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Introduccion

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas, es decir, con
una molécula de ADN libre en el citoplasma y por lo tanto sin la presencia
de un nucleo (figura 1). Se caracterizan por una capacidad para
multiplicarse rdpidamente por fisién binaria. Suelen presentarse formando
colonias (formadas unicamente en superficies solidas) que constituyen
poblaciones celulares procedentes de una sola célula, dando lugar a un
clon de dichas células. Las bacterias pueden clasificarse en dos grandes

grupos segun la estructura de su pared celular:

o Gram-negativas: son bacterias en las que el peptidoglucano, que
constituye la pared celular, esta localizada en un periplasma que se
encuentra entre dos membranas (figura 1). Son mas resistentes a

los antibiodticos.

o Gram-positivas: bacterias cuya pared esta compuesta por una
capa gruesa de peptidoglucano y carecen de membrana externa

a diferencia de las anteriores (figura 1).
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Figura 1 Estructura basica bacteriana. Se observan las diversas partes de una bacteria,ademas
de diferenciar la pared bacteriana de una Gram-negativa y una Gram-positiva.



Las bacterias se pueden encontrar en cualquier medio, hasta en las
condiciones mas extremas de temperatura y presion (bacterias
extremofilas). Aunque son muy numerosas, debido a su pequefio
tamafo solo representan menos de la mitad de la biomasa microbiana
total. Cuando dos tipos de bacterias se encuentran en un mismo
ambiente, pueden desarrollar capacidades competitivas, produciéndose

inhibicidon entre ellas.

Si en el ambiente en el que viven hay antibidticos, las bacterias que
mutan al azar, pueden desarrollar una mutacion que las hace resistentes
a estos, que seran las que sobrevivan. Los antibiéticos son moléculas
generadas de forma natural por los microorganismos. Los humanos las

utilizamos para prevenir y tratar las infecciones bacterianas.

El descubrimiento del primer antibiético (la penicilina) se remonta a 1897,
con los trabajos realizados por el francés Duchesne, empleando el hongo
del género Penicillium. Estos trabajos pasaron desapercibidos hasta que
Fleming (1881-1955) en 1928 detecto en su laboratorio placas de cultivo
de estafilococo que habian sido contaminadas accidentalmente con un
hongo. Fleming se dio cuenta de que alrededor del hongo no habia
crecimiento de estafilococo, generandose asi halos de inhibicion de
crecimiento de estas, mientras que otras colonias mas lejanas estaban
intactas. Fleming hizo crecer el moho en un cultivo puro y descubrié que
producia una sustancia que mataba a varias bacterias causantes de
enfermedades. ldentific6 el moho como perteneciente al género
Penicillium y llamé a la sustancia penicilina. Tras los estudios de Dorothy
Hodgkin, capaz de cristalizar la penicilina para su posterior uso en
medicina, y de Andrew Moyer, que mejord el proceso de cultivo de la
penicilina sustituyendo en cultivo en superficie por una fermentacion con
cultivo sumergido; Florey y Chain en 1935 colaboraron en la investigacion

para estudiar dicha sustancia.



Florey y Chain identificaron la molécula y consiguieron extender su
utilizacion en medicina. En 1945 se concedio6 el premio Nobel de fisiologia
y medicina a Fleming, Florey y Chain por el descubrimiento,

caracterizacion y utilizacion médica de la penicilina.

Desde hace ya cierto tiempo la resistencia de las bacterias a los
antibioticos empleados para el tratamiento de las infecciones disminuye
su eficacia. La principal causa es la presion selectiva que se produce
cuando algunos clones bacterianos no son sensibles al antibiotico usado
para tratar la infeccion y las bacterias que sobreviven pueden seguir
multiplicAndose e incluso mejorando dicha resistencia. Dicho proceso de
seleccion natural avanza lentamente en condiciones naturales. Sin
embargo, esta velocidad aumenta debido al intercambio de genes de
resistencia a antibiéticos entre diferentes clones bacterianos mediante,
por ejemplo, plasmidos (fragmentos de ADN bacteriano que pueden
transferirse entre bacterias) en la conjugacion bacteriana o en otros
mecanismos de transferencia de informacion genética como la
transduccién o la transformacién. Un ejemplo de la evolucion de este
fendmeno es el cambio en la efectividad de la penicilina a lo largo de los
afos, si cuando se introdujo este antibidtico en la medicina la gran mayoria
de cepas de Staphylococcus aureus eran sensibles, actualmente lo son
menos del5%. De hecho, si el Penicillium que permitié a Fleming descubrir
la penicilina hubiera contaminado muchos de los cultivos actuales de
Staphylococcus aureus, es muy dudoso que la hubiese descubierto, ya
gue muchos clones serian resistentes al antibiotico producido por el

hongo.

La comunidad cientifica ha llegado a la conclusién de que en torno al afio
2050 la muerte por infeccion debido a cepas resistentes sera la mas
comun, debido al incremento de la resistencia bacteriana a los antibioticos

(figura 2). Por otro lado, desde hace aproximadamente treinta afios no se



descubre una familia nueva de antibiéticos, y hace diez que se aislo el
ultimo de una familia ya existente. Por estos motivos se hace
imprescindible encontrar nuevos antibidticos, cuestion que motiva al
desarrollo de planes en este sentido por parte de la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) desde 2012. Esto en parte es debido a que se destina
muy poco dinero para la busqueda de nuevos antibioticos, pues menos
del 5% del capital invertido en I+D farmacéutico entre 2003 y 2013 se

dirigi6 al descubrimiento de antimicrobianos.
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Figura 2 Esquema que muestra las principales causas de propagacion de la resistencia bacteriana (propuesta por
la OMS)

Contextualizacién y justificacion de la investigacion

Dada la preocupacion mundial por el incremente de la resistencia a los
antibidticos, distintas iniciativas han aparecido por todo el mundo para
encontrar nuevos antibioticos. Entre ellas se encuentra el proyecto
MicroMundo, proyecto de ciencia ciudadana destinado a buscar bacterias
del suelo productoras de antibiéticos. Esta iniciativa es la aplicacion al
mundo hispanoportugués hablante de proyectos nacidos en Estados

Unidos como Tiny Earth y Small World Initiative.



El presente trabajo de investigacion tiene el objetivo de buscar bacterias en
suelos con propiedades antibacterianas frente bacterias testigo que con mas
frecuencia presentan resistencia a antibiéticos comunmente utilizados en

clinica.

Material y Métodos

Recoleccion de muestras
Para la realizaciéon del estudio se obtuvieron 3 muestras de suelo
procedentes de 3 espacios diferentes situados en la provincia de

Ourense.

Las muestras se recogen a una profundidad de aproximadamente 3 cm
en suelos mayoritariamente arenosos. Para recoger la muestra se utiliza
una pequefa espatula la cual posteriormente sera introducida en un tubo
estéril, utilizando guantes para guardar las mayores condiciones de
esterilidad posibles. Se identifica la muestra y se refrigera en un frigorifico

convencional a una temperatura de 4°C hasta su traslado al laboratorio.

Aislamiento de las bacterias

En todo momento se emplea un mechero Bunsen para mantener un
ambiente aséptico. Cada uno de los tubos y placas donde se encuentran
microorganismos se mantienen cerrados y se abren solo en presencia
del mechero para evitar contaminaciones externas de la muestra. Se
rotula una serie de 4 placas conteniendo Agar Nutritivo, asi como una
bateria de tubos estériles de manera ordenada con las disoluciones que
se van a utilizar. Equipados con guantes y una bata de laboratorio,
seleccionamos un gramo de cada una de las muestras empleando una
bascula y un tubo estéril idéntico al utilizado para la recolecciéon de las
muestras. De esta manera se consigue tarar la balanza al mismo tiempo

gue se evitan contaminaciones. El resto de suelo se deposita en un



contenedor para desechos biologicos. Con este gramo de tierra se
procede a preparar 4 diluciones seriadas para cada una de las tres
muestras. Con un gramo de suelo de cada muestra y 9 mL de una
disolucion salina isoténica a pH 7.0 se prepara la primera dilucién de
101. Se homogeniza por agitaciéon en el vértex a temperatura ambiente
durante 30 segundos. Este procedimiento se repite para cada una de las
muestras objeto de estudio. Alicuotas de 1mL se transfieren a tubos
con la misma disolucion salina estéril pH 7.0. Se repiten en cuatro
ocasiones mas, cada una a partir de la anterior. En la figura 3 se
muestra de forma grafica el procedimiento anteriormente escrito para

preparar las diluciones decimales seriadas.

- 1mL 1mL 1mL

100 pL 100 L 100pL

(0,1 mL) (0,1 mL) (0,1 mL)
0% 10°* 10
Figura 3 Esquema de la elaboracidn de las diluciones y siembra en placas

Una vez realizadas las diferentes diluciones que se utilizan para el
estudio, son sembradas utilizando el método Copacabana en placas con
medios conteniendo Agar Nutritivo. En el caso de la dilucién 10! también
se utiliza el medio de cultivo Agar Actinomicetes, favorecedor del
crecimiento de actinobacterias. Para ello, se pipetean 100uL de la dilucion

correspondiente y se deposita en la superficie del medio. Se abre el tubo



con las esferas estériles empleadas para este método y se depositan
10-12 de estas en el medio de cultivo. Se extiende la muestra en la placa
de cultivo rotandola periédicamente a aproximadamente 60 grados en
giro.

Una vez que el in6culo se haya absorbido, se extraen las bolas y se
depositan en un contenedor para desechos biolégicos. Tras lo cual se

introducen en una estufa a una temperatura de 25°C durante 48h.

Se realiza un recuento de las colonias que crecen en cada placa para
calcular asi la concentracién de microorganismos en la muestra original.
Al mismo tiempo que se realiza el recuento se lleva a cabo la busqueda
de aquellas colonias que parecen interesantes a nivel morfolégico o que
muestren indicios de actividad antimicrobiana, como por ejemplo la
presencia de halos de inhibicién que las colonias hayan provocado para

ralentizar o paralizar el crecimiento de las bacterias contiguas a ellas.

Las colonias seleccionadas de entre todas las placas se vuelven a
sembrar en una placa maestra de 14 cm de diametro con medio de
cultivo Agar Nutritivo. Se dibuja una cuadricula que muestra a su vez 25
cuadriculas de 1x1 cm, posteriormente y mediante la utilizacion de asa
de siembra se cogen independientemente cada una de las colonias
interesantes para volverlas a sembrar en cada una de las cuadriculas de
la placa maestra. Esta se incuba a 30°C durante 48 horas. Una vez
transcurrido el periodo de incubacion, se siembran otra vez las 25
colonias en dos placas conteniendo el medio de cultivo Mller-Hinton en
donde se han sembrado en césped con anterioridad dos bacterias
testigo, una Gram-positiva (Staphylococcus epidermidis) y otra Gram-
negativa (Escherichia coli) para detectar si producen inhibicion de
crecimientos contra estas bacterias. Estas dos placas se incuban a 30°C
durante 72h. Transcurrido este periodo de tiempo, se buscan en ambas
placas indicios de actividad antibacteriana frente a las especies

bacterianas testigo antes mencionadas.



Resultados y Discusién

Para la realizacion del estudio se obtuvieron 3 muestras de suelo
procedentes de 3 espacios diferentes situados en la provincia de
Ourense.

A continuacion, se indican los nombres de los diferentes espacios y sus
coordenadas de latitud y longitud respectivamente:

- Parque Puente Romano, Ourense ciudad 42,3465720, -7,8674364.

- Parque da Liberdade, Ourense ciudad 42,3135944, -7,8842086.

- Urbanizacion Veiga de Abaixo, Pereiro de Aguiar 42,33483, -7,76926.

ek

Figura 4 Toma de muestra de suelo

El principal objetivo que nos planteamos es detectar entre las bacterias
de la muestra de suelo que tomamos aquellas que sean capaces de
manifestar actividad antibidtica frente a especies pertenecientes a las
bacterias testigo empleadas. Para alcanzar dicho objetivo cada miembro
del grupo llevé a cabo una serie de diluciones de la muestra original
(figura 5), en las que observamos una gran variedad de colonias
bacterianas diferentes y entre las que se producian halos de inhibicién en

algunos casos.



Figura 5 Una de las series de cultivos de 101 a 10 en placas Petri (se ven de izquierda a derecha y de arriba
hacia abajo)

En la placa en la que se sembré una de las diluciones 10 (figura 5, arriba
a la izquierda), observamos un bajo numero de actinomicetos que
creaban halos de inhibicion frente a las bacterias de su entorno natural
pero que, al ser cultivados en la placa maestra resultaron no ser

inhibidores de E. coli ni de S. epidermidis.

Figura 6 Placa donde se realizé la siembra de la dilucién 10-2. La ampliacién se corresponde a una regién donde las
colonias muestran halo de inhibicién.
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En las placas donde se sembraron las diluciones 102 de las diferentes
muestras, se observaron varias bacterias que crearon halos de
inhibicion remarcables, donde destacamos los halos marcados a la

derecha de la figura 6 y la figura 7.

Figura 7 Placa de cultivo en la que se realizé la siembra de una diluciéon 10-2. A su derecha hay dos
ampliaciones de las zonas que se indican en la placa.

En las placas donde se sembraron las diluciones 102 y 104 no se
observaron halos de inhibicion, debido al reducido niumero de colonias,
como se pueden observar en los ejemplos expuestos en las figuras 8 y 9.
Sin embargo, se distinguen mejor tanto las formas como las variedades

de las distintas bacterias.

Figura 8 Placa donde se realizé la siembra de una Figura 9 Placa donde se realizé la siembra de
dilucién 103 una dilucién 10

11



MicroMundo: En busca de bacterias del suelo productoras de antibiéticos

Las bacterias aisladas generaron halos de inhibicién frente a una de las
bacterias cuyo crecimiento se extendia fuera de su cuadricula de la placa
cultivada que llamamos placa maestra, tal y como se puede observar en
la figura 10. Sin embargo, al enfrentarlas a las cepas testigo E. coliy S.
epidermidis no se observd ningun tipo de halo de inhibicion contra
ninguna de las especies bacterianas testigo ensayadas. Las

caracteristicas fundamentales de las 25 colonias aisladas, y que fueron

sembradas en la placa maestra, se muestran en la tabla 1 (Anexo).

Figura 10 Placa maestra en la que se sembraron 25 colonias diferentes con dos ampliaciones a ambos lados

No se observo actividad antibiética por parte de ninguna de las 25
colonias sembradas frente a las bacterias testigo (E. coliy S. epidermidis)
(Figura 11) que se emplearon en este trabajo, como se indico
anteriormente. Quizas sea conveniente, como continuidad a este trabajo,
recoger muestras de otros suelos diferentes y repitiendo la
experimentacion, intentar encontrar actividad antibacteriana frente a estas
bacterias. Ademas,serviria para mejorar tanto el sistema de muestreo

como el posterior tratamiento experimental.

Figura 10 Placas donde se enfrentan las diferentes colonias sembradas a un césped de S. epidermidis
(izquierda) y a uno de E. coli (derecha)
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Recientemente se ha mostrado lo importante del desarrollo de la
resistencia antibacteriana y el impacto real en la especie humana. De
hecho, se estima que en el afilo 2019 fallecieron del orden de 4,95
millones de personas debido a la resistencia antibacteriana. Otras
técnicas para combatir esta problematica se basan en el uso de
bacteriéfagos, los cuales debido a su actividad bactericida pueden

mejorar el prondéstico de la asepsis provocada por bacterias resistentes.
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Anexo:

Muestra Color Forma de los bordes (?Sgcsisgt?ti\l/% ggﬁag‘;&tﬁf'co” y
1 blanco circular 101 no
2 amarillo circular 101 no
3 blanco irregular 103 no
4 blanco irregular 1072 no
5 translicida irregular 102 no
6 blanca circular 10° no
7 verde circular 102 no
8 transltcido circular 102 no
9 blanco irregular 101 no
10 blanco circular 102 no
11 blanco circular, bordes difusos 103 no
12 blanco circular 103 no
13 naranja circular 1072 no
14 blanco irregular 102 no
15 translicida irregular 1072 no
16 naranja circular 102 no
17 translicida circular 102 no
18 amarilla circular 102 no
19 blanca circular, bordes difusos 102 no
20 blanca circular 102 no
21 blanca circular, bordes difusos 102 no
22 amarilla circular 101 no
23 blanco circular 101 no
24 translicido irregular 103 no
25 blanco circular 102 no

Tabla 1 Caracteristicas basicas de las colonias aisladas en la placa maestra. Descripcion de los resultadosobtenidos en la placa maestra. El
numero de muestra se corresponde con cada una de las cuadriculas.
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