Psychologia Latina Copyright 2018 by Psychologia Latina
2018, Vol. Especial, 158-161 ISSN 2171-6609

Bacterias con Actividad Antimicrobiana aisladas del Suelo
en el marco del Proyecto SWI@Spain

Bacteria with Antimicrobial Activity isolated from Soil
within the frame of SWI@Spain Proyect

Alejandro Garcia Lopez y Paula San Segundo Lobato

Universidad Complutense de Madrid

Resumen

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema global que afecta a toda la sociedad, estando
en juego la vida de millones de personas y generando costes de miles de millones de dolares. Por ello,
ahora mas que nunca, se hace necesaria la busqueda de nuevas soluciones que sean capaces de afrontar
la RAM. En este contexto surge la “Small World Initiative™”, un proyecto internacional que consigue
que estudiantes de todo el mundo aborden el problema de la RAM aplicando el método cientifico para
la busqueda de nuevos antibidticos, capaces de inhibir el crecimiento de las bacterias estrechamente
relacionadas con las bacterias multirresistentes 0 ESKAPE. En nuestro caso hemos realizado este estudio
dentro del proyecto de innovacion educativa SWI@Spain, financiado por el programa Innova. El suelo es
una de las principales fuentes de los antibidticos que se utilizan hoy en dia. Por ello, en nuestro trabajo se
han aislado microorganismos del suelo y se ha estudiado su capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias
estrechamente relacionadas con las ESKAPE, valorando ademas el efecto de diversos factores ambientales,
como la temperatura o el medio de cultivo, en la eficacia de estos ensayos. Todas las muestras de suelo
analizadas presentaban alrededor de 107 UFC/g de tierra. Ademas hemos aislado un porcentaje estimable de
bacterias que inhiben el crecimiento de aquellas estrechamente relacionadas con las ESKAPE.
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Abstract

Antimicrobial resistance (AMR) is one of the global concerns that affects whole society. AMR endangers
millions of people’s lives and generates costs that raises to thousands of millions of dollars. Thus, now
more than ever, the search for new solutions to confront AMR is totally necessary. In this context appears
the Small World Initiative™, an international project that, in order to face the AMR problem, motivates stu-
dents all around the world to participate in the search for new antibiotics capable to inhibit the growth of
multirresistant bacteria, known as well as ESKAPE. In our case, we have carried out this essay within the
educative innovation project SWI@ Spain, which is funded by Innova program. Soil is one of the principal
sources of the antibiotics that we are currently taken advantage of. Thus, in our study, microorganisms have
been isolated from soil with the aim to study their ability to inhibit the growth of bacteria closely related to
ESKAPE, valuating also the influence of some environmental factors, like temperature and culture medium,
in the effectiveness of these experiments. Soil samples analyzed in our study contained around 107 UFC/g
of soil. Moreover, we have isolated a sizable percentage of bacteria able to inhibit the growth of those ones
closely related to ESKAPE bacteria.
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Introduccion

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es poten-
cialmente el desafio médico mas importante al que se en-
frenta la humanidad en el s. XXI. Si no se toman medidas al
respecto, entre hoy y el afio 2050 el coste de la resistencia
a antibioticos podria superar los 100.000 millones de ddla-
res y suponer la muerte prematura de 300 millones de per-
sonas (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2015). A
pesar de que la RAM ocurre de forma natural como conse-
cuencia de la propia evolucién de los microorganismos, el
ser humano estd acelerando este proceso. En este contex-
to, en los ultimos afios han surgido varias propuestas a nivel
internacional y nacional, como el Plan Nacional frente a la
Resistencia a Antibidticos en Espafia, que pretenden resol-
ver este problema.

Este es el principal marco en el que surge la “Small
World Initiative™” (SWI), un proyecto innovador nacido en
2012 en la universidad de Yale (EEUU) concebido por la au-
tora Jo Handelsman, cuyo objetivo es abordar el grave pro-
blema de la RAM, asi como motivar a los estudiantes hacia
la eleccion de un grado en Ciencias Experimentales. Para
ello, estudiantes de todo el mundo recogen muestras de sue-
lo, fuente principal de los antibidticos disponibles, de las
que aislan diversas bacterias y ensayan su actividad anti-
microbiana frente a unos microorganismos (ESKAPE-like)
estrechamente emparentados con aquellos que ya presen-
tan fuertes resistencias, conocidos como ESKAPE (Entero-
coccus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa 'y
diversas especies de Enterobacter).

Cuantos mas ensayos de este tipo se realicen y mejores
medidas frente a la RAM se tomen, mas nos estaremos acer-
cando hacia un futuro en el que la RAM deje de ser un pro-
blema y acabemos ganando la batalla a los microorganismos
superresitentes.

Material y métodos

Seis muestras de suelo (denominadas desde CB1 a CB6)
fueron recogidas de diferentes lugares en condiciones lo
mas asépticas posibles. De cada muestra se anotaron datos
como la fecha de recoleccion, localidad, coordenadas geo-
graficas, profundidad a la que la muestra fue recogida, tipo
de suelo, condiciones meteoroldgicas y cualquier otra ob-
servacion que resultara de interés.

De cada una de las muestras se hizo un banco de dilu-
ciones en placas con TSA (agar triptona soja) al 10% y ci-
cloheximida (15mg/ml). Las placas se incubaron a 20°C du-
rante cuatro dias. Con los resultados del crecimiento, se hizo
el recuento de colonias (UFC/gramo) para cada una de las
muestras de tierra.

De las colonias que crecieron en las diluciones, se es-
cogieron 15 por cada muestra tierra para hacer los prime-

ros ensayos inhibicion del crecimiento. Para estos ensayos
se utilizaron dos medios, Mueller Hinton (MH) y TSA, y
dos microorganismos ESKAPElike, Acinetobacter bauman-
nii (Gram -) y Bacillus sp (Gram +). Para el césped de los
microorganismos ESKAPE-like se prepar6 una solucion de
0,5 Mc Farland y se extendid en las placas con un hisopo.
Las colonias escogidas de las placas del banco de diluciones
y un control positivo de antibiosis se sembraron sobre estas
placas y en una placa control sin ESKAPE-like para su uso
posterior. Las placas se incubaron a 28°C durante 48 horas.

Las colonias que produjeron un halo de inhibicion en es-
tos ensayos preliminares se seleccionaron y reaislaron por
agotamiento de asa en placa en TSA, tras lo cual se conser-
varon a -80°C en glicerol al 20%.

Las bacterias seleccionadas se caracterizaron mediante
la tincién de Gram y se inocularon en tres medios diferentes,
MH, BHA (Agar cerebro-corazon) y TSA, que se incuba-
ron a tres temperaturas diferentes, 20°C, 28°C y 37°C, con
el objeto de elegir las condiciones mas adecuadas para el se-
gundo ensayo de inhibicion del crecimiento.

Para el segundo ensayo se utiliz6 como medio TSA,
temperaturas de incubacion de 28°C y 37°C y los siguientes
ESKAPE-like para el césped: Bacillus subtilis (CECT 39),
Escherichia coli (CECT 515), Kocuria rhizophila (CECT
241), Serratia marcescens (CECT 159), Staphylococcus sa-
prophyticus, Pseudomonas fluorescens, y Enterobacter ae-
rogenes (las tres ultimas de la coleccion del departamento
de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la UCM). Las lecturas de los ensayos se realizaron a 24 ho-
ras y a 48 horas.

Resultados
Recuento de colonias

Las seis muestras de tierra presentaban entre 1-4,5-107
UFC/gramo.

Ensayos de antibiosis

En el primer ensayo de antibiosis, de las 90 colonias se-
leccionadas (15 colonias de cada una de las 6 muestras), 7
colonias (CB1-13, CB2-1, CB2-5, CB5-7, CB6-2, CB64 y
CB6-12) fueron capaces de inhibir el crecimiento de Baci-
llus sp. y 5 colonias (CB45, CB4-6, CB5-1, CB5-10 Y CB5-
12) inhibieron tanto a Bacillus sp. como a A. baumannii. Es-
tas 12 colonias fueron seleccionadas para el segundo ensayo
de inhibicidén del crecimiento.

Para el segundo ensayo con las bacterias seleccionadas,
se escogio como medio TSA y como temperaturas de incu-
bacion 28°C y 37°C. Los resultados del segundo ensayo se
muestran en la Tabla 1. Los ESKAPE-like que mostraron
mas sensibilidad fueron B. subtilis, S. saprophyticus, E. coli,
K. rhizophila y P. fluorescens.
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Tabla 1. En la primera columna se indican los ESKAPE-like utilizados: B.s. (B. subtilis), S.s. (S. saprophyticus), E.c. (E. coli),
K.r. (K. rhizophila), P.f. (P. fluorescens), S.m. (S. marcescens) y E.a. (E. aerogenes). Los asteriscos (*) corresponden a la lec-
tura de los resultados a 48 horas, siendo el nimero de asteriscos (1, 2 o 3) indicativo del tamafio relativo del halo de inhibi-
cion. Las almohadillas (#) corresponden a los resultados positivos en la lectura a 24 horas que no se han repetido en la lectura
a 48 horas. Las colonias sombreadas en gris (CB5-1, CB5-7, CB5-10, CB5-12, CB6-2 y CB6-4) son aquellas cuyos resulta-

dos son los mas destacables.

Tinciones de Gram

De las 12 colonias, 3 fueron por bacilos Gram positivos
(CB1-13, CB6-2 y CB64), 8 bacilos Gram negativos (CB2-
5, CB4-5, CB4-6, CB5-1, CB5-7, CB5-10, CB5-12 y CB6-
12) y 1 cocos Gram positivos (CB2-1).

Discusion

La proporcién de unidades formadoras de colonia (UFC)
por gramo de tierra es bastante similar en las seis muestras
de tierra tomadas en diversos suelos de las Comunidades de
Madrid y Castilla-La Mancha (del orden de 107 UFC/g de
tierra), lo que podria indicarnos que el suelo tiene una capa-
cidad de carga maxima para la cantidad de microorganismos
que habitan en él. Estos resultados coinciden con los obteni-
dos en otras investigaciones, que indican que en los suelos
de los bosques el numero de procariotas en el primer metro
de profundidad es de 4 x 107 células/g de suelo y entre 1-8
m de 10° células/g de suelo, dependiendo esta capacidad de
carga, a su vez, del tipo de suelo en el que se lleve a cabo
el muestreo (Whitman, Coleman y Wiebe, 1998). Es 16gico
pensar que, de tal amplia riqueza bioldgica bacteriana que
habita en tan solo un gramo de tierra de una zona determina-
da, la probabilidad de encontrar al menos una especie capaz

de inhibir el crecimiento de otras bacterias es muy elevada.
El suelo, por tanto, es una importante fuente de microorga-
nismos potenciales productores de antibidticos de interés.
Tal y como se observa en los resultados obtenidos, tres de
las doce bacterias aisladas de cinco de las seis muestras de
suelo inhibieron el crecimiento de un niimero considerable
de estas bacterias ESKAPE-like.

Los antibidticos son compuestos quimicos naturales sin-
tetizados por microorganismos que matan o inhiben el cre-
cimiento de otros microorganismos. Al ser compuestos del
metabolismo secundario su sintesis va depender de una am-
plia gama de factores ambientales y, por ello en relacion con
nuestro trabajo, es interesante comparar el efecto que tienen
las distintas condiciones ambientales sobre los ensayos de
inhibicion del crecimiento, para asi determinar qué variables
han de tenerse en cuenta para la posible obtencion del com-
puesto de interés. En este trabajo s6lo hemos estudiado el
efecto de la temperatura y el medio de cultivo, pero se po-
drian haber estudiado muchas otras variables que aportaran
informacién util para la medida de este pardmetro. Por lo
general, se observa que los ensayos de inhibicion del creci-
miento funcionan con nuestros microorganismos aislados del
suelo mejor a 28°C que a 37°C y su crecimiento fue mejor en
TSA que en los otros dos medios empleados (BHA y MH).

Debido a la distinta composicion de su pared celular, la
inhibicioén del crecimiento de bacterias Gram negativas suele
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ser mas dificil que la de Gram positivas, siendo mds inaccesi-
ble la pared celular de las primeras que la de las segundas. Por
ello, el nimero de halos de inhibicién observado en Gram ne-
gativas es menor que en Gram positivas, destacando las cin-
co colonias mencionadas en el apartado anterior como inhi-
bidoras del crecimiento de ambos tipos de microorganismos.

Por ultimo, seria interesante llevar a cabo ensayos fren-
te a las bacterias ESKAPE, identificar los microorganismos
mas prometedores y comprobar si la inhibicion del creci-
miento que producen estos microorganismos se debe o no a
la produccién de un compuesto con accion antibidtica.

Conclusiones

Los suelos muestreados en este trabajo tienen una car-
ga microbiana del orden de 107 UFC/g de tierra en el primer
metro de profundidad.

Las mejores condiciones para realizar los ensayos de in-
hibicioén del crecimiento fueron: medio TSA a 28°C.

En este trabajo se han aislado bacterias de distintos sue-
los de las Comunidades de Madrid y Castilla-La Mancha ca-

paces de inhibir el crecimiento de bacterias estrechamente
relacionadas con las ESKAPE.

La inhibicién del crecimiento frente a los microorganis-
mos ESKAPE-like Gram positivos es mayor que frente a los
Gram negativos destacando, sin embargo, tres colonias de
los microorganismos aislados en este trabajo capaces de in-
hibir el crecimiento tanto de algunos ESKAPE-like Gram
positivos como Gram negativos.
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