caracteristicas y por ello el tipo de especies presentes y que se pudieron
aislar, cultivar, clasificar e identificar fue menor para este tipo de suelo de la granja, en
donde las condiciones del mismo son demasiado estables en cuanto a temporalidad y
caracteristicas de uso.

Utilizando los metabolitos producidos por las 13 cepas de estreptomicetos aislados del
suelo de la granja porcicola se evaliio su posible actividad antimicrobiana en contra de cepas

bacterianas ATCC pat6genas del cerdo.

Actinobacillus  pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Haemophilus parasuis,
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Pastereulla multocida tipo A y D, Staphylococcus aureus, Streptococus faecalis, Salmonella
tiphy y Escherichi coli.

En general podemos observar, que en total, de las |13 cepas de estreptomicetos aislados del
suelo de la granja porcicola, inicamente 9 de ellas produjeron metabolitos que presentaron
cierta actividad en contra de cualquiera de los dos grupos de bacterias patégenas del cerdo,
ya sean de afectacion digestiva o respiratoria; mientras que las 4 cepas restantes no
desarrollaron ningiin metabolito con actividad hacia ambos grupos.

En 1999, Gonzalez, et al, reportan que de 800 cepas aisladas de seis diferentes tipos de
suelos, 48 de ellas (6%) produjeron algan tipo de antibidtico y 25 de ellas producian
lincosamidas, 16 producian macrolidos y 6 streptogramina y solo tres cepas produjeron tanto
lincosamida como macrélidos.

Como se observa el porcentaje de cepas productoras de ciertos antibiéticos es muchos mas
alto en unas 10 veces que lo reportado por ellos, sin embargo es conveniente realizar
estudios quimicos que permitan purificar y caracterizar quimicamente a las sustancias
antibidticas que reportamos con cierta actividad.

De estas 9 cepas, el 77 % de ellas presentaron algiin metabolito que desarroll6 un halo de
inhibicién unicamente cuando se enfrentaron a bacterias patégenas del tracto gastrointestinal
y solamente el 23 % presentd actividad en contra de la bacterias que afectan las vias
respiratorias porcinas.

De igual manera es importante resaltar que de las 9 cepas de estreptomicetos aislados e
identificados, el 10 % sintetizd metabolitos que actuaron contra bacterias grampositivas; el
30 % presento actividad unicamente sobre bacterias gramnegativas y el 60% restante
presento actividad contra ambos grupos de bacterias.

De acuerdo a los resultados obtenidos observamos que los metabolitos de la cepas de
estreptomicetos que se aislaron del suelo, muestran una tendencia de cierta actividad
antimicrobiana contra las cepas patogenas del cerdo evaluadas en el presente trabajo;
especialmente la cepa nimero |, identificada taxonémicamente como Streptomyces rimosus
la cual, present6 el mayor porcentaje de actividad en base al halo de inhibicion mostrado,
teniendo una baja actividad en contra de Pastereulla multocida tipo D, una mediana
actividad en contra de Streptococus faecalis, Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli; y
una alta actividad en contra de Salmonella tiphy y Haemophilus parasuis.Este mismo
metabolito no mostré actividad alguna en contra de Pastereulla multocida tipo A, Bordetella
bronchiseptica asi como para Actinobacillis pleuropneumoniae . Lo anterior nos lleva a
inferir que en este caso, la cepa de estreptomiceto, no muestra un patron general de
actividad preferencial en contra de bacterias patogenas ya sean del tracto digestivo o del
tracto respiratorio del cerdo, por el contrario actu6 sobre ambos grupos.

La cepa numero 3, identificada taxonémicamente solo a nivel de género, presento cierta
actividad en contra de Streptococus faecalis y Salmonella tiphy, dos bacterias que afectan el
tracto gastrointestinal del cerdo; la cepa niimero 6, Streptomyces catenulae, present6 un halo
de inhibicion de baja actividad en contra de tres bacterias que tipicamente afectan los
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conductos gastrointestinales, Streptococus faecalis y Salmonella tiphy 'y Escherichia coli,
por otra parte la cepa numero 12, identificada solo a nivel de género , presento actividad solo
contra Streptococus faecalis y Escherichia coli. El resto de las 5 cepas restantes mostraron
algun halo de inhibicién solamente contra bacterias patégenas del tracto digestivo y dos de
ellas incluso tuvieron actividad en contra de Pastereulla multocida tipo D.

De los resultados de esta evaluaciébn podemos inferir, que el hecho de que los
estreptomicetos que se aislaron del suelo de esta granja porcicola convencional, produzcan ,
a nivel de laboratorio, ciertos metabolitos que afectan in vitro a bacterias patdgenas del
cerdo nos lleva a pensar en que es necesario realizar mds investigaciones tanto a nivel
microbiolégico como bioquimico y terapéutico con estos metabolitos, y tratar de desarrollar
alguna alternativa antimicrobiana disponible para participar de alguna manera en el ambito
porcicola, que actualmente ha intensificado el uso de antibidticos indiscriminadamente
provocando con ello un alto indice de resistencia por parte de los agentes patdgenos.
Asimismo se deben estudiar otras lineas que permitan comprender y englobar el intrincado
panorama de las relaciones que se establecen entre el ambiente fisico y biolégico de la
granja, el manejo alimenticio y de sanidad por parte del productor y por ende de las
cualidades de los propios animales.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo al desarrollo general de la presente investigacion y a los resultados obtenidos,
podemos concluir :

- Respecto a las condiciones del suelo todos los estreptomicetos aislados se ubicaron
en muestras de suelo con alto contenido de materia organica, un pH muy cercano a la
neutralidad y una textura del suelo conocida como migaron arcillo-arenosa.

- En cuanto a lo medios de aislamiento., el medio que resulto mas adecuado para este
proceso de aislamiento de los estreptomicetos del suelo, fue el de agar almidén
caseina adicionado con ciclohexamida y nistatina, asi como sulfato de polimixina B y
penicilina sodica.

- Se logro aislar 13 cepas de estreptomicetos de las muestras del suelo de una granja
porcicola de explotacién convecional.

- Se identificando taxondémicamente en base a pruebas bioquimicas, formas de
crecimiento y tipo de superficie de espora a las trece cepa aisladas, 9 de ella a nivel
de especie y 4 solamente a nivel de género.

- De las cepas aisladas e identificadas , nueve de ellas presentaron alguna actividad
antimicrobiana en base al halo de inhibicion desarrollado contra bacterias patgenas
del cerdo ya sea del tracto gastrointestinal y/o respiratorio.

- Una cepa identificada como Streptomyces rimosus tuvo actividad antimicrobiana
contra 4 bacterias patégenas que colonizan el conducto gastrointestinal del cerdo y en
contra de 2 bacterias que se desarrollan en las vias respiratorias; incluso contra
Haemophilus parasuis, presento el mayor halo de inhibicion de las cepas evaluadas.

- Las nueve cepas de estreptomicetos que sintetizaron alguna sustancia afectaron en
menor grado a bacterias grampositivas, en un gran porcentaje afectaron tanto a
bacterias gramnegativas como grampositivas y tambien en un menor grado solo a
bacterias gramnegativas, es decir el mayor numero de cepas actuaron en mayor
grado o actividad contra ambos tipos de bacterias.
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