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RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se ha convertido en uno de los
principales problemas de salud publica del siglo XXI que amenaza la prevencion y
el tratamiento efectivo de una gama cada vez mayor de infecciones causadas por
bacterias, parasitos, virus y hongos que ya no son susceptibles a los
medicamentos comunes usados para tratarlos. El problema es especialmente
urgente con respecto a la resistencia a los antibioticos en las bacterias.

(Prestinaci, Pezzotti y Pantosti, 2015)

Algunas de las estrategias que se estan explorando para combatir la resistencia
incluyen: modificar antibiéticos viejos en clases completamente nuevas, combinar
antibioticos, suplementar antibiéticos con adyuvantes, el desarrollo de anticuerpos
contra factores de virulencia, probioticos, vacunas y la busqueda de nuevos

antibiéticos en la naturaleza.

Alrededor del 75% de los antibiéticos conocidos son producidos por actinomicetos
y en su mayoria son producidos por un solo género, Streptomyces. Sin embargo,
las bacterias no filamentosas también tienen el potencial de desempefiar un buen
papel en la lucha contra RAM, como las especies de Bacillus, que pueden producir
mas de 60 antibitticos. (Martens et al., 2017)

Los microorganismos que producen casi todos los antibiéticos actualmente
utilizados habitan el suelo. Un material de gran utilidad para el suelo, es la
composta, una mezcla de residuos organicos descompuestos por
microorganismos, que proporciona los nutrientes necesarios para el crecimiento

de las plantas.

Durante la descomposicion de los residuos organicos, los microorganismos
podrian afectarse negativamente entre si y producir sustancias antimicrobianas

gue les brinde una ventaja adaptativa frente a otros microorganismos.

En este estudio se aislaron bacterias de muestras ambientales de tierra y se
determindé si eran capaces de producir sustancias antimicrobianas sin las

condiciones del proceso de compostaje. Una vez obtenidos los cultivos puros, las
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cepas se crecieron en matraces con caldo Luria del cual se eliminé las células y a

partir del sobrenadante del medio de cultivo se precipitaron las proteinas.

Se realiz6 el aislamiento de bacterias provenientes de cuatro compostajes y se
obtuvieron los sobrenadantes utilizando el mismo procedimiento. La produccion de
sustancias antimicrobianas en las muestras ambientales de tierra y del compostaje
se determind con el método de difusién en agar ante bacterias Gram positivas y

Gram negativas.

Los resultados mostraron que, de 94 aislados, 14 cepas del compostaje
produjeron sobrenadantes que inhibieron el crecimiento de las cepas sensibles
como Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Salmonella enterica Typhi ATCC
19430. La inhibicibn de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 sélo ocurrio al

crecer las cepas en caldo Luria con detergente.

Posteriormente, se comprobd la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes
frente a cepas multirresistentes a antibiéticos (Anexo I). Se seleccionaron aquellos
sobrenadantes que produjeron mayor inhibicién y se purificaron parcialmente.

Finalmente, se realiz6 un gel SDS-Page que revel6 el peso molecular aproximado
de los péptidos que posiblemente fueron los responsables de la actividad

antimicrobiana.



INDICE

I [ o Yo [T o7 ' 8
L070] 191 0 o] - T PP 8
L0700 0T 701 =] = PP 8

TIPOS A& COMPOSTA .. .ttt e e aaas 9
Materiales utilizados para compostaje..........coooviiiiiiiiiiii e, 9
Fases del COMPOSTAJE....... ..o 12
Microorganismos en el COMPOSTAJE.........cueuiieiiiriii e 13
ANtIMICIODIANOS. ... e 15
ANIDIOHICOS . .. 15
Péptidos antimiCrobDIaN0S. .. ... ... 17
BaACTEIIOCINGS. ... 18
Resistencia antimicrobiana... ... 20

P © 1 oY= (Ao T =T o =T | 23
ODbjetivos PartiCUIAres. .......c.oviii i 23

G T o 1T 0 T0 T (=] PPN 23

Y ] e Yo [ oY | - R 25

Elaboracion de los compostajes y estudio microbioldgico de las cepas obtenidas del
O] T07 1= o PP PP 25

Deteccion de actividad antimicrobiana en muestras ambientales de tierra y obtenidas del

Lodo] 141 o101 =[P 28
Aislamiento y purificacion de 1as CePaS. ... ..ot 28
Obtencion de sobrenadante libre de Células ... 28
Precipitacion de proteinas en el sobrenadante.....................ooiii 29
Evaluacion de la actividad antimicrobiana.............coooiiiiii i 29
Caracteristicas macroscOpiCas Y MICIOSCOPICAS. ... ..uuerrreentntneneneteteeaeneeneeneaeaeenens 30
Identificacion y conservacién de las cepas productoras de sustancias antimicrobianas.....30
Eficiencia del detergente para liberar la sustancia antimicrobiana..........................c..... 30
Seleccion de cepas MUIIMESISTENTES. ... ...iui e 31
Purificacion parcial de los sobrenadantes Crudos. .........c..ovviiiiiiiiiiii e 31
Evaluacion de la actividad antimicrobiana sobre cepas multirresistentes........................ 32



Cuantificacion de proteinas por el mMétodo de LOWIY........c.vviiiiiiiiiiiie e eeeeans 32

Patrén proteico del sobrenadante de las cepas aisladas productoras de sustancias
ANEMICTODIANAS. ...\ttt 33

Determinacion de la cantidad requerida de sustancia antimicrobiana para producir

iNhIDICION del CreCIMIENTO. ... e it e 33
LT R LT U 1 2= Lo Lo =TT A AN o = 1T =] 1P 34
Deteccion de actividad antimicrobiana de los sobrenadantes producidos por cepas aisladas
de muestras ambientales de terTa. ... ....v.vuuir e 34
Seguimiento microbiano del COMPOSIAJE.........cuiuieieit i 35
ST O o 3 e [T o] 4 TP 59
7. Bibliografia........cciiiiii 60
3= o 67
3= o | 68
3= o | 70



1. INTRODUCCION

Composta

La composta es un material organico que se obtiene como producto de la accion
microbiana controlada sobre residuos organicos, que por acciéon de los
microorganismos durante un proceso llamado compostaje, da origen a un material

de gran utilidad para el suelo. (Torres, 2000)

La composta representa una manera eficiente de reciclar nutrientes y estimular el
crecimiento de las plantas, asi como incorporar nutrientes a los suelos

erosionados. (Cerrato et al., 2007)

Compostaje

Se trata de una técnica mediante la cual se crean las condiciones necesarias para
promover la descomposicion de la materia organica y asegurar la fertilidad del
suelo. Esta técnica esta basada en lo que ocurria en la naturaleza sin ayuda del
ser humano donde la materia organica de las plantas y animales, se mezclan en el

suelo, descomponiéndose y aportando sus nutrientes a la tierra. (Pérez, 2008)

Es posible interpretar el compostaje como el sumatorio de procesos metabdlicos
complejos realizados por parte de diferentes microorganismos que aprovechan el
nitrégeno y el carbono presentes para producir su propia biomasa. (Roman et al.,
2013)

La descomposicion biolégica de la materia es realizada por consorcios
microbianos con distintos requerimientos fisioldégicos y tolerancias, consistentes
con el entorno continuamente cambiante a lo largo del proceso. (Antunes et al.,
2016) EIl producto obtenido es la composta, que contribuye a la mejora de las

propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas del suelo. (Sanchez et al., 2017)



Tipos de compostaje

El compostaje aerobio es un proceso exotérmico de degradacion y estabilizacion
biolégica del material organico en presencia de oxigeno, mediante la accion
combinada de una serie de poblaciones de microorganismos asociados a una
sucesion de factores ambientales, se obtienen como principales productos del
metabolismo bioldgico: didéxido de carbono, agua y calor. El proceso provoca la

variacion de temperatura del sistema.

Por otra parte, el compostaje anaerobio o biometanizacion, es la descomposicion
de la fraccion organica en ausencia de oxigeno obteniendo como productos finales
metano, didxido de carbono y numerosos productos organicos de bajo peso
molecular como acidos y alcoholes. La materia organica actia como nutriente de
microorganismos anaerobios que la descomponen y dan como producto final
biogas, compuesto por metano y anhidrido carbénico. EI método anaerobio se

lleva a cabo mediante digestores o fermentadores. (Salazar, 2014)

Materiales utilizados para el compostaje

Para obtener una composta, como ya se indicO, se requiere del suministro de

desechos organicos, que por su origen se clasifican como:

= Domeésticos.

Esta categoria considera materiales residuales de comida (partes de fruta,
verduras, cascara de huevo, entre otros) y/o desechos de origen animal (carne,
piel, sangre, huesos y otros).

»= De jardin.
Incluye los restos de cultivo de huertas, flores muertas, tallos, pastos y hojarascas.
= Subproductos agricolas.

Los mas utilizados son los residuos de cosecha (por ejemplo: arroz, trigo, cebada,
maiz, cafla de azlcar, frijol, girasol, etc.) asi como cascarillas y salvado obtenidos

de la trilla o molienda.



= Desechos de ganado.

Los estiércoles y la orina de todo tipo de animales son excelentes para el

compostaje ya que contienen un alto porcentaje de nutrimentos.

= Forestales.

Los restos de las podas de los arboles, hojas y ramas caidas son fuente
importante de material para la elaboracion de compostas. Estos desechos tienen
grandes cantidades de celulosa y lignina que se descomponen parcialmente en el

compostaje y continlan mineralizandose en el suelo después de aplicados.

» Desechos urbanos y agroindustriales.

Se constituyen de la fraccién biodegradable de la basura, como carton, papel,
residuos finos de comida y fibras naturales, y los residuos que proceden de la
industrializacion de productos tales como hortalizas, cacao, café, arroz, maiz,

trigo, sorgo, maderas y semillas, entre otros.

= Materiales no biodegradables

Debe evitarse el uso de vidrios, metales, alambre, plasticos, caucho, cenizas
frescas, fibras sintéticas o frutos con espinas, ya que pueden causar problemas a

las personas encargadas de su manejo. (Torres, 2000)

Existen diversos sistemas de compostaje: en pilas, en cajas o composteras,
abiertas o cerradas en los que se suministran los desechos organicos. (Roman et
al., 2013)
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Tambo Pila

Imagen 1. Sistemas de compostaje

Para mejorar la composicién quimica y la estructura se pueden adicionar otros

insumos durante el proceso de composteo, entre estos se encuentran:

= Activadores

Son sustancias que estimulan la descomposicion del material organico, contienen
gran cantidad de proteinas y aminoacidos. Los activadores o catalizadores como
el excremento de vaca suministran una fuente de nutricion para acelerar la
reproduccion de microorganismos y por consiguiente la descomposicion de la

materia. (Salazar, 2014)

= |noculantes.

Cultivos de bacterias o medios donde se encuentran microorganismos que
promueven la descomposicién, entre estos se pueden sefialar a las bacterias del

género Azotobacter. (Torres, 2000).

» Enriquecedores

Son fertilizantes comerciales incorporados al proceso, la calidad de los nutrientes

de la composta mejora obteniendo un mejor producto final. (Salazar, 2014)
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Fases del compostaje

Al descomponer la materia organica inicial y utilizar los compuestos de carbono y
nitrégeno los microorganismos liberan energia, que puede medirse a través de las
variaciones de temperatura a lo largo del tiempo. Segun la temperatura generada
durante el proceso, se reconocen tres etapas principales en un compostaje: la fase
mesodfila, termdfila y de enfriamiento, ademas de una etapa de maduracion de

duracion variable. (Roman et al., 2013)
Las diferentes fases del compostaje se dividen segun la temperatura, en:

1. Fase Mesdfila. En esta primera fase, también llamada fase de inicio los
compuestos ricos en energia como los azlcares, proteinas y lipidos presentes en
las materias primas utilizadas para hacer la composta son facilmente degradados
por hongos, actinobacterias y bacterias, que crecen entre 15 °C y 35 °C,
generalmente conocidos como descomponedores primarios, los cuales inducen un
aumento de la temperatura. Esta fase tiene una duracion corta entre 2 y 8 dias.
(Diaz, 2007 y Roman et al., 2013)

2. Fase Termofila o de Higienizacion. Cuando el material alcanza temperaturas
mayores a los 45°C, los microorganismos que se desarrollan a temperaturas
medias (microorganismos mesofilos) son reemplazados por aquellos que crecen a
mayores temperaturas, en su mayoria bacterias (bacterias termofilas), que actian
facilitando la degradacién de fuentes mas complejas de carbono, como la celulosa
y la lignina. Estos microorganismos actian transformando el nitrdgeno en
amoniaco por lo que el pH del medio sube. En especial, a partir de los 60 °C
aparecen las bacterias que producen esporas y actinobacterias, que son las
encargadas de descomponer las ceras, hemicelulosas y otros compuestos de
carbono complejos. Esta fase puede durar desde unos dias hasta meses, segun el
material de inicio, las condiciones climéticas del lugar, pH y temperatura. El
proceso puede durar entre una semana, en sistemas acelerados, y uno o dos

meses en sistemas de fermentacion lenta. (Pérez, 2008)
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Esta fase también recibe el nombre de fase de higienizacion ya que el calor
generado destruye bacterias y contaminantes de origen fecal como Escherichia
coli y Salmonella spp. Igualmente, es importante dado que las temperaturas por
encima de los 55°C eliminan los quistes y huevos de helminto, esporas de hongos
fitopatdgenos y semillas de malezas que pueden encontrarse en el material de

inicio, dando lugar a un producto higienizado. (Roman et al., 2013)

3. Fase de Enfriamiento o Mesdfila Il. Cuando la actividad de los organismos
termdfilos cesa debido al agotamiento de los sustratos, la temperatura comienza a
disminuir. Los organismos mesofilos recolonizan el sustrato, ya sea originario de
esporas, a través de la propagacion de micro nichos o de inoculacion externa.
Esta fase de enfriamiento requiere de varias semanas. (Diaz, 2007 y Roman et al.,
2013)

4. Fase de Maduraciébn. Es un periodo que demora meses a temperatura
ambiente, durante los cuales se producen reacciones secundarias de
condensacion y polimerizacion de compuestos carbonados para la formacién de

acidos humicos y fulvicos. (Roméan et al., 2013)
Microorganismos en el compostaje

Una amplia diversidad de microorganismos conforma las poblaciones mixtas del
proceso de compostaje. Las mas importantes son bacterias, actinomicetos y

hongos filamentosos. (Laich, 2011)

La presencia de los actinomicetos durante el proceso de compostaje es relevante,
debido a su capacidad enziméatica para hidrolizar substancias organicas complejas

como la celulosa y la pectina. (Tiquia, 2002)

Los hongos filamentosos constituyen un grupo muy amplio; pueden estar
implicados durante el proceso de compostaje, participando en la degradacién
aerObica de la materia organica debido a su alta capacidad lignocelulolitica;
Aspergillus fumigatus, termdfilo, ha sido encontrado frecuentemente en

compostas. (Camacho et al., 2008)
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Las bacterias son las mas numerosas en el proceso de compostaje, y constituyen
entre el 80% y el 90% de los microorganismos existente en el compostaje. Se trata
de un grupo de gran diversidad metabdlica, que utilizan un amplio rango de
enzimas que degradan quimicamente una gran variedad de compuestos

organicos. (Laich, 2011)

De acuerdo a la temperatura, los microorganismos psicrofilos, mesoéfilos vy
termdfilos pueden funcionar mejor dentro de intervalos de temperatura especificos.
Los psicréfilos son los primeros en hacer aparicion a temperaturas debajo de 0 °C,
pero son muy activos alrededor de 10 °C y 15 °C, por lo que generan calor

suficiente para crear condiciones éptimas para los mesdfilos.

Los microorganismos mesdfilos que crecen entre 15 °C y 45 °C, presentan su
desarrollo 6ptimo entre los 20 °C y 40 °C, entre ellos se encuentran los géneros:
Pseudomonas, Bacillus, Thiobacillus, Enterobacter, Streptomyces, levaduras,
mohos y bacterias celuloliticas. A mayores temperaturas, la poblacion inicial es
desplazada por miembros de género Bacillus y actinomicetos. En la Tabla 1, se
muestran los géneros identificados durante el proceso. (Bueno, 2007; Haug, 1993;
y Moreno, 2008)

En las condiciones propias del compostaje, los microorganismos podrian afectarse
negativamente entre si a través de la competencia por nutrientes, oxigeno o

espacio, mediante la excrecidén de productos metabdlicos inhibidores.

Tabla 1. Principales géneros de microorganismos identificados en muestras ambientales

obtenidas durante el proceso de compostaje de residuos sdlidos

Bacterias Hongos Actinomicetos
Acinetobacter Acremonium Actinomyces
Enterobacter Alternaria Nocardia

Escherichia coli ~ Aspergillus flavus ~ Thermoactinomyces
Klebsiella Aspergillus fumigatus Thermomonospora

Pseudomonas Cladosporium
Salmonella Fusarium
Serratia Geotrichum
Shigella Mucor
Staphylococcus Penicillium
Streptococcus Rhizopus
Yersinia Stachybotrys
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Antimicrobianos

Los antimicrobianos se refieren a un grupo de agentes que comparten el objetivo
comun de reducir la posibilidad de infeccion y sepsis. La idea del uso de quimicos
para aliviar enfermedades, particularmente enfermedades infecciosas, se remonta
al Antiguo Egipto, Babilonia, el Lejano Oriente y los Incas. Estos primeros
ejemplos de remedios incluyen la aplicacién de hongos en cortadas y heridas
abiertas, comer rabanos, poros, ajos y cebollas que ahora se sabe que son

antibacterianos. (Kong et al., 2010)

El primer agente antimicrobiano, el Salvarséan, fue sintetizado por Ehrlich en 1910
para tratar la sifilis y en 1935, Domagk desarroll6 las sulfonamidas. Ambos
compuestos sintéticos presentaron un amplio rango de limitaciones en términos de

seguridad y eficacia. (Dehghan Esmatabadi et al., 2017)

Desde entonces, se han incorporado a la practica clinica decenas de familias de
antimicrobianos, con actividad frente a bacterias, hongos, parasitos y virus. (Calvo
y Martinez-Martinez, 2009)

Antibidticos

Los antibiéticos son sustancias antimicrobianas que constituyen un grupo
heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento farmacocinético y
farmacodinamico, ejercen una accion especifica sobre alguna estructura o funciéon
del microorganismo, tienen elevada potencia bioldégica actuando a bajas
concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una minima toxicidad para las

células de nuestro organismo. (Pirez y Mota, 2006)

En 1928, Fleming descubrié que los hongos del género Penicillium, producian
sustancias que podrian inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus en el
medio de cultivo. EI compuesto se llamé penicilina y entré en uso clinico en la

década de 1940. En la misma década se descubrio la estreptomicina, un
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antibiotico aminoglucésido y, posteriormente el cloramfenicol, las tetraciclinas, los
macrolidos y glicopéptidos, por ejemplo, la vancomicina, a partir de

microorganismos aislados del suelo. (Dehghan Esmatabadi et al., 2017)

Estos descubrimientos fueron revolucionarios e impulsaron la época dorada de los
antibiéticos (Tabla 2).

Podemos clasificar a los antibioticos segun su mecanismo de accion. Algunos
actian sobre la membrana citopldsmica, otros intervienen en la sintesis de la
pared celular, otros a nivel de la sintesis de proteinas, unos mas sobre la
replicacion celular, otros a nivel de la sintesis de transcripcion y traduccion de

ADN, asi como otros actian como antagonistas metabolicos. (Romero, 2007)

Tabla 2. Clasificacién quimica de los antibiéticos descubiertos en la época dorada
(Modificado de Brown y Wright, 2016)

Clasificacién quimica  Mecanismo de accién Modo de accidn Ejemplos
Sulfonamidas* 1935 Sintesis del folato Bacteriostatico Sulfanilamida
Penicilina,

Sintesis de pared

Beta-lactdmicos 1928 Bactericida Cefalosporinas y
celular
Cabapenems.
Espectinomicina,
Aminoglucosidos 1943 Sintesis de proteinas Bactericida Kanamicina y
Neomicina.
Tetraciclinas 1944 Sintesis de proteinas Bacteriostatico Tetr.'clclzlc.lma y
Doxiciclina.
Cloranfenicoles 1947 Sintesis de proteinas Bacteriostatico Cloranfenicol
Macrélidos 1952 Sintesis de proteinas Bacteriostatico Eritromicina y

Claritromicina

Sintesis de pared Vancomicina y

Glucopéptidos 1953 celular Bactericida Teicoplanina
Oxazolidinonas* 1956 Sintesis de proteinas Bacteriostatico Linezolida
Ansamicinas 1957 Sintesis ARN Bactericida Rifamicina
Quinolonas 1962 Sintesis ADN Bactericida Ciprofloxacina
Estreptograminas 1963  Sintesis de proteinas Bactericida Pristinamicina

*Sintesis quimica
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En este contexto es importante conocer la aplicacion de los términos
bacteriostatico y bactericida que indican la accion de determinados agentes

quimicos.
= Bacteriostatico.

Este término significa que detiene el metabolismo bacteriano o sea que inhibe o
impide el crecimiento de las bacterias, pero estas permanecen viables; es decir, si
quitamos el bacteriostéatico, lo diluimos o neutralizamos, las bacterias volveran a
desarrollarse. Algunos antibioticos tienen este efecto; por lo tanto, actian
inhibiendo a las bacterias, dandole oportunidad al sistema de defensa del

hospedero para que las elimine. (Hernandez-Chavarria, 2002)

=  Bactericida.

Se entiende por bactericida aquel que destruye los microorganismos dentro de un
huésped. (Romero, 2007) En general, son bactericidas los antimicrobianos que
actuan inhibiendo la sintesis de la pared, alterando la membrana citoplasmica o
interfiriendo con algunos aspectos del metabolismo del ADN. (Calvo y Martinez-
Martinez, 2009)

Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos son otro tipo de sustancias antimicrobianas,
constituyen una parte importante de la respuesta inmune innata de la mayoria de
los organismos vivos contra patdgenos potenciales, exhiben una actividad
antimicrobiana directa, una funcion mediadora y representa la defensa inicial del

sistema del huésped. (Kang, et al. 2017)

El descubrimiento de los péptidos antimicrobianos comenzé en 1939 cuando
Dubos, extrajo un agente antimicrobiano de una cepa de Bacillus proveniente del
suelo. Posteriormente, se demostré que el sobrenadante protegia a los ratones de
la infeccion por neumococos y al fraccionarlo se identific6 como Gramicidina.
(Bahar y Ren, 2013)
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Debido a la limitada cantidad de antibioticos disponibles, las similitudes en su
espectro de actividad, asi como en el modo de accidn, la investigacion clinica y no
clinica ahora esta invirtiendo en la identificacion de terapias antiinfecciosas nuevas
y no convencionales. Curiosamente, los péptidos antimicrobianos (PAM) han
captado rapidamente la atencion como nuevos agentes terapéuticos emergentes.
(Mahlapuu et al., 2016)

Los péptidos antimicrobianos son moléculas de bajo peso constituidas por 10-100
aminoacidos, especialmente residuos de arginina, lo que hace que en su mayoria

estén cargados positivamente. (Gonzalez et al., 2017)

Las caracteristicas mencionadas son esenciales para la actividad de los péptidos
antimicrobianos, los cuales tienen una carga neta positiva que permite la atraccion
electrostatica hacia la carga negativa de las membranas y la formacion de poros,
siendo relativamente inactivos contra la carga neutra de las membranas celulares

de mamiferos. (Kang et al., 2017)

Muchos de estos péptidos tienen un amplio espectro de accion en contra de
bacterias, hongos, parasitos y virus envueltos, haciéndolos candidatos para una
nueva clase de antimicrobiano, asi como un complemento de la terapia con los
antibioticos convencionales, pues tienen sinergismo con estos. (Castafieda et al.,
2009 y Gonzélez et al., 2017)

Bacteriocinas

Las bacterias también producen una amplia variedad de PAM para limitar el
crecimiento de otros microorganismos, y a diferencia de otros antimicrobianos
estos no son producidos por accién enzimatica como la penicilina. (Mahlapuu et
al., 2016)

Las bacteriocinas son péptidos biolégicamente activos producidos por bacterias
que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de otros miembros de la misma

especie productora o miembros de distintos géneros bacterianos y se ha
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observado que algunas de estas moléculas poseen mayor actividad que los

péptidos antimicrobianos producidos por los eucariontes. (Lopez et al., 2008)

Estos péptidos presentan una serie de propiedades bioquimicas comunes, como
lo son la sensibilidad a la accion de enzimas proteoliticas, ya que todas las
bacteriocinas se inactivan por una o mas enzimas proteoliticas, incluyendo
aguellas de origen pancreatico (tripsina y a quimotripsina), y algunas de origen
gastrico (pepsina); su termorresistencia, es una caracteristica que parece estar
relacionada con su estructura molecular, normalmente compuesta por péptidos
pequefios que no presentan estructura terciaria. No obstante, otras bacteriocinas,
en su mayor parte producidas por lactobacilos, son termolabiles; las mismas
poseen un mayor peso molecular y probablemente una estructura molecular mas
compleja. Por ultimo, estos péptidos son generalmente estables a pH acido o
neutro y son activos en un amplio rango de pH entre 3.0 y 9.0 e inclusive se ha
descrito tolerancia a valores de pH extremos, entre 1.0y 2.0 y entre 11.0 y 12.0.

(Tonarelli y Simonetta, 2014)

Las bacteriocinas tienen un potente efecto antagdnico contra patégenos clinicos
importantes y se usan ampliamente como agentes antimicrobianos potenciales

como conservadores de alimentos. (Ashokkumar et al., 2011)

Entre las bacteriocinas mas representativas, se encuentra la nisina, un péptido de
34 aminoacidos y de bajo peso molecular (inferior a 5 kDa) producido por
Lactococcus lactis. Es utilizada como conservador de alimentos y la Unica
reconocida por la FDA con la categoria GRAS (Generally Recognized As Safe).
No requiere de un receptor unido a la membrana ya que reconoce la composicion

fosfolipidica de la célula. (Dolz, 2008)

El potencial antimicrobiano de las bacteriocinas es utlizado en la agricultura,
terapias y la conservacion de alimentos. En la actualidad, se ha comercializado
una pelicula de plastico con base de soya que contiene nisina y acido laurico para

controlar el crecimiento de las esporas de Listeria. (Ahmad et al., 2017)
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Uno de los enfoques mas prometedores en el control de la mastitis es el uso de
péptidos antimicrobianos. Wipe Out® es un medicamento profilactico que
incorpora la nisina en una toallita himeda para la preparacién de la ubre de la
vaca antes del ordefio y Mast Out® es una suspensién con nisina para el
tratamiento de la mastitis en vacas que ha sido presentado recientemente para su
aprobacion por la FDA. (Dorit et al, 2016 y Ahmad et al., 2017)

Estos péptidos poseen mecanismos de accion diferentes a los antibidticos
convencionales con espectros de accién reducidos o amplios, lo cual ofrece la
posibilidad de utilizarlos en la inhibicién del crecimiento de bacterias patdogenas de
humanos y animales, incluyendo aquellas bacterias resistentes a los antibiéticos

convencionales. (Lopez et al., 2008)

Resistencia antimicrobiana

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) ha surgido como uno de los
principales problemas de salud publica del siglo XXI que amenaza la prevencion y
el tratamiento efectivo de una gama cada vez mayor de infecciones causadas por
bacterias, parasitos, virus y hongos que ya no son susceptibles a los
medicamentos comunes usados para tratarlos. El problema de la RAM es
especialmente urgente en relacién con la resistencia a los antibidticos en las

bacterias. (Prestinaci, Pezzotti y Pantosti, 2015)

La resistencia adquirida es el resultado de la alteracion de la fisiologia y la
estructura de las células a causa de cambios en la composicién genética habitual
de un microorganismo. Los mecanismos de resistencia adquirida estan codificados
en forma genética, los métodos de adquisicion son basicamente los mismos que

permiten el intercambio de genes. Por lo tanto, puede adquirirse por:

= Mutaciones genéticas exitosas.
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= Adquisicién de genes de otros microorganismos por medio de mecanismos de
transferencia genética: conjugacion, transformacion y transduccion. (Forbes et
al., 2009)

El uso excesivo de antibidticos impulsa claramente la evolucidon de la resistencia.
En muchos paises, los antibiéticos no estdn regulados y estan disponibles sin
receta médica. Esta falta de regulacion da como resultado, antibiéticos de facil
acceso, abundantes y baratos. La capacidad de comprar dichos productos en

linea también los hizo accesibles en paises donde los antibiéticos estan regulados.

La resistencia se ve reforzada por el uso de antibiéticos para promover el
crecimiento animal y prevenir enfermedades en fébricas y granjas saturadas.
Alrededor de 30 antibioticos diferentes se han utilizado en alimentos y agua para
animales. En la actualidad, méas del 50% de los antibioticos fabricados se utilizan
para evitar enfermedades en animales para consumo humano y promover el

crecimiento animal. (Martens et al., 2017)

Las nuevas estrategias que se estan explorando para combatir la resistencia
incluyen: modificar antibiéticos viejos en clases completamente nuevas, combinar
antibioticos, suplementar antibiéticos con adyuvantes y buscar nuevos antibiéticos

en la naturaleza. (Martens et al., 2017)

El desarrollo de nuevos antibidticos por parte de la industria farmacéutica, habia
sido una estrategia eficaz para combatir bacterias resistentes en el pasado. En los
altimos afios, de las 18 compafiias farmacéuticas mas grandes, 15 abandonaron

el campo de la investigacion en nuevos antibiéticos. (Ventola, 2015)

Las razones aducidas por la industria para explicar su desinterés en el desarrollo
de nuevos antibidticos son de naturaleza estrictamente econdmica, y la principal

entre ellas es la baja rentabilidad de la inversién en este campo. (Moncayo, 2014)

El desarrollo de antibiéticos ya no se considera una inversion econémicamente

acertada para la industria farmacéutica. Debido a que los antibiticos se usan
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durante periodos relativamente cortos, no son tan rentables como los
medicamentos para tratar enfermedades cronicas, como la diabetes, los trastornos

psiquiatricos, asma, o reflujo gastroesofagico. (Martens et al., 2017)
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2. OBJETIVO GENERAL

Determinar la produccion de sustancias antimicrobianas en cepas

presentes durante el proceso de compostaje.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Aislamiento de cepas presentes en el proceso de compostaje.

= Evaluar la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes producidos

por las cepas aisladas de los compostajes sobre cepas indicadoras.

» |dentificacion de las cepas aisladas que demuestren tener actividad.

» Purificacion parcial de los sobrenadantes con actividad

antimicrobiana y su evaluacion en cepas multirresistentes.

= Determinar si los sobrenadantes obtenidos tienen sustancias

antimicrobianas de naturaleza proteica.

3. HIPOTESIS

Si existen microorganismos que durante el compostaje se afectan entre si,
entonces habra bacterias productoras de sustancias antimicrobianas
capaces de inhibir el crecimiento de las bacterias indicadoras y

multirresistentes.
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4. METODOLOGIA

Diagrama de flujo

== =
- - -
===
— =
- =




METODOLOGIA

Elaboracion de los compostajes y estudio microbiolégico de las cepas

obtenidas del proceso.

Para el composteo casero se utilizé un bote de plastico en disposicion vertical con
tapa no hermética, se realizaron orificios alrededor y en la base del contenedor
con una broca de 3/16” (para permitir el flujo de aire), ademas de una abertura
lateral para los muestreos. De acuerdo a Cogger et. al 1999, el sistema de bote
ayuda a impedir la entrada de insectos y animales indeseados, en este se colocan
los componentes (suelo, estiércol, residuos y agua) y se tapa el contenedor en
espera de que se realice la descomposicidon de los residuos. En total se
prepararon 4 compostajes, en ninguno se agregé estiércol y la composicion de

cada uno de los compostajes se describe detalladamente a continuacion.

Para la elaboracién de los compostajes se utiliz6 una de las muchas formas de
preparar la mezcla a compostar. La distribucion de los materiales organicos se
realiz en capas, intercambiando el material rico en carbono (hojas secas) y el rico
en nitrdgeno (material verde) con el fin de conseguir una adecuada relacion entre

el carbono y el nitrégeno, temperatura y humedad. (Roman et al., 2013)

Se aplicaron capas de tierra de no mas de una pulgada para asegurar la
inoculaciéon de microorganismos involucrados en la descomposicion y reducir la
lixiviacion de nutrientes minerales, como el potasio, liberados durante la
descomposicion. Esos microorganismos que ya estdn en el suelo y en los
materiales organicos son muy eficientes en la descomposicién de los desechos

por lo que no es necesario agregar un inodculo comercial. (Wayne et al, 2015)

En el compostaje | se agreg6 dentro del bote una capa delgada de 100 g de tierra
de invernadero (que fue estudiada previamente y en la que no se detectaron
cepas productoras de sustancias antimicrobianas), 50 g hojas secas en el fondo
del contenedor, seguido de una capa gruesa (10 cm de alto) de residuos organicos

compuestos por las cascaras de papa, zanahoria, hojas de elote, apio, alfalfa,
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hierbabuena y cascara de chicharos. Las capas se humedecieron con un volumen
total de 250 mL de agua en rocio y se continu6é poniendo capas alternas.
(Arredondo, 2014 y Wayne et al, 2015)

Para el compostaje Il, se utilizé otro contenedor se agregé la capa delgada de
tierra y en seguida la capa gruesa de residuos organicos de hojas secas de arbol
de guayaba y de nispero, restos de nopal, cascaras de papa, manzana y jicama.
De la misma forma se humedecié cada seccion mientras se estratificaban las

capas.

En el tercer compostaje, se agrego la tierra, y los residuos organicos de hojas y
flores secas, cascara de zanahoria, chayote y jicama, de la misma manera que en

los anteriores y se denomin6é compostaje .

El compostaje IV se prepar6 agregando tierra y residuos de cebolla, hojas secas,
papa y cascara de huevo. En la tabla 3 se resumen los residuos organicos que se

utilizaron para el proceso de compostaje.

Los diferentes compostajes se mantuvieron en el laboratorio en una zona
sombreada, a una temperatura alrededor de 25-28 °C y se colocaron en posicion
vertical sobre pequefios bloques de madera evitando tapar los orificios de la base

del contenedor y asi permitir la circulacién del aire en el fondo.

Tabla 3. Residuos organicos utilizado en los compostajes elaborados en el laboratorio

Compostaje Materia orgénica

I Hojas secas, cascaras de papa, zanahoria, hojas de elote,

apio, alfalfa, hierbabuena y cascara de chicharos.

Il Hojas secas de arbol de guayaba y de nispero, cascaras de

papa, manzana y jicama, restos de nopal.
1l Hojas y flores secas, cascara de zanahoria, chayote y jicama.

v Hojas secas, cebolla, cascara de huevo y papa
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Después de la elaboracién de cada compostaje, se dejo reposar durante 30 dias
tratando de mantener la temperatura y humedad. A partir del dia 48 se realizo el
primer muestreo que consistié en tomar muestras a lo largo de cada una de las
tres zonas de los compostajes. En la Imagen 2 se muestra la distribucién de los

materiales y las 3 zonas que corresponden a la parte superior, media e inferior.

Después del primer muestreo se realiz6 un segundo el dia 55, y se continud
muestreando a 62, 76, 90 y 104 dias de la misma forma que se describié
anteriormente. A partir de estos se realizaron los estudios microbiologicos de las
diferentes muestras obtenidas del compostaje y de cada una se trataron 1 g en 3

mL de solucion salina estéril.

Tierra

Hojas secas
Superior
Materia organica

Hojas secas

Tierra
Media

Materia orgénica

Inferior
Hojas secas

Tierra

Imagen 2. Distribucién de los materiales y zonas que constituyen cada muestreo: superior,

media e inferior (Modificado de http://www.keywordbasket.com)
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Deteccion de actividad antimicrobiana en muestras ambientales de tierra y

obtenidas del compostaje.

Se recolectaron diferentes muestras de tierra provenientes del invernadero del
Jardin Botanico, UNAM. Los muestreos se realizaron de la superficie del suelo y

se trasladaron hasta el laboratorio en bolsas de plastico herméticas.

El estudio microbiolégico de la tierra de invernadero inicio al agregar 1 g de tierra
en 9 mL de solucién salina estéril; mientras que, las muestras provenientes del
compostaje se agrego la misma cantidad en 3 mL de solucion salina estéril. Se
mezcld por inversion hasta disolver los agregados y una vez que la muestra
sedimentd, se tomo6 una asada del sobrenadante y se inocul6 en placas de agar

nutritivo, que se incubaron durante 24 h a 37°C.

Después de la incubacion, se aprecié a simple vista la morfologia de los diferentes
grupos microbianos que se desarrollaron, se tomaron aleatoriamente algunas de
las colonias. Posteriormente, se inocularon en 3 mL de caldo Luria incubandose
24 h a 37°C.

Aislamiento y purificaciéon de las cepas

La tinciébn de Gram permitié clasificar a las bacterias y seleccionar el medio de
cultivo. Las muestras con bacilos Gram negativos se sembraron en agar
MacConkey y las cepas Gram positivas en agar sal-manitol, en ambos casos las
placas se incubaron a 37°C durante 24 h. Las muestras con microorganismos
Gram negativos y positivos se sembraron en ambos medios. A través de pases
sucesivos se obtuvieron cultivos puros y se describieron las caracteristicas

macroscopicas y microscoépicas de las colonias aisladas.
Obtencion de sobrenadante libre de células

Las cepas aisladas y puras se resembraron inoculando 150 pL de cada una en 3

mL de caldo Luria y se incubaron a 37°C para obtener un cultivo joven de 24 h.
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Se inocul6 200 pL del cultivo joven en matraces Erlenmeyer con 30 mL de caldo
Luria, se incubaron con agitacion constante de 80 rpm a una temperatura de 37
°C.

Al pasar 6 dias de incubacion, se tomaron alicuotas de 7 mL y se centrifugaron a
12 000 rpm por 5 min para descartar las células. El sobrenadante libre de células

se transfirid a un tubo coénico cuidando no remover el botdn celular.
Precipitacion de proteinas en el sobrenadante

Para la clarificacion del sobrenadante se agregd acetona en una proporcion (1:1),
se mezclé por inversion con el sobrenadante crudo hasta observar el liquido
homogéneo y se almacenaron en congelacion a -18°C durante la noche. Después,
se centrifugaron a 6 000 rpm en una centrifuga clinica, se descarto el

sobrenadante y el botdn fue resuspendido en buffer de fosfatos pH 7.
Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Se activaron en 3 mL de caldo Luria las siguientes cepas indicadoras:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 53916, Salmonella
enterica Typhi ATCC 19430 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Tras 24 h
de incubacién a 37°C se obtuvieron cultivos con una densidad celular de 1x108

células por mililitro.

Empleando el método de difusion en agar en disco Kirby-Bauer se determiné si los
sobrenadantes obtenidos contenian sustancias antimicrobianas. A partir de los
cultivos jévenes de las cepas indicadoras, con ayuda de un aplicador de algodén
estéril se sembré masivamente una densidad celular de 1x108 células por mililitro
en placas de agar Miller-Hinton. Seguidamente, se colocaron discos de papel filtro
estériles impregnados con los sobrenadantes, se presionaron para asegurar
contacto con la superficie del agar y las placas se invirtieron para incubarse a
37°C.
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La lectura de las placas se realiz0 24 h después, tomando en cuenta el area
donde se observo inhibicién y se midi6 el diametro de los halos en milimetros

formados por la difusion de los sobrenadantes.
Caracteristicas macroscopicas y microscépicas

La observacion macroscoépica de las colonias se realizé en agar MacConkey y
agar sal-manitol, se sembraron por cuadrante radial y se incubaron a 37 °C. Al

concluir la incubacion, se describié: tamario, color y borde.

La tincion de Gram permitié confirmar la pureza de los cultivos, identificar la
morfologia de las cepas como células individuales al observar su forma,

agrupacion y afinidad por los colorantes.

Identificaciébn y conservacion de las cepas productoras de sustancias

antimicrobianas.

La identificacion de las cepas Gram negativas se realiz6 a través del sistema de
pruebas bioguimicas API 20E, Biomeérieux. Las cepas Gram positivas se

identificaron a través de pruebas bioquimicas tradicionales.

Para la conservacion de las cepas, se centrifugd 7 mL del medio de cultivo a
12000 rpm y el botén se resuspendi6 en 1 mL de medio de cultivo Luria con
glicerol al 25% y se almacenaron en congelacién. Al reactivar las cepas, se evalu6
una vez mas la actividad antimicrobiana utilizando la metodologia de Kirby-Bauer.

Eficiencia del detergente para liberar la sustancia antimicrobiana

A partir de los cultivos jovenes de 24 h se inoculé 200 pL de cada cepa productora
de sustancias antimicrobianas en matraces Erlenmeyer con 20 mL de caldo Luria

y se incubaron con agitacién constante de 80 rpm a una temperatura de 37 °C.

Transcurridos 4 dias se agregé digitonina al 1% y 24 h después se tomd una
alicuota de 7 mL del medio de crecimiento, se centrifugaron a 12000 rpm por 5
min para descartar las células. Los sobrenadantes se concentraron con acetona

en una proporcion (1:1) para evaluar la actividad antimicrobiana.
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Seleccidn de cepas multirresistentes

Se utilizaron 5 cepas multiresistentes provenientes de pie diabético. Estas cepas
pertenecen al cepario del laboratorio y ya habian sido aisladas y caracterizadas

previamente.

Para su activacion se tomaron 150 pL de inéculo de cada cepa, se resembraron
en caldo Luria con antibidtico y se incubaron 24 h a 37 °C. Se realizaron
resiembras sucesivas a lo largo de una semana y la resistencia antimicrobiana de

las cepas se corroboro a través de un antibiograma, Anexo |.

Las tres cepas Gram positivas fueron resistentes a 9 y 10 antibioticos de un total
de 14 antibidticos utilizados que fueron: amikacina, amoxicilina, bacitracina,
cefazolina, cefepima, cefotaxima, cefproxilo, cefuroxima, clindamicina,

eritromicina, estreptomicina, gatifloxacina, penicilina y tetracilina.

La resistencia de las cepas Gram negativas se comprobé utilizando 17 antibioticos
diferentes de los cuales las cepas mostraron resistencia a 6 y 13. Los antibiéticos
utilizados fueron: bacitracina, &cido osolinico, amikacina, amoxicilina, cefazolina,
cefepima, cefotaxima, cefprozilo, ceftazidima, cefuroxima, eritromicina,

estreptomicina, gatifloxacina, gentamicina, ofloxacina, penicilina y tetraciclina.
Purificacion parcial de los sobrenadantes crudos

Se inocularon las cepas productoras de sustancias antimicrobianas del
compostaje Il, 1ll y IV para la obtencion de los sobrenadantes. A partir de estos
cultivos se obtuvieron los sobrenadantes crudos y se centrifugaron a 12000 rpm

para retirar las células.

La purificacion parcial de los sobrenadantes sin concentrar se realiz6 agregando 5
veces un volumen de 4 ml en el dispositivo de filtrado Amicon® Ultra-15 10K
Centrifugal Filter Devices con un poro de 3 y 10 kDa (Imagen 3). El dispositivo se
centrifugd a 6000 rpm hasta reducir el volumen a 250 pL, este volumen retenido
por el poro constituyd la fraccion de soluto concentrada con un tamafio de

particula mayor a 10 kDa. La fraccion que atravesod el filtro tenia un peso
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molecular inferior y se depositaba en el tubo de centrifuga, mas tarde esta fraccion
se agregd nuevamente en un dispositivo de filtrado con un tamafio de poro de 3
kDa. Las tres fracciones obtenidas se evaluaron en las cepas multirresistentes y

se almacenaron en refrigeracion a 4°C.

Centrifuge tube

Imagen 3. Dispositivo de filtrado (EMD Millipore Corporation. (2014) Billerica, MA, U.S.A.)

Evaluacion de la actividad antimicrobiana sobre cepas multirresistentes

Se utiliz6 la metodologia explicada para la evaluacion de la actividad
antimicrobiana en cepas indicadoras. Los sobrenadantes se evaluaron en dos
variantes: crudos y las fracciones del sobrenadante semi-purificadas obtenidas de

los filtros de 3 y 10 kDa sobre las cepas multirresistentes.
Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

La cuantificacion de proteinas en los sobrenadantes crudos se realiz6 con el
método de Lowry. Se realizd6 una curva estandar con BSA para obtener la
concentracion de proteinas en los sobrenadantes crudos, los reactivos y

cantidades utilizados se muestra en el Anexo II.
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Patron proteico del sobrenadante de las cepas aisladas productoras de
sustancias antimicrobianas

Se realizaron geles de poliacrilamida de 1 mm de grosor, compuestos por un gel
separador al 12% de una mezcla de acrilamida y bis-acrilamida y un gel
concentrador al 4% de acrilamida/bis-acrilamida.

Para la preparacion de la muestra se tomaron 20 uL de cada sobrenadante y se
agregaron en microtubos con 10 pL de buffer de carga (12.5% de amortiguador de
gel, 1% SDS, 15% glicerol, 0.5% azul de bromofenol, 10 mM de DTT y 0.1% de
betamercaptoetanol), se calentaron durante 5 min a 95 °C previamente a la carga

en el gel.

La electroforesis se realizé en camaras Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems, Bio
Rad con los siguientes amortiguadores de corrida: para el catodo (Tris 0.1 M,
Tricina 0.1 M y SDS 0.1% pH 8.25) y amortiguador de anodo (Tris-HCI 0.2 M pH

8.93); las muestras se corrieron a 120 V durante 1.5 h

El gel fue tefiido con una solucién al 0.2% del colorante azul de Coomasie R250
Research Organics con 47% de etanol y 10% de acido acético, durante toda la
noche. La solucion tefiidora se decantd, se lavé con agua destilada y se vertio
solucion destefiidora con 50% metanol y 7.5% de acido acético hasta obtener el
contraste deseado. Para su analisis se midio la distancia recorrida por las bandas,

se aproximé el peso molecular y el gel fue escaneado. Ver Anexo llI

Determinacion de la cantidad requerida de sustancia antimicrobiana para

producir inhibicién del crecimiento de las cepas multirresistentes

Una vez mas se empled el método descrito de difusién en agar en disco Kirby-
Bauer; se modifico la incubacion a temperatura ambiente y se monitoreo el
crecimiento a partir de las 16 h. En esta prueba se inocularon las cepas
multirresistentes y se colocaron 8 discos de papel, en los que se impregnaron
volimenes de 10 pL, 20 pL, 30 pL, 40 pL, 50 pL, 60 pL, 70 pL y 80 uL de las

fracciones que demostraron tener actividad.
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5. RESULTADOS Y ANALISIS

Deteccion de actividad antimicrobiana de los sobrenadantes producidos por
cepas aisladas de muestras ambientales de tierra

El desarrollo experimental comenzd con el aislamiento de cepas presentes en las
muestras de tierra A, B, C y D (provenientes del invernadero del Jardin Botanico
UNAM) para determinar si eran capaces de producir sustancias antimicrobianas

sin las condiciones propias del proceso de compostaje.

A simple vista se aprecio la morfologia colonial en agar nutritivo de los diferentes

microorganismos Yy se eligieron aleatoriamente algunas colonias.

Durante la observacion microscépica se observaron en la tierra A, B y C bacilos
cortos Gram negativos; mientras que en la tierra D habia bacilos largos y cortos
Gram negativos (Imagen 4). Seguidamente, las cepas se purificaron e inocularon

en medio Luria para la obtencién de los sobrenadantes crudos.

A) b))

Imagen 4. Observacion microscépica de muestras de tierra A y D. Aumento x1000

Al evaluar la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes crudos sobre
microrganismos Gram positivos y Gram negativos, ninguno mostré dicha actividad
contra las cepas indicadoras: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia
coli ATCC 53916, Salmonella enterica Typhi ATCC 19430 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.
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Los compostajes se elaboraron con la tierra A 'y D con la finalidad de aumentar la
diversidad microbiologica y al mismo tiempo la competencia ya que su microbioma

mostré menor similitud que el de las cepas de tierra By C.
Seguimiento microbiano del compostaje

En total se aislaron y purificaron 94 cepas provenientes de 4 compostajes
diferentes. La mayoria de los aislados que demostraron actividad antimicrobiana

fueron cepas Gram negativas.

Se encontré que 14 cepas aisladas de los compostajes inhibieron el crecimiento
de las cepas indicadoras. El 51% de las cepas con actividad antimicrobiana
pertenecieron al compostaje I, el 21% corresponde al compostaje Il y el 14% a los

compostajes Il y IV respectivamente. (Grafica 1)

51%

21%

Compostaje
N T _N\Y

Gréfica 1. Porcentaje de bacterias aisladas de cada compostaje

Observacion macroscopica

En un compostaje se distinguen tres etapas principales con base en los aumentos

de temperatura que se presentan a lo largo del proceso, si bien en este trabajo no

35



se determind la eficiencia del proceso es posible hacer una aproximacion de estas

fases a partir de los dias muestreados.

La fase mesdfila, tiene una duracion corta (entre 2 y 8 dias) que corresponde al
periodo de aclimatacion de los microorganismos a su nuevo medio y el inicio de la

multiplicacion y colonizacién de los residuos. (Pérez, 2008 y Romén et al., 2013)

De acuerdo con las condiciones experimentales y metodologia utilizada en el
presente estudio sélo se aislaron bacterias mesofilas que podrian provenir de esta
fase ya que predominan bacterias como las que pertenecen a las familias
Pseudomonaceae, Erythrobacteraceae, Comamonadaceae, Enterobacteriaceae,
Streptomycetaceae, y Caulobacteraceae entre otras, las cuales crecen entre 15°C
y 35°C. (Sanchez et al., 2017)

Dependiendo del material inicial, la fase termofila puede durar una semana en
sistemas acelerados y hasta un mes o dos en sistemas de fermentacion lenta.
(Pérez, 2008) El inicio de los muestreos se realizé a 48 dias que corresponderian
a esta fase.

A 48 y 55 dias de iniciado el proceso, se obtuvieron la mayor cantidad de colonias

en los medios de cultivo.

El desarrollo en agar MSA fue escaso y, en ocasiones, fue necesario incubar las

placas varios dias para permitir el crecimiento de las colonias. (Imagen 5)

Imagen 5. Aislamiento de microorganimos Gram positivos.
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Después de incubar las placas de agar MacConkey se observé la morfologia de
las colonias que se aislaron. A los 48 dias se obtuvo que de la parte superior se
aislaron cepas lactosa negativas; de la parte media, cepas lactosa negativas y
positivas; y de la parte inferior, cepas lactosa positivas (Imagen 6). Algunas de
estas cepas demostraron actividad antimicrobiana frente a las cepas indicadoras,
sin embargo, los didmetros de inhibicibn en este muestreo fueron menores en

comparacion con el siguiente en el dia 55.

A 55 dias del proceso, se detecto la mayor actividad antimicrobiana y se observo
un mayor numero de cepas incoloras en el medio de cultivo (Imagen 6). Desde
entonces se observo una disminucion gradual de las cepas aisladas en los medios
selectivos y diferenciales utilizados. En el pico de calentamiento, las poblaciones
bacterianas mesofilas disminuyen de 107 a 10° (ufc g') desde la fase termdfila
hasta la fase de enfriamiento y maduracion. (Chandna et al., 2013)

En el tercer muestreo (62 dias) se observd que probablemente ocurri6 una
sucesion microbiana, no se observan cepas lactosa positivas y ya no se
detectaron cepas productoras de sustancias antimicrobianas. Es posible que en
esta transicion el incremento de la temperatura provocard que los
microorganismos meséfilos llegaran a ser menos competitivos y fueran
reemplazados por microorganismos termdfilos. Este reemplazo de
microorganismos generalmente se asocia a las condiciones generadas por la
poblacion anterior (Imagen 6). Las caracteristicas mencionadas también se

manifestaron en los compostajes Il, 11l y V.
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Superior Media Inferior

Primer muestreo
(48 dias)

Segundo muestreo
(55 dias)

Tercer muestreo
(62 dias)

Imagen 6. Morfologia macroscopica de los cultivos obtenidos en medio MacConkey durante

el compostaje

En el dltimo muestreo (104 dias) se obtuvieron el menor nimero de colonias, lo
que posiblemente corresponde a la maduracion; ésta se caracteriza por un
aumento en la proporcion de hongos y disminucion del numero de bacterias.
(Roméan et al., 2003) A lo largo del proceso no se detectaron problemas como la

apariciéon de moscas, hormigas o malos olores. Las caracteristicas fisicoquimicas
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y microbiologicas del producto final, asi como la eficiencia del proceso van mas

all4 del alcance de este proyecto.

Una vez obtenidas las cepas puras de los diferentes compostajes, se evaluaron
los sobrenadantes sobre las cepas indicadoras. La morfologia de las que

demostraron efecto antimicrobiano se describe a continuacion en la Tabla 5:

Tabla 5. Descripcion de la morfologia colonial de las cepas aisladas en los diferentes

compostajes.

Compostaje Cepa Medio Descripcién
I 4 Agar sal-manitol Colonias puntiformes, circulares, blancas, borde entero
8 MacConkey Colonias pequefias, circulares, incoloras de borde entero
12 MacConkey Colonias medianas, circulares, incoloras de borde entero
13 MacConkey Colonias grandes, circulares, mucosas, rosas de borde entero
14 MacConkey Colonias pequefias, circulares, incoloras de borde entero
15 MacConkey Colonias pequenias, circulares, rosas de borde entero
16 MacConkey Colonias pequefias, circulares, incoloras de borde entero
Il M/S MacConkey Colonias pequefias, circulares, incoloras de borde entero
M/M MacConkey Colonias medianas, mucosas, rosas, circulares de borde entero
M/ MacConkey Colonias pequefias, circulares, incoloras de borde entero
I EIR MacConkey Colonias grandes, mucosas, rosas, circulares de borde entero
Ell MacConkey Colonias pequefias, circulares, incoloras de borde entero
v #3 MacConkey Colonias pequefias, circulares, incoloras de borde entero
#5 MacConkey Colonias medianas, rosas, circulares de borde entero

Observacién microscopica

Al elaborar el compostaje | con la tierra de invernadero y desechos organicos, la
composicién microbiolégica cambié en comparacion con las muestras con sélo
tierra obtenidas del jardin botanico (Imagen 4 y 7). A través de la tincion de Gram,
se observo que las morfologias presentes durante el proceso corresponden a
bacilos Gram negativos, cocos y bacilos Gram positivos. En la parte media se

encontraba la mayor diversidad de cepas (Imagen 7).

Las cepas que mostraron actividad antimicrobiana pertenecieron a esta

comunidad microbiana y sus caracteristicas se describen en la Tabla 6.
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Imagen 7. Observacion microscoépica del compostaje | (48 dias) parte A) superior, B) media,

C) inferior. Aumento x1000

En los compostajes Il, Ill y IV ocurri6 una sucesion de poblaciones similar y
también se observaron algunas cepas Gram positivas y en su mayoria bacilos
Gram negativos con distintos tamafos: cortos, largos, algunos curvos y otros
esporulados. Las cepas cuyo sobrenadante demostré inhibiciébn en las cepas
indicadoras también se describen en la Tabla 6.

A lo largo del proceso se siguié modificando el microbioma. En general, a partir del
tercer muestreo (62 dias) en todas las zonas de los compostajes se observo la
ausencia de cocos Gram positivos, y un predominio de bacilos Gram negativos y
Gram positivos, lo que posiblemente se debe al espectro de actividad in vitro que
demostraron las sustancias antimicrobianas producidas por los microrganismos
aislados.
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Tabla 6. Caracteristicas microscopicas de las cepas con actividad antimicrobiana

Compostaje Cepa Descripcioén

I 4 Cocos, pequefios, morados sin agrupacion

8 Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

12 Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

13 Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

14 Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

15 Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

16 Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

Il M/S Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

M/M Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

M/I Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

1l EIR Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

Ell Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

v #3 Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

#5 Bacilos, cortos, rojos, sin agrupacion

Actividad antimicrobiana durante el compostaje

Debido a los diferentes tipos de residuos utilizados para la elaboracion de los
compostajes es de esperarse variacion en la actividad antimicrobiana entre cada

uno.

En la grafica 2 se muestra que se aislan mayor niumero de cepas con actividad
antimicrobiana al agregar mas materiales al compostaje. Asimismo, se
presentaron diferencias en la inhibicion: en el compostaje | y Il fue bactericida y
bacteriostatica, mientras en los compostajes Il y IV sélo de tipo bacteriostética.
(Tabla 7)
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Inicialmente, se evaluod la actividad antimicrobiana de los sobrenadantes libres de
células y estos no mostraron ninguna inhibicion. Los resultados podrian
relacionarse con la baja concentracion de las sustancias en el medio de

crecimiento.

En seguida, se precipitaron las proteinas de los sobrenadantes y fueron evaluados
en las 4 cepas indicadoras. A continuacion, en la Tabla 7, se resumen los

resultados obtenidos:

Tabla 7. Inhibicién de las cepas indicadoras obtenida con los sobrenadantes crudos

producidos por cepas aisladas del compostaje

Cepa Microorganismo indicador
E.coli . . .
Compostse procuctora SRS, acc S SEIG i P seugioss
4 10 mm bacteriostatico - - -
| 8 26 mm bactericida - - -
12 23 mm bactericida - - -
13 32 mm bactericida - - -
14 37 mm bactericida - - -
15 15 mm bacteriostatico - - -
16 40 mm bactericida - - -
M/S 25 mm bactericida - - -
Il M/M 18 mm bactericida - - -
M/ 28 mm bactericida - - -
i EIR 9 mm bacteriostatico - - -
Ell - - 7 mm bacteriostético -
v #3 8 mm bacteriostético - - -
#5 7 mm bacteriostético - - -

La difusion de los sobrenadantes mostré dos tipos de inhibicibn como se muestra
en la Imagen 8. Los sobrenadantes provenientes de las cepas 4, 15, #3, #5, Ell y
EIR presentaron crecimiento dentro de la zona de inhibicion. A ésta se le
denomind bacteriostatica, ya que evita el crecimiento de los microorganismos
sensibles de la cepa indicadora, pero no inhibe por completo el desarrollo de todas
las células. Por otra parte, se obtuvo inhibicion bactericida en donde se observo

una zona clara de inhibicion. (Imagen 8)
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Imagen 8. Actividad antimicrobiana de los sobrenadantes crudos sobre la cepaindicadora

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y el sobrenadante Ell en Salmonella enterica Typhi
19430

Es importante mencionar que la zona de muestreo es un factor que influy6 en la

capacidad de las cepas de producir sustancias antimicrobianas.

A través de la tincion de Gram se observd que en la parte media habia una mayor
cantidad de bacterias en comparacion con la parte superior e inferior; por lo tanto,
el 57% de los microorganismos de interés provienen de esta zona como se
representa en la grafica 3, en seguida la parte superior con el 29% y por ultimo

14% de la parte inferior.
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En los compostajes existen zonas en las que los factores son distintos.
Por ejemplo, los sobrenadantes del compostaje Il fueron producidos por bacterias
aisladas de la parte inferior; sin embargo, el efecto antimicrobiano actu6 sobre dos
microorganismos distintos: Salmonella enterica Typhi y Staphylococcus aureus.

A pesar de ellos, fue posible aislar bacterias del compostaje | y 1l con resultados
similares sobre el crecimiento del S. aureus. La actividad antimicrobiana de los
sobrenadantes producidos por las cepas #3 y #5, de la parte media y superior de
del compostaje 1V, mostraron inhibiciobn bacteriostatica sobre la misma cepa

indicadora.

14%
29%

57%

Gréfica 3. Porcentaje de las cepas productoras de sustancias antimicrobianas por zona de

muestreo

Eficiencia del detergente para liberar la sustancia antimicrobiana de la

membrana de las células

Al reactivar las cepas y corroborar su actividad antimicrobiana se observo pérdida
de la actividad. Por ello, se resembraron las cepas puras una vez mas en caldo
Luria y se adicion6 1% de digitonina con la finalidad de liberar la sustancia

antimicrobiana de la membrana.

Los sobrenadantes se evaluaron nuevamente y se observé una disminucién del

diametro de inhibicién sobre el crecimiento de S. aureus ATCC 25923 (Tabla 8).
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Los sobrenadantes 4 y 15 que habian ocasionado una actividad de tipo

bacteriostatica perdieron completamente su actividad (Imagen 9).

Por otra parte, con la adicion del detergente, se observé que las cepas 13 y 14
presentaron una inhibicion bacteriostatica en P. aeruginosa posiblemente por la
presencia de una sustancia antimicrobiana que estaba presente en la membrana

de las cepas productoras (Imagen 9).

Tabla 8. Eficiencia del detergente para liberar la sustancia antimicrobiana.

Cepas Cepas indicadoras
S. aureus E.coli S. enterica Typhi  P. aeruginosa
Productoras
ATCC 25923 ATCC53916 ATCC 19430 ATCC 27853
4 - - - -
8 12 mm - - -
12 13 mm - - -
13 15 mm - - 15 mm
14 10 mm - - 36 mm
15 - - - -
16 20 mm - - -

Considerando que las cepas provienen originalmente de un ambiente de estrés,
competitivo y continuamente cambiante, muy distinto al medio en el que se
encuentran en aislamiento en el laboratorio, después de algunos meses
presentaron pérdida total de la actividad, incluso en presencia del detergente. Por
lo tanto, la produccion de estas sustancias antimicrobianas podria ser inducida por
la presencia de otro microorganismo, estrés por temperatura, pH o algan otro

factor relacionado con el compostaje.

Imagen 9. Eficiencia del detergente. A) Disminucion de la actividad de los sobrenadantes en el

desarrollo de S. aureus B) Inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa ATCC 27853
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Identificacidn de las cepas productoras de sustancias antimicrobianas

La cepa 4 fue clasificada mediante la tincion de Gram como cocos Gram positivos,
por lo que su identificacion se realizd utilizando la prueba de la catalasa para
diferenciar entre el género de los estreptococos que no la producen y el género de
los estafilococos, microorganismos capaces de convertir el peroxido de hidrogeno

en agua y oxigeno. (Hobden et al., 2010) Esta prueba resultd positiva.

El género Staphylococcus tiene por lo menos 40 especies. Sin embargo, es
posible clasificarlos en dos grupos con base en la produccion de la coagulasa que
se demuestra mediante la incubacién de la cepa en plasma produciendo un

coagulo de fibrina en unas cuantas horas. (Ray et al., 2011)

Finalmente, mediante esta prueba y algunas otras mas se determind que la cepa
4 pertenece al género Staphylococcus y al grupo de Estafilococos coagulasa
negativos ECN. (Tabla 9)

Tabla 9. Identificacién de la cepa nimero 4

Prueba bioquimica Resultado

Catalasa +
Manitol +
Oxidasa -
Coagulasa -
DNAsa -
Hemolisis +

En las cepas productoras restantes se observaron bacilos Gram negativos, se
utilizé el sistema API 20E, Biomérieux y tras 24 h de incubacién a 37°C se realiz6

la lectura de los resultados. (Tablas 10y 11)
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Tabla 10. Lectura de las pruebas bioquimicas realizadas de las cepas del compostaje | con el

sistema API 20E, BioMérieux

Prueba Cepa productora

bioquimica 8 12 13 14 15 16
ONPG + + + + + +
ADH + - - - + +
LCD + + + + + +
oDC - - - + + +
CIT + + + + + +
H.S - - - - + +
URE + + - + + _
TDA - - - - - -
IND - - - - + -
VP - - - + - -
GEL + - - + - -
GLU + + + - - +
MAN - - - - - +
INO + + + - + .
SOR + + + + - +
RHA + + + + + +
SAC - - + - + -
MEL + + - - - +
AMY + + + - + -
ARA - - - -

OX - + - - -

Tabla 11. Lectura de las pruebas bioquimicas realizadas en el compostaje I, Il y Il con el

sistema API 20E, BioMérieux

Prueba Cepa productora
bioquimica M/S M/M M/ #3 #5 EIR El

ONPG -
ADH +
LCD -
oDC -
CIT +
H.S - - - - -
URE + - - - -
TDA - - + -
IND - - - -
VP - - - -
GEL - - -
GLU - + -
MAN - - -
INO - -
SOR - +
RHA - +
SAC - + -

+
+

+
+

1
+ + + + +
1
+ 1 4+ 0 4
Vo o+ o+ o+ o+ o+

+ +
T
+ + 1 1

+ +

MEL -
AMY -
ARA - - -
OX + - +

I T s

+ + -

I T T T I S
' +
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En algunos casos (*) no fue posible tipificarlos por lo que se requirié una busqueda
bibliografia (Tabla 12). La dificultad para la tipificacion ya se ha reportado durante
la caracterizacion de microorganismos aislados de muestras ambientales debido a
que los sistemas de identificacion estan disefiados para grupos taxonomicos
aislados frecuentemente de muestras clinicas y por ello es posible que no se

encuentren cepas provenientes de un ecosistema. (Galvan et al., 2017)

Tabla 12. Identificacién de microorganismos productores de sustancias antimicrobianas

aisladas durante el proceso del compostaje

Compostaje profiir:::ora Microorganismo identificado ?ggr::irf‘itcazj:i::
4 Staphylococcus sp. -
8 Serratia liquefaciens 100%
12 Janthinobacterium lividum* -
I 13 Klebsiella pneumoniae ssp. Ozaenae 97.50%
14 Stenotrophomonas malthophiliax -
15 Pasteurella aerogenes* -
16 Salmonella choleraesuis spp. Arizonae 99.70%
M/S Pseudomonas aeruginosa 93.80%
Il M/M Enterobacter cloacae 100%
M/ Pseudomonas aeruginosa* = -
i #3 Salmonella choleraesuis ssp Arizonae 68.90%
#5 Aeromonas hydrophila 66.80%
v EIR Klebsiella ppneumoniae* -
Ell Serratia liquefaciens 100%

Otros estudios de identificacion de cepas aisladas en compostas elaboradas con
materiales con este tipo de residuos a través de la amplificacion de ARNr 16S han
reportado que algunas cepas fueron designadas como pertenecientes a “otros

genotipos desagrupados”. (Vaz-Moreira et al., 2007)
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Algunos de los microorganismos identificados, como Serratia liquefaciens y
Salmonella choleraesuis ssp Arizonae, estuvieron presentes en mas de un
compostaje. No obstante, el tipo de accion antimicrobiana de los sobrenadantes
producidos de Serratia liquefaciens sobre el S. aureus ATCC 25923 varié de
bactericida a bacteriostatico; mientras que el de Salmonella choleraesuis ssp
Arizonae del compostaje Ill cambi6 su espectro de accion al inhibir el crecimiento

de una bacteria Gram negativa.

Resultados de actividad antimicrobiana sobre cepas multirresistentes

aisladas de ulceras de pies diabéticos

Debido a la pérdida de actividad que presentaron las cepas del compostaje | se
utilizaron las bacterias de los compostajes I, Il y Il de aislamiento mas reciente. Se
seleccionaron los 5 sobrenadantes que ocasionaron mayor inhibicion sobre las
cepas indicadoras y se evaluaron en tres cepas multirresistentes de cocos Gram

positivos y dos de bacilos Gram negativos.

Se probaron los sobrenadantes crudos y las fracciones obtenidas de la semi-

purificacion, los resultados se encuentran en la Tabla 13.

En general, se observé que el tamafio de los halos de inhibicion en cepas
multirresistentes fue mucho menor que en las cepas indicadoras y también hubo
variaciones entre las cepas multirresistentes. Los sobrenadantes solo inhibieron

bacteriostaticamente el crecimiento de cepas multirresistentes Gram positivas.

Los sobrenadantes crudos ocasionaron mayor inhibicién que las fracciones semi-
purificadas, lo que podria explicarse a través del sinergismo entre el péptido y una

sustancia de mayor peso molecular.
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Tabla 13. Resultados de la semi-purificacion de los sobrenadantes obtenidos de bacterias

aisladas del compostaje con posible actividad antimicrobiana en bacterias multirresistentes.

Cepa Cepa Sobrenadante .\, 16kpa PM>3kDa PM<3 kbDa
productora Multirresistente crudo
M/S Proteus vulgaris - - - -
Escherichia coli - - - -
Staphylococcus sp. cl 12 mm - - 8 mm
Staphylococcus sp. c2 8 mm - - 6 mm
Enterococcus sp. - - - -
M/M Proteus vulgaris - - - -
Escherichia coli - - - -
Staphylococcus sp. c1 8 mm - - 7 mm
Staphylococcus sp. c2 11 mm - - 8 mm
Enterococcus sp. 7 mm - - 6 mm
M/ Proteus vulgaris - - - -
Escherichia coli - - - -
Staphylococcus sp. c1 11 mm - - 7 mm
Staphylococcus sp. c2 6 mm - - +
Enterococcus sp. - - - -
#3 Proteus vulgaris - - - -
Escherichia coli - - - -
Staphylococcus sp. c1 6 mm - - +
Staphylococcus sp. c2 6 mm - - +
Enterococcus sp. - - - -
EIR Proteus vulgaris - - - -
Escherichia coli - - - -
Staphylococcus sp. c1 6 mm - - +
Staphylococcus sp. c2 + - - +

Enterococcus sp. - - - -
+ inhibicién ligera

Perfil electroforético de las sustancias antimicrobianas

Se elaboraron geles SDS-Page de los sobrenadantes crudos con actividad sobre
cepas multirresistentes. En el gel, se observaron sustancias proteicas entre 150
kDa y 15 kDa, peso molecular que coincide con lo descrito para péptidos
antimicrobianos ya que estas moléculas estan constituidas por 10-100

aminoacidos. (Gonzalez et al., 2017)

Todos estos sobrenadantes demostraron ser activos al ser evaluados en cepas
indicadoras y multirresistentes. A partir de 25 kDa las bandas de pesos

moleculares inferiores no se definen. (Imagen 10)
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Imagen 10. Perfil electroforético de los sobrenadantes crudos y resultados de la inhibicién

en el crecimiento de la cepa multirresistente Staphylococcus spp. cl

Para la purificacion parcial se utiliz6 un filtro de 10 kDa, a partir de este se
obtuvieron dos fracciones: la fraccion concentrada con proteinas mayores a 10

kDa y otra con proteinas de menor peso molecular.

En el siguiente gel se cargaron las muestras correspondientes a las fracciones
semi-purificadas con proteinas mayores a un peso molecular de 10 kDa. En la
Imagen 11 se puede notar que las bandas estdn mas definidas, aunque las
proteinas de bajo peso molecular alrededor de 15 kDa no se observan claramente.
Los sobrenadantes producidos por las cepas M/S y M/l presentaron un perfil muy

similar.

Esta fraccion no presentd actividad. A pesar de ello, no se puede descartar que

alguna de estas proteinas participe en la inhibicién.
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#3 M/S M/1 M/M EIR

Imagen 11. Perfil electroforético de la fraccion semi-purificada de 10 kDa

Por otra parte, la fraccion que atraveso el filtro de 10 kDa se agregd nuevamente
en un dispositivo de filtrado con un tamafno de poro de 3 kDa. Las dos fracciones
obtenidas se evaluaron y soélo la fraccion con proteinas menores a 3 kDa provoco
la inhibicidn el crecimiento de las bacterias multirresistentes, por ello se realizé el
perfil electroforético de esta fraccién (Imagen 12). En este perfil las proteinas se
encuentran desnaturalizadas y se pueden notar bandas con un peso molecular
aproximado de 31.95 kDa, 19.8 kDa, 14.8 kDay 12.9 kDa.

100
75
50

7

25

15

Imagen 12. Perfil electroforético de la fraccion semi-purificada con peso molecular de 3 kDa
y resultados de la inhibicion en el crecimiento de la cepa multirresistente Staphylococcus
spp.cl
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Los péptidos que inhibieron a las cepas multirresistentes correspondieron a la
fraccion con un peso molecular menor a 3 kDa. Es posible que en el gel no se
detectaran estos péptidos o dado que la retencion de la membrana del dispositivo
de filtrado depende del tamafio y la forma del soluto. Podria ser que las proteinas
nativas de esta fraccion, con sus respectivos plegamientos, atravesaran el filtro y,
de esta forma, las proteinas con un peso molecular alrededor de 12.9 KDa sean

responsables de la actividad antimicrobiana.

Los sobrenadantes de las cepas M/S y M/I fueron producidos por cepas que se
identificaron como P. aeruginosa. En estudios similares se ha reportado la
presencia de bacteriocinas con un peso molecular de 10 kDa aproximadamente,
producidos por Pseudomonas aeruginosa con actividad antimicrobiana sobre
Staphylococcus aureus resistente a meticilina por lo que podria tratarse de un

péptido similar. (Arumugam et al., 2018)

Adicionalmente, los sobrenadantes de las bacterias M/M, #3 e EIR producidos por
enterobacterias también podrian tener algunos péptidos antimicrobianos con bajos

pesos moleculares.

Mediante la técnica de difusion en disco se estimd la cantidad minima que se
requeria para observar inhibicién de las fracciones con peso molecular menor a 3
kDa y se cuantificé la concentracidén de proteinas en estos sobrenadantes. (Tablas
14y 15)

La concentracion de proteinas totales cuantificada fue del orden de pg/ml, lo que
coincide con lo reportado para los péptidos antimicrobianos producidos por
bacterias pues son activos en concentraciones extremadamente bajas (menores
de 10 pg/mL). (Beristain-Bauza et al., 2012)
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Tabla 14. Concentracion de proteinas totales en los sobrenadantes crudos de la fraccion

con peso molecular menor a 3 KDa

Concentracién

Sobrenadante
pug/mL
M/S 152.18
M/M 107.57
M/ 126.2
#3 136.64
EIR 102.43

A partir del volumen minimo donde se observo inhibicién y la concentracion de
proteinas totales, se calculd que para evitar el desarrollo de la cepa
multirresistente Staphylococcus sp. ¢l se requirieron 10.6 pg y 8.8 ug de proteinas

en los sobrenadantes producidos por las cepas M/S y M/I respectivamente.

Estas podrian ser cepas muy parecidas o incluso la misma ya que muestran un
espectro de accion parecido y ambas se identificaron como P. aeruginosa. Los
sobrenadantes #3 y EIR requirieron una mayor cantidad 9.5 pg y 8.1 pg; mientras
que el sobrenadante M/M tan solo requirié 5.3 pg y mostré6 mayor inhibicion.

En la cepa Staphylococcus sp. c2 los sobrenadantes con mayor inhibicion en su
desarrollo fueron M/S, M/M y M/I e inhibieron con 4.5 pg, 2.1 ug y 5.0 pg de
proteinas totales. Por otra parte, los sobrenadantes #3 y EIR una vez mas

requirieron una mayor cantidad de proteinas para mostrar efecto.

El sobrenadante M/M fue el Unico con efecto antimicrobiano en Enterococcus sp.

multirresistente (Imagen 13).
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Tabla 15. Inhibicién de las fracciones con PM <3kDa sobre cepas multirresistentes.

Cepa multirresistente
Cantidad de

Cepa sobrenadante crudo Staphylococcus sp. Staphylococcus sp. Enterococcus sp.
productora (Lg) Cepal Cepa?2
M/S 15 - - -
3.0 - - -
4.5 - 8 mm -
6.0 - 12 mm -
7.6 - 12 mm -
9.1 - 13 mm -
10.6 9 mm 14 mm -
12.1 11 mm 14 mm -
M/M 1.0 - - -
2.1 - 6 mm -
3.2 - 9 mm -
4.3 - 9 mm -
5.3 7 mm 12 mm -
6.4 8 mm 12 mm 8 mm
7.5 9 mm 15 mm 9 mm
8.6 10 mm 16 mm 10 mm
M/ 1.6 - - -
25 - - -
3.7 - - -
5.0 - 6 mm -
6.3 - 8 mm -
7.5 - 10 mm -
8.8 8 mm 13 mm -
10 9 mm 15 mm -
#3 1.36 - - -
2.7 - - -
4.0 - - -
55 - - -
6.8 - - -
8.2 - - -
9.5 8 mm 7mm -
10.9 9 mm 8 mm -
EIR 1.0 - - -
2.0 - - -
3.0 - - -
4.0 - - -
5.1 - - -
6.1 - - -
7.1 - - -
8.1 8 mm 7 mm -
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Imagen 13. Inhibicién bactericida a partir de 60 pL ocasionada por la difusién del

sobrenadante producido por la cepa M/M en la cepa multirresistente Enterococcus sp

Finamente, los sobrenadantes producidos por las cepas aisladas del compostaje
en su mayoria mostraron un espectro de accion contra bacterias Gram positivas.
El mecanismo asociado que podria explicar la inhibicion es mediante la formacion
de poros en la membrana que ocasionan la salida de moléculas importantes y la
muerte de los microrganismos. De esta manera, el efecto inhibitorio de las
bacteriocinas en bacterias Gram negativas es menor posiblemente por la
presencia de la membrana externa conformada por lipopolisacéaridos que actta

como una barrera de permeabilidad efectiva. (L6pez et al., 2008)

De acuerdo con los resultados anteriores, se demostro la produccion de

sustancias antimicrobianas de cepas aisladas a partir del compostaje.

Debido a las condiciones de estrés y competencia, el espectro de accion, la
cantidad de proteina que se cuantificd en los sobrenadantes, su visualizacién en

geles de poliacrilamida y su incremento en la actividad antimicrobiana en
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presencia de un detergente, es posible que los sobrenadantes contengan
sustancias proteicas o peptidicas responsables de la inhibicion del crecimiento de

las cepas evaluadas.
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6. CONCLUSIONES

= Se aislaron y purificaron 94 cepas provenientes de 4 compostajes diferentes
de las que se seleccionaron e identificaron 14 cepas cuyos sobrenadantes
concentrados generaron efectos bactericidas y bacteriostaticos en
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Salmonella enterica Typhi ATCC
19430.

= Se observé que al agregar detergente se liberan al medio de crecimiento las
sustancias antimicrobianas. La inhibicibn de Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853 s6lo ocurrié al crecer las cepas en caldo Luria con detergente.

= Eventualmente, tras permanecer en aislamiento en el laboratorio y aun en

presencia del detergente, hubo pérdida total de actividad.

» Los sobrenadantes concentrados producidos por las cepas aisladas de los
compostajes I, 1l y IV que ocasionaron mayor inhibicion del crecimiento
sobre cepas indicadoras actuaron como agentes bacteriostaticos en el

crecimiento de cepas multirresistentes Gram positivas.

= Se semi-purificaron los sobrenadantes crudos y se observdé que las
fracciones de bajo peso molecular inhibieron el crecimiento de cepas
multirresistentes. Sin embargo, estas fracciones requirieron un mayor
volumen de sobrenadante para producir inhibicién, lo que quizas se atribuye

a la sinergia con una proteina de mayor peso molecular.

» La naturaleza quimica de las sustancias antimicrobianas en los

sobrenadantes en su mayoria podria ser peptidica.
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ANEXO |

Antibiograma de las cepas multirresistentes

Tabla 16. Multirresistencia de las cepas Gram (+)

Antibistico Staph)ggggcius sp. Staph)gc;(;:lcgus sp. Enterg;.occus
Amikacina Sensible Resistente Sensible
Amoxicilina Sensible Sensible Resistente
Bacitracina Resistente Resistente Resistente
Cefazolina Resistente Resistente Sensible

Cefepima Sensible Resistente Resistente
Cefotaxima Sensible Sensible Sensible
Cefprozil Resistente Resistente Resistente
Cefuroxima Resistente Sensible Resistente
Clindamicina Resistente Resistente Resistente
Eritromicina Resistente Resistente Resistente
Estreptomicina Resistente Resistente Resistente
Gatifloxacina Sensible Sensible Sensible
Penicilina Resistente Resistente Resistente
Tetraciclina Resistente Resistente Resistente

Tabla 17. Multirresistencia de las cepas Gram (-)

Antibiotico Proteus vulgaris Esckézrlgchia
Bacitracina Sensible Resistente
Ac. Oxolinico Resistente Sensible
Amikacina Sensible Sensible
Amoxicilina Sensible Resistente
Cefazolina Resistente Resistente
Cefepima Resistente Sensible
Cefotaxima Sensible Sensible
Cefprozil Resistente Resistente
Ceftazidima Resistente Sensible
Cefuroxima Sensible Sensible
Eritomicina Resistente Resistente
Estreptomicina Resistente Sensible
Gatifloxacina Sensible Sensible
Gentamicina Resistente Sensible
Ofloxacina Sensible Sensible
Penicilina Resistente Resistente
Tetraciclina Resistente Sensible
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ANEXO Il

Cuantificacion de proteinas

Reactivo A: Na2COs3 al 2%, NaOH 0,1 M
Reactivo B: CuSOs4 - 5H20 al 1%

Reactivo C: tartrato sodico-potasico al 2%

Reactivo ABC: Se prepara, mezclando los reactivos en volumenes: A, By C, en

proporciones 100:1:1

Reactivo Folin-Ciocalteau: reactivo comercial diluido con agua destilada en

proporcion (1:1)

Solucién patrén de albumina de suero bovino (BSA) (1 mg/mL)

Para determinar la concentracién de proteinas en los sobrenadantes, primero se

realiz6 una curva patron con los volimenes de solucion de albumina de suero

bovino, agua y Folin-Ciocalteau como se indica en la Tabla 18.

Tabla 18. Curva patron de BSA

Tubo Volumen BSA Agua Reactivos mezcla

Reactivo de Folin-

Absorbancia

pl ul A:B:C pl Ciocalteau pl 660 nm
Blanco 0 100 800 100 0

1 5 95 800 100 0.026
2 10 95 800 100 0.051
3 15 95 800 100 0.062
4 20 95 800 100 0.085
5 25 95 800 100 0.144
6 30 95 800 100 0.194
7 35 95 800 100 0.203
8 40 95 800 100 0.225
9 45 95 800 100 0.269
10 50 95 800 100 0.310
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A patrtir de la concentracion de albumina sérica bovina agregada en cada tubo y la
absorbancia se construy6 una curva de calibracion y se calculd la concentracién

de los sobrenadantes, Tabla 19.

y =0.6425x - 0.0198
R? =0.9806
®

0.35
0.3
0.25

02 o

Absorbancia

015 -
0.1

0.05 y S

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Concentracion mg/ ml

Grafica 4. Curva de calibracién de BSA

Tabla 19. Concentracidn de proteinas totales en los sobrenadantes crudos de la fraccion

con peso molecular menor a 3 kDa

Absorbancia Concentracion

Sobrenadante 660 M ug/mL
M/S 0.329 152.18
M/M 0.197 107.57
M/l 0.226 126.2
#3 0.242 136.64
EIR 0.189 102.43
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ANEXO Il

Perfil proteico

Para la aproximacion del peso molecular de las bandas presentes en los
sobrenadantes, se realiz0 una curva de calibracion utilizando las distancias
recorridas por las proteinas del marcador de peso molecular y sus respectivos

pesos moleculares.

Luego, se calculo el Rf de las proteinas en los sobrenadantes y a través de la

ecuacion lineal se obtuvo el peso molecular.
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Grafica 5. Relacién lineal de la distancia de migracién de un patrén de proteinas de peso
molecular conocido.
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