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TAXONOMIA

- Dominio: Bacteria

- Filo: Actinobacteria

- Clase: Actinobacteria

- Genero: Streptomyces

ACTINOBACTERIAS

Familia: Streptomycetaceae

- Streptomyces: es el género mas
grande de las actinobacterias

- Habitan principalmente en la tierra,
agua, hielo, zonas aridas.

- Produce mayor numero de antibi6ticos
tanto como bactericidas, fungicidas y
otros compuestos bioactivos como
inmunosupresores y anticancerigenos

- El género Streptomyces se caracteriza
por poseer un metabolismo secundario
complejo  (rutas  metabdlicas no
requeridas para la supervivencia )

CARACTERISTICAS

- Segundo grupo de bacterias

Gram positivas mas grande
- Alto contenido de G-C

- Bacilos gram positivos,
morfologia similar a hifas de
hongos

- Degradadoras de materia
- Olor a tierra himeda
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BIOSINTESIS DE POLICETIDOS TIPO PKS | Y PKS I

Module 2
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nizacion modular del complejo PKSI Y PKSIl aciltransferasa (AT), cetosintasa (KS) y ACP (proteina
ortadora de grupos acilo)Fuente: a) PKSI (Shen, 2003), b) PKSII (Hertweck, 2015).

PKS |

» Por modulos siempre lineal

» 2 dominios cataliticos AT Y KS, y 1
dominio ACP

» Organizados en forma Cis

PKS I

* No siempre en forma lineal

» 2 dominios KSa y KSB, y 1 dominio
ACP

» Organizado en forma Trans
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Biocatalizadores modulares

Formados por

Estructuralmente

PEPTIDOS NO RIBOSOMALES

Productos . . 3

-Bioldgicas
-Farmacoldgicas
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BIOSINTESIS DE PEPTIDOS NO
RIBOSOMALES

NRPS

Mddulo
(3

» Mddulos repetitivos en forma lineal

» Dominio de A, C (catalitico) y un
dominio PCP

* Organizado en dominios ubicuos

Modulo n N

iento de un moédulo prototipo de una NRPS. A | Representacién minima de un médulo NPRS con un dominio C y un dominio PCP. B | Incorporacion de
dlmolécula (rojo) a la cadena que proviene de hipotéticos mdédulos anteriores (negro). C | EI dominio PCP cede la cadena para que ocurra el siguiente paso
@nsacion. Modificado de Finking y Marahiel (2004)
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ANTECEDENTES

| PKS Y NRPS

Fischbach M.A. et al 2006

I Lee L-H. et al ZEE .

Barrios-Llerena M. E. etal 2007 E
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PROBLEMA

Grupo de investigacion de bioprospeccion de La
Universidad de La Sabana

Estudio para la identificacion de nuevos antibidticos

700 aislados

pS:TTieghacol.net/preguntas-frecuentes

A
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer la presencia de los complejos enzimaticos PKSI, PKSII y NRPS mediante PCR en Actinobacterias
aisladas del rio Arauca y compararla con los resultados de una técnica microbiologica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
/

1. Obtener cultivos axénicos de Actinobacterias aisladas del rio Arauca para su identificacion morfolégica y molecular

2. Determinar la presencia de los sistemas PKSI, PKSII y/o NRPS mediante la amplificacion de algunos genes que
codifican enzimas especificas de estos sistemas

3. Comparar la actividad antimicrobiana de Actinobacterias frente a bacterias Gram Positivas y Gram negativas
mediante enfrentamiento directo con respecto a los resultados de la técnica molecular (PCR)
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TIPO DE ESTUDIO

Tipo de investigacion

» Estudio de tipo Experimental

Poblacion

» Actinomicetos extraidos del Rio Arauca

Muestra

I

« Se escogieron 30 cepas por conveniencia, no
probabilistica, tomadas del banco de microorganismos de
la Universidad de La Sabana previamente aisladas de la
ribera del rio Arauca.

Estefanyha Hernandez Duarte




METODOLOGIA

Cultivo de
mMicrooganismos en
medio ISP-3

Produccion de
jiomasa en medio ISP-
2

Identificacion
orfoldégica mediante
tincion de Gram

Extraccion de ADN

Ensayos de
nfrentamiento directo
con Gram positivas y

Gram negativas

Amplificacion de 16S

Secuenciacion

Identificacion de
mMicrooganismaos por
BLAST

Determinar la
resencia de los genes
PKSI, PKSII'Y NRPS,
mediante PCR

Analisi estadistico
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RESULTADOS

=» ACTIVACION DE ACTINOMICETOS MEDIO ISP-3

Agar ISP-3 las cepas durante 7 dias a 30°C







=» PRODUCCION DE BIOMASA ISP-2

con 10 ml de medio ISP-2, se incubo con agitacion constante (250 rpm) a 30 °C durante 7 dias.
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» |[DENTIFICACION MORFOLOGICA

caracteristicas microscopicas de actinobacterias. , Tincion de Gram de algunas de las cepas aisladas y

observadas en el objetivo de 100x. Fuente: Autora
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» ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

El Método de prueba de un
organismo para su espectro
de actividad antibiético.
Autor: T. D. Brock, fomado
de comercial products and
Biotecnology 2009.

embra de manera perpendicular a 3 mm de distancia de con las siguientes bacterias: Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Staphylococcus aureus resistente a
glicilina MRSA (ATCC BAA-44), Enterococcus faecium resistente a vancomicina VRE-(ATCC 700221) y Bacillus subtilis (ATCC 21556)
ncbadas a 37 °C durante 24 h

\ ultivado sobre agar Mueller Hinton, sembrado masivo incubados a 30°C durante 7 dias.

Estefanyha Herndndez Duarte




2 ml de biomasa

2.000 rpm por 10 min a
4°C

EXTRACCION DE ADN

30ul de lisozima a 10
Sed |Mg/mL, se dejaron a 37°
C durante 30 min

mmmed | 50 HL de SDS AL 10%,

85 uL de NaCl 5M

200 pL de
enol:cloroformo:isoamil
alcohol 12.000 rpm por
10 min a 4°C Se separo

sobrenandante

,

250 pL de isopropanol
30 min a 12.000 rpm
Remover

v

500 pL de etanol 70%
frio, decantar por 5 min.

12.000 rpm por 10 min
descartar

Resuspender el extracto
en 50 uL de Tris EDTA.

El ADN gendmico total extraido
se examin6 mediante una
electroforesis 1% (w/v) gel de
agarosa
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Extraccion de ADN

€ 2000
bp.

s

i —

agarosa 1% (w/v) con algunas de las muestras de Actinobacterias después de la extraccion ADN de los cultivos por lisis celular , pozo 1: marcador de peso
ular Hyperladder 11/ lane, pozo 2: aislado 619 ADN total, pozo 3: aislado 571 ADN total, pozo 4: aislado 572 ADN total, pozo 5: aislado 616 ADN total, pozo 6:
0 627 ADN total
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» Amplificacion del gen 16S rRNA

Programa de Amplificacion Tiempo Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 3 min 95
Desnaturalizacion 45s 95

(30 ciclos)

Anillamiento [ 1 min 54
Extension 1:30 min 72
Extension final 5 min 72

N >

Programa PCR para la amplificacion del gen 16S rRNA Fuente: Protocolo
bioted bioted.es/protocolos/PCR-GEN-16S-ARNr-BACTERIANO.pdf

Se amplifico el gen 16S rRNA a partir del ADN extraido
usando los oligonucledtidos 27F )
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3) y 1492R (5
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') con una reaccion

de PCR en un volumen de 13 pL,

1600 bp

Gel de agarosal% (w/v) amplificacion de la region 16s, pozo 1:
aislado 186, pozo 2: aislado 235, pozo 3: aislado 270, pozo 4:
aislado 284 pozo 5: aislado 322 pozo 6: aislado 351 pozo 7:
aislado 407 pozo 8: aislado 458, pozo 9: aislado 595, pozo 10:
aislado 670, pozo 11: aislado 619, pozo 12: aislado 5 pozo 13:
aislado 84, pozo 14: aislado 85, pozo 15: marcador Hyperladder
Il /lane. pozo 16: marcador Hyperladder Il /lane, pozo 17: aislado
204 pozo 18: aislado 224 pozo 19: aislado 338 pozo 20: aislado
412 pozo 21: aislado 445, pozo 22: aislado 571 pozo 23: aislado
627 pozo 24, control de rectivos 25,26,27,28,29 y 30 no se
realizé siembra.
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=» SECUENCIACION

ADN total enviado a secuenciar Ensambladas en Chromas Version Comparadas en base de datos
25.1 BLAST
Y [ ]
| | 255 27 - Chromas
Im;riﬂ ?En!;? ;ﬁ; oA h.i H—i{[ S € - O m B\ s lestachinlm ningov flast c * ﬁ & E? -

©SDescriptions

Select: All None Selected:)
4! Algnments [V

Max Tolal Query E
SCOre SCore. cover value

Ident Accession

181181 100% 2e-42 100% oif341122520/MGES024D 1
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» |[DENTIFICACION Y PRESENCIA DE GENES MEDIANTE PCR

Proceso Tiempo (min) | Temperatura (°C)
Gen Primer Secuencia (5-3") Tamafio del
producto (pb)
PKS | K1F TSA AGT CSA ACA TCG 1200-1400 Desnaturalizacion inicial 5 94
S (30 ciclos) | Desnaturalizacion 1 94
MER CGC AGG TTS CSG TAC
CAGTA
PKS II KSa TSG CST GCT TGG AYG 600 PKSA r 57 S
CSATC f . PKS-1
Anillamiento 1200
K3p TGG AAN CCG CCG AAB PKS-II 1 57 {500 n—
CCTCT NRPS 1 62 —
NRPS A3F GCS TAC SYS ATS TAC 700-800 Extension 2 72 m
ACS TCS GG Extension final 5 72 600
ATR SAS GTC VCC SGT SCG 500
GTAS 400
300
200
De los productos de PCR aislado de los actinomicetos Fuente: A. Ayuso-
M ~ Sacido and O. Genilloud(2003)
A . . . CA CA @
> . > . . - . . a a = . . C C = ~ . CA CA CA
que codifican antibioticos € amp aclon de 10s genes que La reaccion de PCR se
0 omplejos € atico odifican antibioticos € s confirmé mediante
a a » A
P P ={= omplejo atico electroforesis (1X  TBE,
» 1 J L) aYa a
2 agarosa al 1.0%, 1.0ul de
014 SYBR® safe DNA gel strain)

y se utilizé el marcador de
peso molecular Hyperladder
ll/lane,1.5%.
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» SCREENING DE PCR

Gen PKSI 1200 bp

N

Gen PKSII 800 bp

Gen NRPS

2000 bp

1000 bp

300 bp

Gel de agarosa Prueba piloto para la deteccién de los genes PKSI, PKSII Y

NRPS, Pozo 2: muestra 627 PKSI, pozo 3: 445 PKSI, pozo 5: control
reactivos PKSI, pozo 7. 627 PKSII, pozo 8: 445 PKSIl , pozo 10: control
reactivos PKSII, pozo 12: 627 NRPS, pozo 13: 445 NRPS, pozo 14: control
reactivos NRPS , pozo 15: marcador de peso molecular Hyperladder Il /lane

Gen NRPS 700 bp

Gel de agarosa prueba piloto para la deteccion de los genes PKSI, PKSII Y
NRPS, pozol: vacio, pozo 2: 445 PKSII, pozo 3: 160 PKSI, pozo 4: 160
PKSII, pozo 5: 284 PKSI, pozo 6: control de reactivos, pozo 7: marcador de
peso molecular Hyperladder Il /lane, pozo 8: 627 NRPS
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» GENES EXPRESADOS EN PCR

1400-1 800 PxSI
JOO-8D0 NRPS

600 -700 PxSII

—) Dimeros de primer

Gel de agarosa amplicones para los genes PKSI, PKSII'Y NRPS pozo 1: cepa 5 PKSI, pozo 2: cepa 284 PKSI, pozo 3: cepa 126 PKSII, pozo 4: cepa 145 PKSII, pozo 5: cepa
186 PKSII, pozo 6: cepa 224 PKSII, pozo 7: cepa 235 PKSII, pozo 8: cepa 276 PKSII, pozo 9: control positivo Streptomyces coelicolor, pozo 10: Hyperladder ll/lane Bioline,
pozo 11: cepa 85 PKSII-NRPS, pozo 12: cepa 458 PKSII-NRPS, pozo 13: cepa 571 PKSI-PKSII, pozo14: cepa 572 PKSI-PKSII, pozo 15: cepa 160 PKSI-PKSII-NRPS, pozo 16: cepa
270 PKSI-PKSII-NRPS, pozo 17: cepa 326 PKSI-PKSII-NRPS, pozo 18: cepa 412 PKSI-PKSII-NRPS, pozo 19: cepa 445 PKSI-PKSII-NRPS, pozo 20: cepa 627 PKSI-PKSII-NRPS.
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» ANALISIS ESTADISTICO

Diagrama de Venn para la clasificacion de las 30 cepas De Estudio

30

Porcentajes De Presencia del Gen En 30 Cepas De
studio

CEPA 84
PKSI CEPA 138
60% CEPA 201
ez CEPA 338
CEPA 284 CEPA 616
CEPA 619
CEPA 204
CEPA 322
CEPA 351
CEPA 407
presentaron almenos CEPA 670
CEPA 571
ungen cepas72 ESES
mno presentaron gen Cera 270
NRPS =T
CEFA 445 PKSII
CEPA 827
CEPA 128
CEPA 85 CEPA 145
CEPA 458 i

CEPA 224
CEPA 235
CEPA 278

T
esentaron  no presentaron gen

enos un gen
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® |nterpretacion de datos por técnica de enfrentamiento directo

CEPA 670
CEPA 595
CEPA 458
CEPA 407
CEPA 351
CEPA 322
CEPA 284
CEPA 270
CEPA 235
CEPA 186
CEPA 627
CEPA 619

CEPA 616
CEPA 572 MRSA (GRAM+)

CEPA 571 " VRE (GRAM+)
CEPA 445

CEPA 412

= K.pneumoniae(GRAM-)
m B.subfilis (GRAM+)

CEPA 160
CEPA 145
CEPA 138
CEPA 126
CEPA 85
CEPA 84
CEPAS

GRﬁPO DE MICROORGANISMOS

Esta figura nos muestra las Cepas que por técnica de enfrentamiento directo se observé que hicieron inhibicién a alguno de los microorganismos de
prueba como son Staphylococcus aureus resistente a meticilina MRSA (ATCC BAA-44), Enterococcus faecium resistente a vancomicina VRE-(ATCC
700221), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), y Bacillus subtilis (ATCC 21556), asi :19 cepas, inhibieron el crecimiento de B. subtillis, 17 cepas,
inhibieron el crecimiento de S. aureus, 9 cepas, inhibieron el crecimiento de E. faeciumy 7 cepas, inhibieron el crecimiento de K. pneumoniae
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» |nterpretacion de datos presencia de los genes PKSI, PKSII' Y NRPS en PCR

CEPASTD
CEPAGZF
CEPAS1D
CEPA G168
CEPA B85
CEPA S22
CEPA ST
CEPA 45R
CEPA 445
CEPA 412
CEPA 207
CEPA 361
CEPA32E
CEPA 325
CEPA ZTE
CEPAZT
CEPA 222
CEPA 284
CEPA 235
CEPA 224
CEPA 204
CEPA 201
CEPA 188
CEPA 180
CEPA 145
CEFPA 128
CEPA 125
CEFPABS
CEPA B4
CEPAL

W= T MmO

m FKSI

B PESII

oAmno=zo=z=-S0%

B NRPS

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
GRUPO DE GENES

En esta gréafica se evidencio la presencia de los genes PKSI, PKSIl y NRPS en PCR, mostrando que en 10 cepas se
presento6 el gen PKSI, asi mismo que para el gen PKSII se evidencio su presencia en 16 cepas y finalmente NRPS
se observo en 8 cepas, destacando que en 6 cepas se presenta mas de un gen.
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®» |nterpretacion de resultados de las tecnicas PCR y Enfrentamiento directo

Cepa Enfrentamiento Directo positivo Resultado PCR
MRSA VRE K.pneumoniae B. subtilis PKSI PKSII NRPS
Gram Positivo Gram Positivo Gram Negativo  Gram Positivo

i streptomyces.albonipus v/ v v v
LI Streptomyces sp. v
L Streptomyces sp. v v
[FII Streptomyces sp. v v

Streptomyces sp. NEAU- v/ v
JF7

“ Streptomyces sp. X3-5 v v v

(LI Streptomyces sp. v

PLINN Streptomyces sp. v v
v
v

AN NI NI N
\

\
Q

PILI Streptomyces sp.

Streptomyces sp.  Strain v v v
AB2

Streptomyces sp. v
EFII Streptomyces sp. v
EELI Streptomyces sp. v

LIPI Streptomyces sp. parvulus v v v v v v

LZEN Streptomyces sp v v v v v

571 Streptomyces sp v v v v

ANER NI NI

AN
ANIRN
\
ANIRN
AN

572 Streptomyces luteireticuli v/ v v v
strain NRRL B-12435

Streptomyces v v v
lunalinharesii strain 235
[EE Streptomyces sp. 769 v v

627 Streptomyces sp. CB01388 v v v v v v

Streptomyces sp, sirex AA-

E

Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

TY53-2

Streptomyces sp. v
Streptomyces sp.

Streptomyces sp.

Streptomyces sp. AUNIA-2

Streptomyces sp. Strain.

Ar~S 10
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Positivo

Enfrentamiento
Directo Positivo

Negativo

I Tofo

/

[Test de Fisher: 0,46 ]

Positivo
13
65,0
72,2

5
50,0
27,8

18
60,0

Negativo
7
35,0
58,3

5
50,0
41,7

12
40,0

1 PCR_____|

Total
20
100,0
66,7

10
100,0
8,8

30
100,0

» Comparacion de la actividad antimicrobiana por Enfrentamiento
directo vs tecnica PCR

nalisis estadistico: se construy:
na tabla de 2X2 con Ilo
esultados positivos y negativo
e cada una de las dos técnicas;

Interpretacion: no hay
diferencia entre las dos
técnicas en identificar la

actividad antimicrobiana en
las cepas estudiadas

nfrentamiento Directo Positivo
CR. Se aplicé la el test d

isher, porque hay una casill
on un valor esperado inferior
, para establecer la diferencia d
roporciones en los metabolito
ecundaros. Se considera u
alor significativo una p<0,05

e utilizé el program
stadistico SPS
ersion 17,0
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CONCLUSIONES

Realizar las técnicas de manera
complementaria debido a que cada

una de aporta resultados de manera la PCR se vuelve Gtil para salvar cepas que
independiente, la realizacion de la inicialmente se descartaron como negativas, de
prueba solo por enfrentamiento esta manera se debe corroborar este estudio
negativos debido a que al no tener el este hallazgo importante.

espectro de patdbgenos completos en

cuanto las rutas de sintesis o las >/ fEn la muestra analizada en esta
condiciones necesarias investigacion se determind la presencia de

los genes biosintéticos PKSI-PKSII'Y NRPS

de las cepas aisladas de la ribera del rio

Arauca, permitiendo identificar la presencia

y la produccién de metabolitos secundarios

y que sean estas sean propuestas como

una herramienta de complementacion de
. los diagnésticos tradicionales.
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RECOMENDACIONES

» Se sugiere un mayor tamafo de muestra debido a que se escogid por conveniencia y no
de manera aleatoria por los costos que se podrian generar, y no permitio observar
diferencia estadistica en el estudio, debido a la capacidad y proporcion de captar la
presencia de agentes antimicrobianos en las 2 técnicas siendo igual, se necesitarian mas
para corroborar los valores de pruebas, pero si dar un avance que por medio de
allazgo se puede dar fiabilidad a las técnicas usadas y que pueden ser
lementadas.

pliar los sistemas de rutas conocidos recientemente con sus respectivos primer, de igual
anera el nimero de microorganismos a evaluar.

Mejorar pautas en cada una de las técnicas.
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