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Resumen.

Actualmente, la resistencia microbiana es un problema mundial de
salud publica, se estima que unas 700.000 personas mueren al ano por
infecciones causadas por microorganismos resistentes a los antibidticos.

Al respecto la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2020 emitié una
lista de patdgenos multirresistentes prioritarios, entre los que se encuentra
Salmonella spp como una bacteria de prioridad elevada debido al
aumento de la resistencia en salmonella no tifoidea en Latinoameérica. En
febrero de 2022 la OMS informd sobre el aumento inusual de casos de
infecciones causadas por Shigella sonnei multirresistente a los antibidticos.
En este contexto es indispensable la bUsqueda de alternativas que permitan
inhibir el desarrollo de estos microorganismos resistentes a los antibidticos.

El género Bacillus spp. estd consfituido por un grupo de bacterias que
poseen la capacidad de formar endosporas, cuando los nutrientes
disponibles para su optimo crecimiento son escasos. Este grupo es muy
importante por la diversidad de metabolitos que produce, algunos de
naturaleza antibidtica como la bacitracina y la polimixina.

En el presente se identificaron molecularmente cepas de Salmonella spp (Sal
1y Sal2)yShigella spp (Sh 1y Sh 2) adisladas previomente a partir de muestras
de agua residual, para la identificacion se amplificaron genes
caracteristicos de estas especies: en Salmonella spp se detectd por PCR el
gen InvA y para Shigella spp se amplificdé el gen que codifica para las
proteinas antigeno del plasmido de invasion (ipaH). Posteriormente se
realizaron ensayos de inhibicidn de estas cepas cuando fueron expuestas a
metabolitos que son producidos por tres cepas del género Bacillus (49.1, 49.2
y 49.3) que previamente mostraron tener actividad antimicrobiana. La
amplificacion por PCR de los genes de interés confirmé la identificacion de
las cepas como pertenecientes al género Salmonella y Shigella. Los
resultados de los ensayos de inhibicion indicaron que existe un efecto
inhibitorio de las cepas probadas contfra estas bacterias patdgenas.



Abstract.

Currently, microbial resistance is a global public health problem; it is
estimated that about 700,000 people die each year from infections caused
by microorganisms resistant to antibiotics. In this regard, the World Health
Organization (WHQO) in 2020 issued a list of priority mulfidrug-resistant
pathogens, among which Salmonella spp is a high priority bacteria due to
the increase in resistance in non-typhoid Salmonella in Latin America. In
February 2022, the WHO reported on the unusual increase in cases of
infections caused by multi-resistant Shigella sonnei. In this context, it is
essential to search for alternatives that can inhibit the development of these
antibiotic-resistant microorganismes.

The genus Bacillus spp. It is made up of a group of bacteria that have the
ability to form endospores, when the nutrients available for optimal growth
are scarce. This group is very important for the diversity of metabolites it
produces, some of an antibiotic nature such as bacifracin and polymyxin.
In this work, strains of Salmonella spp (Sal 1 and Sal 2) and Shigella spp (Sh 1
and Sh 2) previously isolated from wastewater samples were molecularly
identified; for identification, characteristic genes of these species were
amplified: in Salimonella spp, the InvA gene was detected by PCR and for
Shigella spp. the gene that codes for the invasion plasmid antigen proteins
(ipaH) was amplified. Subsequently, inhibition tests were carried out on these
strains when they were exposed to metabolites that are produced by three
strains of the Bacillus genus (49.1, 49.2 and 49.3) that were previously shown
to have antimicrobial activity. PCR amplification of the genes of interest
confirmed the identification of the strains as belonging to the genus
Salmonella and Shigella. The results of the inhibition assays indicated that
there is an inhibitory effect of the strains tested against these pathogenic.



Introduccion.

Las bacterias son organismos unicelulares extraordinarios, se tratan de
algunas de las primeras formas de vida en habitar la tierra primitiva y se
estima que sean las Ultimas formas de vida que existan sobre la faz del
planeta una vez que los organismos pluricelulares hayamos desparecido de
esta (Knoll et al., 2016).

Estos microorganismos cohabitan con otras especies de complejidad similar
O mayor, como organismos pluricelulares, son parte del microbioma de la
especie humana vy las podemos hallar en cualquier sitio en el que miremos,
algunas actian en sinergia con nuestro organismo facilitando el metabolizar
algunos alimentos, pero ala vez, muchas otras perjudican nuestra existencia
(Mikoley, 2019).

En la actualidad muchos microorganismos patdgenos son resistentes a los
antibidticos. Esta resistencia es adquirida por las bacterias y es fransmitida a
las siguientes generaciones por diversos mecanismos. En el experimento que
se describird a confinuaciéon se ilustra un mecanismo llamado
transformacion a tfravés del cual las bacterias son capaces de fransmifir
informacion genética y adquirir virulencia, este mecanismo también puede
ser empleado por la bacterias para el desarrollo de la resistencia a
antibioticos lo cual se discutird a lo largo de este frabajo. En 1928, el
bacteridlogo britdnico Frederick Griffith experimentd con cepas de
Streptococcus pneumoniae mientras buscaba una vacuna contra la

neumonia, notd que existian dos cepas distintas, una “lisa” y otra “rugosa”.



En la Figura 1 se muestra el experimento de Frederick Griffith donde:

1. Cepa R: Presentaban bordes bien definidos y un aspecto rugoso
(razdn de la sigla R). Esta cepa no era virulenta, es decir, al inocular al
ratén con la muestra, este no desarrollaba neumonia.

2. Cepa S: En esta cepa las bacterias forman colonia redondas y lisas (S
es la abreviatura de ‘Smooth” en inglés.) Estas bacterias estan
cubiertas por una capa de polisacdridos, que son producidos por las
propias bacterias, esta capa les protege contra el sistema inmunitario
del organismo al que invaden, ya que los antigenos no estdn
expuestos en la superficie de la célula bacteriana, lo que dificulta su
identificacion. El ratdn inyectado con esta cepa desarrollaba

neumonia y por consiguiente moria.

Continuando con los experimentos, Griffith expuso las bacterias de la cepa
S a altas temperaturas, lo que las condujo a la muerte. Posteriormente
procedid a inocular al ratdn con esta muestra, como era de esperarse, los

ratones no desarrollaron la enfermedad.

Por Ultimo, Griffith tomd muestras de las bacterias muertas por calor de la
cepa S, las mezcld con bacterias vivas de la cepa R y procedidé a inocular a
otro ratén con la mezcla de estas dos cepas. Para sorpresa del cientifico,
en esta ocasion el ratén desarrollo neumonia y murid, al hacer un andlisis de

sangre del animal, encontrd bacterias S vivas.

Griffith descubrié que las bacterias rugosas se habian “transformado” en
“lisas” durante el proceso. A este mecanismo de transferencia de
informacioén lo conocemos actualmente como “transformacion” (Mukherjee

& Chamorro Mielke, 2017).

Se ha demostrado que este mecanismo es utilizado ampliomente por las

bacterias (Randhawa & Sengar, 2021).



Mezcla de cepa Ry

Cepa S sometida a cepa S sometida a

calor (virulenta)

calor {no virulenta)

Cepa R (novirulenta) Cepa S {virulenta)
oo *
P .o p-. .

Figural. Imagen modificada de El experimento de Griffith de Madboy74 (CCO/dominio publico.

A esta forma de transferencia de informacion se le denomina horizontal, ya
gue la informaciéon pasa a bacterias que se encuentran en el medio
circundante, cuando la informacion genética pasa de una bacteria madre
a bacteria hija se conoce como transferencia vertical (San Millan &
Maclean, 2019).

1.1Mecanismos de transferencia de informacién genética de forma horizontal.
Los mecanismos de transferencia horizontal permiten a los microorganismos

adquirir informacién genética de otfros microorganismos presentes en el
medio que lo rodea. Los mecanismos de transmision de informacién se

describen a continuacion.

1) Conjugacidn: Proceso relevante en la transferencia de informaciéon
genética en bacterias, ocurre entre una célula bacteriana donadora

y otfra receptoraq, la interaccion se da de forma directa. Para que el
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intfercambio de informacidén se pueda llevar a cabo es necesaria la
interaccion de las dos bacterias a fravés de estructuras de membrana
como el pili conjugativo, a través de estos pueden pasar estructuras
denominadas pldsmidos, los cuales son moléculas de ADN circular de
replicacion autébnoma son capaces de auto fransmitirse entre células
procariotas (Rozwandowicz et al., 2018).

2) Transformacioén: Anteriormente hemos descrito este proceso, con el
experimento de Griffith. El mecanismo ocurre cuando la informacion
genética se encuentra disuelta libremente en el medio en el que viven
las bacterias, este material genético puede penetrar en alguna célula
bacteriana si esta se encuentra en estado receptivo (Antibiotics,
2018).

3) Transduccion: En este tipo de transferencia de informacion genética
los bacteriéfagos tienen un papel crucial, ya que son estos los que
transportan los genes que luego se fransferirdn a las bacterias. Los
bacteridfagos son virus que infectan Unicamente a las bacterias
(Burmeister, 2015).

1.2 Clasificacion taxondmica de los microorganismos.

Inicialmente se identificaba dentro de cada reino cuatro niveles de
categorias: clase, orden, género y especie. A la vez propuso un sistema de
nomenclatura, en el cual cada organismo se define por dos términos:

género y especie.

Esta clasificacion no fue definitiva, conforme transcurridé el tiempo y la
comprension de la conformacion bioldgica de los organismos avanzo,

surgieron nuevas formas de ordenar a los seres que habitan la tierra. Por
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ejemplo, el naturalista francés Jean-Baptiste Lamarck, fue quien propuso la

distincion entre animales vertebrados en invertebrados (Vargas, 2012).

Todos los avances en la ciencia biolégica permitieron una mejor compresion
de los organismos que habitan el planeta tierra, por lo que es importante

clasificar a los seres vivos segun sus caracteristicas filogenéticas.

En 1923 se publicd por primera vez el manual de bacteriologia sistémica de
Bergey, el cual se utiliza especificamente para clasificar a las bacterias e
identificar las distintas especies. Es un frabajo que tiene sus fundamentos en

las reglas internacionales de la botdnica.

En este manual, las clasificaciones se establecen segun las caracteristicas
distintivas de cada especie, pero se consideran caracteristicas filogenéticas
segun los resultados de los andlisis de las secuencias de los genes que
codifican para el ARN 16S y 5S. Actualmente, las bacterias se clasifican en

18 grupos, que se muestran en la Figura 2.
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Bacterias verdes

sulfurosas . .
Deferribacterias

Plectomyces/ Pirella

Espiroquetas
piroq | Flavobacteria

Deinococcus

\ |
\ | /
Bacterias verdes no \ | ! ff vionh

sulfurosas. | [/ ytophaga -
Verrucomicrobiota

T
~—| Clamidi
Termotoga. amidia
Cianobacterias

Actinobacterias

Thermodesulfubacteria.

Aquificae \ »

Bacterias Grampositivas

Nitrospira

€- Proteobacteria

6- Proteobacteria
a- Proteobacteria

B- Proteobacteria

y- Proteobacteria

Figura 2. Clasificacion de las bacterias en 18 filos basado en el andlisis de las secuencias del gen
que codifica para el ARN 16s.
Tomado de Madigan y Matinko 2006.

Ofra de las entidades que se ha encargado de organizar de forma objetiva
alas arqueas y bacterias es la revista International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. En dicha revista se publican la mayoria de las
nuevas clasificaciones y se comparan con oftras revistas de igual autoridad
como Systematic and Applied Microbiology y Archives of Microbiology

(Vargas, 2012).
13



1.3 Caracteristicas del género Bacillus.

Se tratan de bacterias en forma de baston (caracteristica que les confiere
el nombre), son Gram positivas, aerobios estrictos o anaerobios facultativos.
Sus esporas pueden reflejar la luz, son refringentes y resisten altas
temperaturas debido a su cubierta. Se les puede encontrar principalmente
en suelo, agua y en organismos en descomposicion; en laboratorio, sus
condiciones Optimas de crecimiento son 37°C con un pH de 7 (Zeigler Daniel,
2008).

Los microorganismos de este género son considerados generalmente como
inocuos, Bacillus subtilis por ejemplo se encuentra dentro del grupo GRAS por
sus siglas eninglés, lo que significa que es generalmente considerado seguro,
por lo cual ha sido empleado como probidtico en la industria alimenticia
para incrementar la produccion y calidad de la leche en el ganado vacuno
(Westers et al., 2004).

Este microorganismo suele encontrarse en el medio en forma de espora, esta
estructura se desarrolla en un esporangio formado por dos compartimentos
celulares: célula madre y espora. Este proceso consiste en diferentes etapas,
conocidas como estadios. En el estadio 1: Son activados los genes
involucrados en el inicio al proceso de esporulacion. En este punto, el
desarrollo de las endosporas puede interrumpirse si se anaden nutrientes en
el medio de los microorganismos, por lo que se considera reversible. Durante
el estadio 2 no obstante, una vez que inicia el proceso se vuelve irreversible
y confinua hasta que la espora se encuentra completamente formada

(Soberdn y Bravo, 2001).

La habilidad de formar endosporas cuando las condiciones del medio no
son favorables permite su persistencia, por ejemplo, en ambientes en los que

los nutrientes son escasos, o el agua no se encuentra disponible. La

14



esporulacion es un proceso de diferenciacion celular que se encuentra

mediado por senales fisioldgicas, ambientales, moléculas de senalizacion

(Setlow, 2014).

En la figura 3 se muestran células vegetativas de Bacillus subtfilis y la

endospora en formacion.

7
7

Figura 3. Muestra la preparacion de un cultivo de Bacillus subtilis en el proceso de esporulacion.
La muestra fue tefiida con verde de malaquita, la célula vegetativa se encuentra tefiida de rojo,
mientras que la espora se observa de color verde.

Elaboracion Propia.

El género Bacillus comprende solo una fraccion de los microorganismos que
son capaces de producir endosporas, ademas estd reportado en literatura
su habilidad para producir diversos metabolitos secundarios de naturaleza

antibidtica (Zaman et al., 2017).
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1.4 Pruebas bioguimicas empleadas para la caracterizacion del género Bacillus.

Las pruebas bioguimicas se realizan determinando las caracteristicas
metabdlicas de las bacterias, son los métodos de identificacion bacteriana

mas empleados en los laboratorios.

Algunas de las pruebas bioquimicas de rufina son: Fermentacion de
carbohidratos, la prueba de rojo de metilo (la cual determina la capacidad
de un microorganismo de fermentar glucosa), la prueba de lactosa en la
que se determina la capacidad de los microorganismos para fermentar
lactosa y diferenciar entre las enterobacterias y coliformes, la prueba de
catalasa que permite distinguir a los microorganismos que cuentan con esta
enzima y son capaces de descomponer el peréxido de hidrégeno en agua
y oxigeno en comparacion con los que carecen de ella, existen ademas
otras pruebas como son la de movilidad en medio SIM en la que se
determina la movilidad de los microorganismos y la producciéon de indol y

sulfuro de hidrégeno.

Estas pruebas son muy Utiles en el laboratorio porque reducen el tiempo de
identificacion de los microorganismos, son precisos y por lo tanto confiables,
para la identificacion de alguna especie bacteriana de interés (Techniques
for Oral Microbiology , 2015).

Algunas de las pruebas bioguimicas empleadas para identificar bacterias

pertenecientes al género Bacillus son las mostradas en la tabla 1:

Tabla 1. Pruebas bioquimicas para la identificaciéon de Bacillus spp.

Prueba bioquimica. Reaccion
Oxidasa Positivo
Catalasa Positivo
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Fermentacion de glucosa Positivo

Prueba en agar hierro triple azdcar Positivo
Produccioén de lecitinasa Positivo
Prueba de la hidrolisis del almiddn Positivo

Elaboracion propia usando como fuente (lzurieta & Andrade, 2015) y (Jiménez et
al., 2010).

1.5 Especies del género Bacillus de importancia en el area de Ia
salud y el ambiente.

Este género comprende bacterias Gram positivas, usualmente halladas en
suelo, también se pueden encontrar en el tracto digestivo de humanos vy
ganado, se ha usado para la produccion de proteinas heterdlogas,
industrialmente han sido empleadas debido que producen una variedad de

enzimas para degradar diversos sustratos (Su et al., 2020).

La presencia del género Bacillus en la biosfera es abundante, se podria decir
que en todos los lugares que los microbidlogos han buscado nuevos
microorganismos se han enconfrado bacterias Gram positivas de este

género (Zeigler Daniel, 2008).
Algunas de las especies de interés que incluye este género son las siguientes:

Bacillus subtilis.

Con respecto a su origen se comenta que, durante la segunda guerra
mundial, los soldados de tropas de Alemania morian por disenteria, causada
principalmente por la bacteria Shigella, cuando se encontraban en el
desierto del norte de Africa. El cuerpo médico notd algo peculiar, cuando
las personas que vivian en esa zona se enconfraban afectados por esta

enfermedad recogian restos de excremento de los camellos y se lo comian.
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Sorprendentemente alos pocos dias se hallaban curados de la enfermedad.
Los habitantes de esa localidad no sabian coémo o porque se curaban, solo
sabian que funcionaba, y lo habian hecho por cientos de anos. Asi que los
meédicos alemanes tomaron muestras del excremento y lo analizaron, al

hacerlo aislaron a Bacillus subtilis (Philipp Dettmer, 2021).

Con este conocimiento, los médicos comenzaron a administrar dosis de
estas bacterias a los soldados alemanes que se enconfraban moribundos,

consiguiendo que estos se curaran (Philipp Dettmer, 2021).

B. subtilis es una de las especies bacterianas que son aisladas con mayor
frecuencia, su distribucidn en el ambiente es ubicua, lo cual estd
relacionado con su alta resistencia al frio, calor y desinfectantes comunes.
Es un microorganismo modelo para el estudio de la division celular, secrecion
de proteinas, desarrollo de biopeliculas, produccidn de metabolitos
secundarios, intercambio de citoplasma a través de nanotubos
intercelulares, se considera una especie esencial en la industria,

biotecnologia, ciencia basica y la medicina (Sapkota, 2022).

Esta especie ha sido empleada como un microorganismo modelo en
estudios que se relacionan con la replicacion del cromosoma bacteriano.

En la tabla 2 se muestra la clasificacion taxondmica de esta especie.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Bacillus subtilis.

Dominio. Bacteria.
Filo. Firmicutes.
Clase. Bacili.
Orden. Bacillales.
Familia. Baciliaceae.
Geénero. Bacillus.
Especie. B. subtilis

Elaboraciéon propia

18



Bacillus subtilis, fue la primera bacteria Gram positiva cuyo genoma fue
secuenciado. El genoma completo contiene unos 4200 genes, de los que
solo son esenciales 253 para realizar el cultivo en el laboratorio, esto significa
que ese el nuUmero minimo de genes necesarios para que la bacteria tenga
un desarrollo 6ptimo. Las propiedades antimicrobianas y antifUngicas son
debidas a la bioactividad de los metabolitos secundarios que esta bacteria
sintetiza, tales como surfactina y plipastatina. La surfactina es un lipopeptido
gue actua irumpiendo las membranas celulares al intercalarse en ellas, 1o
que conduce eventualmente a la muerte de la bacteria; la plipastatina es
otro lipopéptido producido por Bacillus subtilis y se le conoce principalmente

por sus propiedades antifUngicas (Kovacs, 2019).

Bacillus anthracis.

B. anthracis es el microorganismo causante del dntrax, su descubrimiento se
atfribuye a Pasteur y Koch hacia finales del siglo XIX. A principios de 1876,
Robert Koch aislé Bacillus anthracis de vacas y ovejas, las visualizé bajo el
microscopio y lo que observd células transparentes y con forma de baston.
La bacteria también podia formar esporas redondas inactivas, altamente
resistentes al calor o la desecacion, a los cuales al adicionarse nufrientes se
mulfiplicaban rapidamente. Koch tomd una pequena muestra de sangre de
las vacas infectadas con el bacilo, realizé una incision en la cola de un ratéon
y lo inoculd con estas bacterias. El raton desarrolld las lesiones tipicas de la
enfermedad conocida como dnfrax. Al realizar una diseccion de estos
animales, el bazo se observaba oscuro e inflamado con muchas células del
tejido muertas, estas mismas lesiones se podian apreciar en el pulmon del
animal. Cuando Koch analizd bajo microscopios los tejidos del modelo
animal, observd 1os mismos microorganismos en forma de baston
(Mukherjee, 2022).
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Existen tres vias de entrada de B anthracis al ser humano, las cuales son:

cutdneaq, gastrointestinal y por vias respiratorias (Mock, M.; Fouet, 2001).

Para que la infeccidn se pueda llevar a cabo, B anthracis debe cruzar las
barreras epiteliales. La mayoria de los estudios reportados se refieren a
infecciones en las vias respiratorias. En cuanto a la formas en como B.
anthracis puede lograr ingresar al organismo hospedero son mediante: un
corte en la piel, consumo de carne contaminada con el microorganismo o
a fravés la inhalacion de esporas que se encuenfran dispersas en el

aire(Goossens & Tournier, 2015).

Recientemente se ha descrito una cuarta forma de entrada, que se ha
denominado dntrax por inyeccion, en la cual la bacteria entra al hospedero
por los piquetes de agujas, por ejemplo, en personas que consumen heroina
(Hicks et al., 2012).

Los mecanismos de entrada de B. anthracis se muestran en la figura 4.

e al ]

Figura 4. Representacion grdfica de los mecanismos de entrada de B. anthracis.
a) Via cutdnea b) Alimentos contaminados. C) Objetos punzocortantes.
Elaboracion propia.
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B anthracis ingresa al hospedero en forma de esporas, como se ha
mencionado, estas estructuras son la forma inactiva de la bacteria. Cuando
reciben senales que indican que el medio en el que se encuentran es
favorable para su proliferacion, se rehidratan, reanudan la actividad
metabdlica, germinando y cambiando a la forma activa o célula

vegetativa (Ross, 1957).

La patogenicidad de B anthracis depende principalmente de dos factores
de virulencia: Toxinas y una capsula de poli- y-6- glutamato. Las toxinas
actuan interfiriendo en el proceso de senalizacion de las células del huésped

y la capsula evade el sistema inmunoldgico (Candela & Fouet, 2006).

De acuerdo con Lowe, et al., 2013, no se conoce cudl es el niUmero de
esporas necesarias para cruzar la barrera epitelial y comenzar la infeccidn,
estas son capaces de reactivarse en cuanto las condiciones del medio sean

favorables (Lowe et al., 2013).

Cuando las esporas ingresan en el organismo, la bacteria se reactiva vy
comienzan aliberar toxinas, se ha reportado que el efecto principal de estas
toxinas es la supresion del sistema inmunoldgico vy la muerte de las células
del hospedero (S. Liu et al., 2014).

Grupo Bacillus cereus.

El grupo Bacillus cereus comprende las siguientes especies: Bacillus cereus,
Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides y B anthracis. Recientemente se ha

anadido |la bacteria Bacillus weihenstephanensis (Lechner et al., 1998).

La especie Bacillus cereus son bacterias Gram positiva, capaces de formar
esporas, aerobios o anaerobios facultativos, poseen forma de baston,

ampliomente distribuidos en la naturaleza y se encuentra estrechamente
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relacionada de forma fenotipica y genotipica con ofras especies del género

Bacillus, especialmente con B anthracis (Ashy et al., 1991).

B. cereus y B. thuringiensis son especies prdacticamente idénficas, las
diferencias radican en los plasmidos y los genes cry (sélo presentes en B
thuringiensis). Las enterotoxinas que producen ambas especies son las
mismas. Se ha reportado que B. cereus es responsable de intoxicaciones
alimentarias; la diarreica y la emética, siendo una enterotoxina y toxina
eméticarespectivamente, las causantes de estas afecciones (Jackson et al.,
1995).

Algunas cepas de B. cereus han sido consideradas benéficas y han sido
utilizadas como probidticos (Properties of the Bacillus Cereus Strain Used in
Probiotic CenBiot, 2016).

Los reservorios naturales para esta especie son: materia orgdnica en

descomposicion, cuerpos de agua y fomites (Jensen et al., 2003).

Las esporas germinan una vez que enfran en contacto con materia
orgdnica o bien en un organismo rico en nutrientes y por lo tanto apto para

su proliferacion (Arnesen et al., 2008).

Patogénesis: La patogenicidad de B. cereus, ya sea intestinal o no intestinal
se presenta debido a que estos microrganismos tienen la capacidad de

producir exoenzimas destructoras de tejidos (Granum, 1994).

Dado que B. cereus se encuentra ampliamente distribuida en el ambiente,
se ha hallado desde 1988 que son causa de enfermedades nosocomiales a

personas con un sistema inmunoldgico deprimido (Richard et al., 1988).
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Paenibacillus polymyxa.

Anteriormente, a esta especie se le conocia como Bacillus polymyxa, se
consideraba en el género Bacillus debido a sus caracteristicas fenoftipicas,
como lo son la forma de bastdn y la formacion de endosporas. Esto cambid
cuando en 1993, Ash y colaboradores demostraron mediante técnicas
comparativas de ARN ribosomico 16S, que esta bacteria que se conocia
como B. polymyxa pertenecia a un género diferente, al cual se denomind
Paenibacillus polymyxa. Se le otorgd este nombre a partir de la raiz en latin
Paene: casi o parecido; el género de la bacteria Bacillus, por consiguiente,
Paenibacillus significa “casi un bacilo”, puesto que deriva de dicho género

de bacterias, no obstante, es flogenéticamente diferente (Ash et al., 1993).

Fenotipicamente, las especies que se agrupan en Paenibacillus reaccionan
débilmente a la tincidon de Gram, siendo en los cultivos mads jovenes donde
aparentan no reaccionar a la tincion de Gram. Distintas cepas de P.
polymyxa han sido capaces de generar enzimas degradadoras de la pared
celular, tales como R-1-3 glucanasas, celulasas, quitinasas, proteasas y xy

lanasa (Lal & Tabacchioni, 2009).

P. polymyxa se encuentra naturalmente en diversos sitios, tales como son:

suelos y en larizosfera de diferentes cultivos (Guemouri-athmani et al., 2000).

De acuerdo con un estudio llevado a cabo por Zengguo, etf. al., 2023, Se
demostrd con una cepa de Paenibacillus polymyxa es capaz de coproducir
dos antibidticos, la polimixina E1 y ofro compuesto, un péptido
antimicrobiano denominado paenibaciling, el cual se caracterizé como un
lantibidtico. La polimixina E1 tuvo actividad contra bacterias Gram
negativas, en cuanto al lantibidtico se observd actividad hacia bacterias

Gram positivas (He et al., 2007).
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Bacillus thuringiensis.

Es un bacilo Gram positivo, sus dimensiones son de 3 a 5 uym de largo por 1 a
2 um de ancho. Posee la caracteristica de producir esporas (de igual forma
que las demdas bacterias del mismo género). Se trata de un microorganismo
principalmente aerobio y anaerobio facultativo, con actividad de catalasa
positivo. Tiene la capacidad de fermentar glucosa, fructosa, trealosa,

maltosa y ribosa (Sauka & Benintende, 2008).

Esta bacteria se encuentra naturalmente en el suelo, pertenece al grupo
Bacillus cereus y su principal uso es como bioinsecticida en los cultivos. Se
distingue de las ofras bacterias del mismo grupo, por el hecho de poseer
estructuras  cristalinas  de  naturaleza  proteica con  actividad
entomopatdégena conocidas como toxinas Cry (del inglés Crystal) vy
Citolitica (Cyt). Las toxinas Cry son muy diversas y atacan principalmente a
insectos del orden Lepidoptera, Diptera y Coleoptera, mientras que las
toxinas Cyt se hallan principalmente en cepas que tienen actividad contra
Dipteros. Un hecho importante en la biotecnologia fue la incorporacion a
través de ingenieria genética de los genes Cry en plantas, por lo que estas
plantas modificadas genéticamente (cultivos Bf) son capaces de producir
por ellas mismas las foxinas que les confieran proteccion contra las plagas
(Lagadic et al., 2014).

Las toxinas producidas por B thuringiensis son especificas contra ciertas
especies de insectos, pero no son daninos para los seres humanos u otros

organismos (Bravo et al., 2011).

El grupo mds grande de proteinas Cry que existe es el grupo de la familia 3D,
de las cuales existen mdas de 50 grupos diferentes. Las distintas proteinas de
este grupo poseen una estructura similar, lo cual sugiere que tengan un

mecanismo de accidn acorde. El mecanismo de accién de estas proteinas
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es altamente especifico, se muestra en la figura 5 y estd integrado por las

siguientes etapas (Bravo et al., 2011, Schunemann et al., 2014):

1) Solubilizacion de los cristales en condiciones de pH alcalino para la
liberaciéon de la protoxina

2) Activacion de las protfeinas, para ser activa debe sufrir protedlisis por
parte de las enzimas proteoliticas del infestino de los insectos

3) Unidn areceptores especificos en las microvellosidades de las células
intestinales, esta unidn se ha reportado que es irreversible.

4) Formacién del poro, las proteinas activas unidas a las células
intestinales, se oligomerizan y forman poros en la membrana,
disrumpiendo el tejido y alterando el equilibrio osmotico

5) Lisis celular, ocasionada por la enfrada y salida de material, ademds

de ocurrir una infeccién generalizada (sepsis) que conduce a la

muerte.
(1)| Espora  protein (2) Disolucién de las
ingerida.

cristal. proteinas Cry

B. thuringiensis

(3) Activacion de la proteina

‘»9»0‘

Cristal  §-toxins  Toxin

(4) Unidn a receptores
especificos.

X

Membrana peritrofica.

(5)Vacuolacién del
citoplasma

/-w_

Lisis de la célula
LS J

Células intestinales.

Figura 5. Mecanismo de accion de B thuringiensis: ingesta de la bacteria
(1); solubilizacion de los cristales (2); activacion de la proteina (3); union de las proteinas a los
receptores (4); formacion del poro en la membrana y lisis de la célula (5).
Imagen modificada en base a la referencia (Schiinemann et al., 2020).

25



Las toxinas que Bacillus thuringiensis produce y son efectivas contra insectos,
son de los metabolitos mdas estudiados de este microorganismo, ademas B.
thuringiensis es capaz de sintetfizar ofras sustancias con cualidades
antimicrobianas, especialmente nos referimos a las bacteriocinas. Estas
estructuras son péptidos pequenos, formados por unos 12 a 70 aminodcidos,
poseen actividad antibidtica y sintetizados por organismos procariontes. Se
ha hallado que estas bacteriocinas son eficaces tanto para bacterias Gram

positivas como para las Gram negativas (Salazar-marroqui et al., 2016).

1.6 Metabolitos de importancia en la salud producidos por el género
Bacillus

Los compuestos antibidticos producidos por este género se pueden clasificar
en dos tipos: Los sintetizados mediante ribosomas, que son péptidos, incluyen
alas bacteriocinas y los de sintesis no ribosomal que comprenden pequenos
péptidos sintetizados enzimdaticamente. Algunos ejemplos de anfibioticos
producidos de forma ribosomal son los lantibioticos, los cuales se encuentran
modificados con aminoacidos no estandar como la lantionina, esto refuerza
la actividad antimicrobiana. Es importante aclarar que estos antibioticos no
suelen ser tan comunes en el mercado de antibioticos medicos, dado que
son mas utilizados en la industria alimentaria. Entre los anfibioticos no
ribosomales podemos encontrar Penicilina, vancomicina, daptomicina
(Rukmini et al., 2015).

Existen diversas especies del género Bacillus capaces de producir una
diversidad de metabolitos con propiedades antimicrobianas que

proporcionan beneficios a la salud humana (Zeigler Daniel, 2008).

La investigacion en este campo es de suma importancia, ya que, con el

paso del tiempo y el uso indiscriminado de los antibidticos, las bacterias
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patdgenas han evolucionado y adquirido genes de resistencia que les
permiten contrarrestar los efectos de los antibidticos disponibles; si esto
continua, en algunos anos serd extremadamente complicado hallar algun
farmaco efectivo para confrarrestar a las bacterias patdgenas
multirresistentes causantes de enfermedades en los humanos (Abebe et al.,
2016).

En la tabla 3 se muestran algunos de los principales productos del

metabolismo de estos microorganismos.

Tabla 3. Antibioticos producidos por distintas especies del género Bacillus que son

usados en salud humana.

Antibiotico Uso contra Especies del género Referencias
producido Bacillus
Bacitracina Staphylococcus aureus, (Rukmini M,
Micrococcus luteus, B. licheniformis Sahoo D, Dalei
Pantoea ananatis, Bacillus J,2015)
cereus.
Gramicidina Bacterias gram positivasy  Brevibacillus brevis (Kaman WE,
ciertas bacterias Gram Nazmi K,
negativas. Voskamp-Visser
Al, 2022)
Tyrocidina Salmonella typhi, B. brevis (Jibao Zhu et
Staphylococcus aureus, al., 2021)
bacterias Gram positivas.
Subtilina Listeria monocytogene, B. subtilis (Halami, 2019)

Bacterias Gram positivas y
Gram negativas.

Polimixina Bacterias Gram P. polymyxa (Stoica et al.,

negativas. 2019)
Edeina Conidia sp., Bacterias B. brevis (Johnson ET,
Gram positivas y Gram Bowman MJ,

negativas 2020)
Butirosina Bacterias Gram B. circulans (Pournejati R,
negfmvos, moho y Gust R, 2019)

evaduras.

Elaboracion propia
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Es de suma relevancia los continuos trabajos en investigacion cientifica en
el drea de la salud, en especial en la bUsqueda de nuevos antibidticos, ya
que, hasta el momento, no se conocen agentes antimicrobianos a los cuales
las bacterias no hayan sido capaces de desarrollar resistencia, con
excepcion quizd de péptidos antibacterianos que son producidos
normalmente por el sistema inmunoldgico (Henriques Normark & Normark,
2002).

Estos péptidos antfimicrobianos son un producto de la evolucion, se
encuentran distribuidos ampliamente en plantas y animales, lo que sugiere
qgue han tenido un papel fundamental en el éxito de la evolucidon de
organismos mulficelulares complejos. El principio estructural de estos
péptidos es la habilidad de las moléculas de adoptar una forma en la que
grupos de aminodcidos hidrofébicos y catidnicos estdn organizados
especialmente en ciertos sectores de la molécula, con un diseno anfipatico.
Un modelo que explica la actividad de los péptidos antimicrobianos es el
Shai-Matsuzaki-Huang o SMH. Este modelo propone la interaccion del
péptido con la membrana, seguido del desplazamiento de lipidos,
alteracion de la estructura de la membrana y en algunos casos, el péptido

accede al interior de la célula objetivo (Zasloff, 2002).

A continuacion, se describen algunos de los antibidticos que son producidos

por el género Bacillus.

Bacitracina.

En el ano de 1943 se aisldé un bacilo aerobio esporulado Gram positivo de
una fractura de fibia expuesta de los tejidos necrosados que padecia una
nina de nombre Margaret Tracey (de ahi el nombre bacitracina). Se hallé
que producia una sustancia antibidtica que funcionaba como
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bacteriostdtico en un gran nimero de microorganismos. Se comenzaron a
hacer pruebas en ratones, inoculadndole dosis minimas letales de agentes
bacterianos (estreptococo hemolitico) y se demostré que la bacifracina

evitaba el crecimiento de estos patdégenos (William & Daniel, 1982).

Los péptidos que conforman al farmaco bacitracina fueron descubiertos e
identificados por primera vez en 1945 como un producto de Bacillus
licheniformis y Bacillus subtilis, desde entonces se ha realizado un gran
esfuerzo con el objeto de comprender 10s mecanismos de accion del
antibidtico. La bacitracina posee una estructura Unica, con péptidos que no
se suelen encontrar normalmente en proteinas. La biosintesis de este
antibidtico se da por la bacifracina sintetasa, el cual es un complejo
multienzimatico, la sintesis de este metabolito se presenta en las etapas de
crecimiento exponencial tempranas y se estabilizan en la fase estacionaria

(William & Daniel, 1982).

Se ha reportado de igual forma que la bacitracina presenta actividad
contra un gran nUmero de bacterias Gram positivas, no obstante, su efecto

es menor en bacterias Gram negativas (William & Daniel, 1982).

La bacitracina purificada, es una forma concentrada y refinada del
antibidtico bacitracina, después de obtener el antibidtico del medio de
fermentacion, se somete a un proceso de purificacidon para eliminar
impurezas y compuestos no deseados. Este compuesto contiene al menos
10 diferentes dodecapéptidos que son similares, la Unica distincion radica
en uno o dos aminodcidos. La bacitracina purificada se presenta como una
mezcla de variantes de péptidos con propiedades antimicrobianas. Dentro
de estas variantes, la estructura que se encuenfra mejor descrita es la
Bacifracina A. La sintesis de este anfibidtico es de forma no ribosomal,

mediante un gran complejo enzimatico (Konzl et al., 1997).
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La estructura de la bacitracina la conforma un ciclo péptido que estd
compuesto por diferentes aminodcidos, entre los que destacan L- histidina,
L- aspargina, L-lisina, D-ornitina, D-aspartato, D-fenilalanina, D-glutamato,
enfre algunos mads. Enfre los diferentes péptidos que existen de la
bacitracing, la que mejor desempeno ha presentado en cuanto a actividad
bioldgica, ha sido la Bacitracina A. Este compuesto posee un amplio
espectro antimicrobiano, una tasa de excrecidon rdpida, y funciona
restringiendo la sintesis de la pared celular en la mayoria de las bacterias
Gram positivas y en algunas de las bacterias Gram negativas (Jiang Zhu et
al., 2023).

En la figura 6 se muestra la estructura de la bacitracina A.
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Figura 5. Estructura de la bacitracina A.
Elaboracion propia.

NH,

La bacitracina es usada como agente antiinfeccioso en una variedad de
preparaciones farmacéuticas, incluyendo aerosoles, lociones topicas,

unguentos y cremas para piel (Jiang Zhu et al., 2023).
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Gramicidina.

El fdrmaco conocido Gramicidina estd compuesto por varios péptidos, es
decir es un polipéptido, es similar a la bacitracina y a la polimixina. Este
antibidtico, aunado a la tirocidina en una proporciéon de 20/80 compone el
farmaco firotricina, la cual se obtiene de Bacillus brevis. Este compuesto es
activo contra bacterias Gram negativas. Se suele usar como antibidtico

topico junto a otros antimicrobianos (Herrell & Heilman, 1941).

Tirocidina.

La tirocidina A-D junto con gramicidina en una mezcla, fue el primer pépftido
antibidtico que se usd de forma clinica para combatir infecciones topicas.
Estos péptidos son obtenidos por Bacillus brevis. La firocidina tiene la
propiedad de poder interactuar con la membrana bacteriana esto debido

a su naturaleza anfifilica (Jibao Zhu et al., 2021).

La estructura anfipatica del dimero tirocidina sugiere un modelo de como la
molécula interactia con la membrana, en el modelo, la cara convexa
hidrofébica se inserta en la membrana orientdndose hacia el interior de la
bicapa, en tanto que el lado polar concavo se orienta hacia la fase acuosa
(Loll et al., 2014).

En la figura 7 se muestra la interaccion de la tirocidina con la membrana

celular.
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Figura 7. Representacion grdfica de la interaccion de la tirocina con la membrana celular.
Tomado de Loll et al., 2014.

El mecanismo exacto sobre como la firocidina mata bacterias no se fiene
del todo dilucidado, no obstante, se asume que las tirocidinas permean la

membrana bacteriana (Zaitseva et al., 2018).

Subtilina.

La subtilina es una variante natural de la bacteriocina nisin, se ha usado para
realizar diversos estudios genéticos y moleculares, en la investigacion de los
mecanismos biosintéticos de los antibidticos pentaciclicos de clase 1. Existen
algunas variantes de la subfilina, las cuales son la entianina y la ericing,
debido a que su estructura es bastante similar se consideran lantibidticos
parecidos a subtilina. Exhiben actividad principalmente contra bacterias
Gram positivas. Los lantibidticos son una clase especializada de péptidos
antimicrobianos, que son producidos principalmente por bacterias Gram
positivas, su nombre se debe a su estructura molecular, ya que contienen
aminodcidos modificados como la lantfionina y la metil-lantionina, estas
modificaciones estructurales le confieren la capacidad de unirse de forma
especifica a las membranas bacterianas o interferir en procesos celulares

esenciales (Halami, 2019).

Se halld que la ericina se produce en Bacillus subtilis, son dos variantes de

lantibidticos parecidos a la subtilina: ericina S y ericina A (Stein et al., 2002).
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La subtilina muestra actividad antibidtica en el rango nano molar contra un
amplio espectro de bacterias Gram positivas. La actividad antibacterial
ocurre por la permeabilizacidon de la membrana citoplasmdatica de

bacterias sensibles (Parisot et al., 2008).

Polimixina.

Desde la década de 1970, los antibidticos como la polimixina dejaron de
administrarse en personas por la nefrotoxicidad y neurotoxicidad, sin
embrago en los Ultimos anos se han vuelto a usar como Ultimo recurso contra

microorganismos multirresistentes (Lenhard et al., 2019).

Las polimixinas son la colistina (polimixina E) y polimixina B, son antibidticos
constituidos por multiples péptidos, que funcionan alterando la membrana
celular de la bacteria, neufralizan la toxicidad del microorganismo y
provocan su muerte. La colistina es la forma mas usada de las polimixinas

(Bergen et al., 2012).

Edeina.

La edeina es un antibidtico pentapéptido linear, es obtenido a partir de
Bacillus brevis, una de sus caracteristicas es que posee actividad de amplio
espectro. Sumecanismo de accidon se basa en inhibir la sintesis del ADN, ARN

y ribosomas bacteriano (Q. Liu et al., 2022).

Dado que las edeinas son peptidos antibacteriales no son sintetizados por lo
ribosomas, sino por un complejo multifuncional enzimdtico, mediante el

mecanismo de la polimerasa de azufre. Entre otra de las funciones de la
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edeina se encuentra la capacidad de eliminar la resistencia bacteriana

causada por plasmidos al inhibir la division de Bacillus subtilis (Du et al., 2022).

Butirosina.

La butirosina es un antibidtico aminoglucdsidos, posee la caracteristica de
inhibir el crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas. Una de
las cualidades principales que este antibidtico posee es su actividad contra

la especie Pseudomonas aeruginosa (Heifetz et al., 1972).

En la familia de los antibidticos del grupo de los aminoglucdsidos, también
se incluyen antibidticos como kanamicina, neomicina y gentamicina (Lanz
& Booker, 2012).

1.7 El problema de la resistencia a los antibioticos comerciales y los
nuevos retos.

En el planeta, mueren aproximadamente 700 mil personas al ano a causa
de una infeccion provocada por microorganismos resistentes a tratamientos
de primera eleccion. Se estima que esta cifra llegue a ser de 10 millones por
ano para 2050 (Olguin Michel, 2021).

Los cambios en el genoma que permiten a los microorganismos volverse
resistentes a los antibidticos se han presentado gradualmente desde que se
administré por primera vez a un paciente un compuesto con efecto

antimicrobiano.

La forma en que este proceso ocurre es debido a que el genoma de las
bacterias sufre mutaciones, y en algunos casos, estds le confieren al

organismo caracteristicas que le permiten adaptarse mejor al ambiente, e
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incrementar sus posibilidades de supervivencia y reproducciéon (Hershberg &
Petrov, 2010).

Los tipos de resistencia bacteriana se dividen en 3 tipos principales.

Resistencia natural o intrinseca: Las bacterias de una especie con resistencia
intrisnseca son naturalemente insensibles a ciertos antibioticos debido a sus

caracteristicas estructurales o funcionales.

Resistencia adquirida: Ocurre cuando una bacteria originalmente
susceptible al efecto de un antibiotico, desarrolla resistencia mediante
mutaciones o a través de la adquisicion de genes de resitencia de otras

bacterias.

Resistencia adaptativa: Es una respuesta temporal y reversible, es un tipo de
resistencia menos estable y no implica cambios permanentes en el material

genético (Giedraitiene et al., 2011)

Las mutaciones ocurren de forma aleatoria, y algunas de ellas pueden
conferir alos microorganismos la capacidad de sobrevivir ante la exposicion
a los anfibidticos o a ciertos agentes, que en condiciones habituales le
provocarian la muerte. Estas nuevas cualidades se pueden fransferir
verticalmente a las siguientes generaciones entre las células madre vy las
descendientes o a través de los mecanismos de fransferencia horizontal
entre los microorganismos que se encuenfren en el mismo entorno

(Mukherjee & Chamorro Mielke, 2017).

Esto no es algo reciente, ya que se considera que desde que Alexander
Fleming descubrid la penicilina en 1928 alertaba los peligros que podria traer

el uso indiscriminado de este fdrmaco (Fleming, 1945).

En 1940, doce anos después del descubrimiento de la penicilina, pero unos
anos antes de que se usara terapéuticamente, dos miembros del equipo

hallaron una penicilinasa bacteriana, una enzima que degrada el farmaco,
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inhibiendo sus efectos, por lo que desde esas fechas los microorganismos ya

mostraban un comportamiento adaptativo (Davies, 1996).

El problema de la resistencia a los antibidticos no solo es el resultado de la
automedicacion, la falta de conocimiento del uso adecuado de estos, o el
uso indiscriminado por parte del personal de salud en hospitales, también se
debe al empleo indiscriminado de estos en practicas como en la ganaderia
(Arenas & Melo, 2018). Tomemos por ejemplo el caso de la ganaderia, tan
solo en Estados Unidos de América, el 80% de los anfibidticos que se venden
son destinados para su uso en el ganado, esto con el fin de incrementar el
rendimiento de la produccién, mejorar la salud de estos animales y estimular

su crecimiento (Elliott, 2015).

Thomas P. van Boeckel, Ramanan Laxminarayan y colegas en 2010 dieron
estimaciones aproximadas del consumo global de antimicrobianos usados
en agricultura. Usando proyecciones del rdpido consumo de productos de
origen animal, principalmente en paises en vias de desarrollo. Los autores
usaron modelos estadisticos en donde combinaron datos de “densidad del
ganado, proyecciones de la demanda de productos cdrnicos vy
estimaciones de la demanda de consumo de antimicrobianos por paises
desarrollados para hacer el mapeo del uso de anfibidticos en el ganado
(Boeckel et al., 2015).

En el 2010 Thomas P. van Boeckel, Romanan Laxminarayan y colegas
estimaron que los cinco paises que mdas consumieron antimicrobianos para
su uso en el ganado fueron: China, Estados Unidos de América, Brasil, India
y Alemania. Para el ano 2030 se estima que México desplazard a Alemania
como el quinto pais que mds antibidticos consuma para su uso en el ganado
(Boeckel et al., 2015).

En el dmbito del empleo de antibidticos en la ganaderia los microorganismos

resistentes a estos pueden transmitir los genes de resistencia a las siguientes
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generaciones (Van Boeckel et al., 2015; Denamur & Matic, 2006), estos
microorganismos se pueden incorporar a la cadena alimenticia y llegar al

consumidor final en los productos que se venden en supermercados.

Porlo anteriormente planteado conrespecto alaresistencia de las bacterias
a los antibidticos es de suma relevancia realizar investigacion en la
busqueda de nuevos antibidticos eficaces en el fratamiento de bacterias
patdgenas que causan enfermedades, algunas de ellas incluso pueden
conducir ala muerte en el ambiente intrahospitalario o son de alta prioridad
debido a su multirresistencia a los anfibidticos comerciales (Denamur &
Matic, 2006).

Para adquirir estos genes, las bacterias emplean los mecanismos descritos
anteriormente: transformacion, conjugacion y transduccion, que permiten
infercambiar informacion genética horizontalmente a diferencia de los
eucariotas, que solo pueden adquirir genes verticalimente (Giedraitiene,
Agne, et al, 2011).

Esto permite que el flujo de genes ocurra de forma mds rapida, y a la vez
admite la transferencia de genes que pueden resultar ventajosos para la

supervivencia, las bacterias circundantes (Hogan & Kolter, 2002).

El organismo de salud publica internacional mas importante del mundo, la
Organizacion Mundial de la Salud, ha alertado acerca de los peligros que
implican las bacterias multirresistentes a antibidticos. A juicio del Dr. Tedros

Adhanom Ghebreyesus, director general de la OMS:

“La resistencia a los antimicrobianos es una emergencia para la salud
mundial que comprometerd gravemente el avance de la medicina
moderna. Hay una necesidad urgente de aumentar la inversion en
investigacion y desarrollo para luchar con las infecciones resistentes a los

antibidticos, entre ellas la tuberculosis. De ofro modo, volveremos a los
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tiempos en que la gente temia contraer infecciones habituales y ponia en
riesgo su vida si se sometia a intervenciones quirdrgicas sencillas”

(Organizacion Mundial de la Salud, 2017).

Este reto que enfrenta la humanidad se complica por diversas razones: la
necesidad de investigar suficiente en el dreq, la escasez de financiamiento
de las grandes farmaceéuticas, que se enfocan en desarrollar fdrmacos que
generen mayores ganancias. Los lugares donde se realiza investigacion en
desarrollo de nuevos antibidticos son principalmente las universidades
(Forward, 2023).

1.8 Mecanismos de accion de los antibioticos.

El fratamiento prescrito para inhibir el desarrollo de microorganismos
patdgenos ha sido principalmente con el empleo de antibidticos que
inhiban la proliferacion de los patdgenos, que destruyan su pared celular o
gue alteren la sintesis de su ADN o proteinas, también se han empleados
meétodos experimentales como es el uso de fagos para el combate de

microrganismos patégenos (Ganewatta et al., 2017).

Los antibidticos pueden ser clasificados con base en su mecanismo de
accion o como actuan al matar a las bacterias o inhibiendo su proliferaciéon
(Kohanski et al., 2010).

Clasificacion en funcidon de su efecto

1) Bacteriostatico: Suprime el crecimiento de las bacterias (las mantiene
en la fase estacionaria de crecimiento)

2) Bactericida: Mata a las bacterias (Bernatova et al., 2013).
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2. Objetivo General.
Determinacion del potencial antimicrobiano de cepas de Bacillus spp

contra bacterias patégenas del género Salmonella spp y Shigella spp.

2.1. Objetivos particulares:
ldentificar cepas de Salmonella spp mediante la amplificacién por PCR del

gen InvA.

|dentificar cepas de Shigella spp mediante la amplificacion por PCR del gen

ipaH.

Determinar la actividad antimicrobiana de cepas de Bacillus spp contra

cepas de Salmonella spp y Shigella spp.
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3. Justificacién del proyecto.

La resistencia a los antimicrobianos es una problemdtica a nivel mundial, en
2024 la OMS ha actualizado la lista de patdgenos bacterianos prioritarios,
intfegrada por 15 familias de bacterias resistentes, las cuales se clasifican en
prioridad critica, alta y media de acuerdo con su resistencia a los
antibidticos y la necesidad del desarrollo de tratamientos eficaces. En el
grupo de prioridad alta se encuentran Salmonella spp vy Shigela spp, las
cuales, en paises en vias de desarrollo y de bajos recursos, tienen una
morbimortalidad importante. Por lo anferior mencionado es necesario
realizar investigaciones que nos ayuden a enconfrar nuevos farmacos para
enfrentar esta crisis. En este trabagjo se propone investigar el efecto
antimicrobiano de los metabolitos producidos por cepas de Bacillus spp en
cepas de Salmonella spp y Shigela spp, esto debido a que el género Bacillus
ha sido ampliomente reportado como productor de una variedad de
metabolitos de naturaleza anfibidtica y previamente en el laboratorio se

demostrd su capacidad como antifungico.
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4. Hipotesis.
Los metabolitos producidos por las cepas 49.1, 49,2 y 49.3 del género Bacillus

tienen capacidad antimicrobiana contra cepas del género Salmonella spp

y Shigella spp.
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5. Materiales y métodos.

5.1 Cepas empleadas en esta investigacion:

Las cepas del Bacillus spp empleadas en esta investigacion pertenecen ala
coleccion de cepas aisladas de la rizésfera de planta medicinal del
Laboratorio de Microbiologia 402 del EMA-6. (Tabla 4).

Tabla 4. Cepas del género Bacillus spp empleadas en esta investigacion

Cepa Origen Referencia

Bacillus spp 49.1 Rizésfera de planta Cepario del Laboratorio
medicinal 402 EMA-6

Bacillus spp 49.2 Rizésfera de planta Cepario del Laboratorio
medicinal 402 EMA-6

Bacillus spp 49.3 Rizésfera de planta Cepario del Laboratorio
medicinal 402 EMA-6

Elaboraciéon propia

Las cepas de Salmonella spp empleadas en esta investigacion pertenecen
al cepario del Laboratorio de Microbiologia 402-EMA- 6 y se muestra en la
tabla 5.

Tabla 5. Cepas del género Salmonella empleadas

Cepa Origen Referencia

Sal'1 Agua residual Cepario del Laboratorio
402 EMA-6

Sal 2 Cepario del Laboratorio
402 EMA-6

Elaboraciéon propia
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Las cepas de Shigella spp empleadas en esta investigacion pertenecen al
cepario del Laboratorio de Microbiologia 402-EMA- 6 y se muestra en la tabla
6.

Tabla 6. Cepas del género Shigella spp empleadas

Cepa Origen Referencia

Sh 1 Agua residual Cepario del Laboratorio
402 EMA-6

Sh2 Cepario del Laboratorio
402 EMA-6

Elaboracion propia

5.2 Preparacién de medios de cultivo.

En esta investigacion se emplearon los siguientes medios de cultivo:

Medio Luria Bertani (LB): Es Uno de los principales medios empleados en el
dmbito de la Microbiologia, la composicion quimica por litro es: 10 g de
Peptona de caseina, 5 g de Extracto de levadura, 10 g de Cloruro de sodio
y para el medio sdlido se adicionaron 15 g de Agar bacterioldgico, este
medio proporciona los nufrientes necesarios para el desarrollo dptimo de la
mayoria de los microorganismos, una vez preparado el medio fue
esterilizado en autoclave a 121° C durante 15 minutos, posteriormente fue
vertido en placas Petri. Este medio fue empleado para el cultivo de las

cepas de Bacillus spp empleadas para los ensayos de antagonismo.

Medio Agar $S: Es un medio de cultivo selectivo para el aislamiento de
bacterias del género Salmonella spp y Shigella spp, el cual fue preparado
de acuerdo con las indicaciones del proveedor, adicionando la cantidad

necesaria del medio en el agua destilada, el medio fue calentado con
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agitacion hasta el punto de ebullicibn durante unos minutos y no es

necesario esterilizarlo en autoclave.

Medio Tris G: El medio Tris G fue empleado para el cultivo de las cepas de
Bacillus spp, la composicidn quimica por litro fue la siguiente Cloruro de
Calcio (CaCl2.H20) 0.008 %, Sulfato de Fierro (FeSO4.7H20) 0.00025 %,
Sulfato de Cobre (CuSO4.5H20) 0.0005 %, Sulfato de Zinc (ZnSO4.7H20)
0.0005 %, Sulfato de Manganeso (MNSO4.H20) 0.005 %, Sulfato de Magnesio
(MgSO4) 0.02 %, Sulfato de Amonio (NH4)2504 0.2 %, Glucosa 0.2 %, Tris 50
mM pH 7.5, Extracto de levadura 0.15 %, Fosfato de Potasio Di  bdsico

(K2HPO4) 0.05 % y agar al 1.5 % (opcional para medio solido).

5.3 Tincién de Gram de las cepas empleadas.

El principio de la tincion de Gram se basa en la composicion y estructura de
la pared celular de las bacterias. Las bacterias Gram positivas poseen una
pared celular gruesa por las capas de peptidoglicano, en esta region se fija
el colorante cristal violeta, en cambio las bacterias Gram negativas poseen
capas delgadas de peptidoglicano y de alto contenido lipidico. En
soluciones acuosas el cristal violeta se disocia en iones positivos (CV+) y cloro
negativo (Cl-), estos iones pueden penetrar la pared celulary membrana de
las bacterias Gram positivas y negativas. El CV+ interactia con los
componentes negativamente cargados de las células bacterianas,
ddndoles el color, posteriormente los agentes decolorantes interactian con
los lipidos presentes en la membrana de las bacterias Gram negativas vy
positivas. La membrana externa de las bacterias Gram negativas es
removida de la célula, dejando la capa de peptidoglicano expuesta, es asi
como el colorante se puede drenar. Después de la decoloracion, las

bacterias Gram positivas mantienen el color purpura gracias a las multiples
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capas entrecruzadas de peptidoglicano, mientras que las bacterias Gram

negativas pierden el color.(Paray et al., 2023)
Los pasos de la tincion son los siguientes:

1. Colocar en un portaobjetos bajo condiciones de esterilidad una
gota de agua inyectable PiSA, se tomd una asada del cultivo a analizar, se
realizd un frofis.

2. Se fijo la muestra pasando el portaobjetos rdpidamente por la flama
del mechero.

3. Se adicionan unas gotas de colorante cristal-violeta, se dejo tinendo
durante 1 minuto y se realizé un lavado con agua destilada.

4. Se adiciond una gota de Lugol, se dejé actuar por 30 segundos y se
realizé un lavado con agua destilada.

5. Posteriormente se colocd una gota de alcohol-acetona, se dejo
actuar por 15 segundos, se realizd un lavado con agua destilada.

6. Se colocd una gota de colorante de contraste safranina, se dejo
actuar por 1 minuto, se realizé un lavado con agua destilada y finalmente la
muestra se dejo secar.

7. Se colocd un cubreobjetos sobre la muestra y se observd en el

microscopio optico empleando el objetivo 100x.

5.4 Tincién con verde de malaquita (Observacion de esporas).

Se realizd la técnica de tincidn con verde de malaquita para observar el

proceso de esporulacion en cepas de Bacillus spp, de la siguiente forma:

1.- Se colocd una gota en un portaobjetos de un cultivo de 8 dias de
incubacion

2.- Se adiciond una gota de verde de malaquita

3.- Calentar hasta que se emitan vapores durante 3 minutos
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4.- Lavar con agua eliminando el exceso de colorante
5.- Colocar una gota de safranina y dejar actuar 1 minuto
6.- Lavar con agua y secar la muestra

7.- Observar al microscopio

5.5 Extraccién de DNA Gendmico y Electroforesis en Gel de Agarosa.

Las cepas de Salmonella spp y Shigella spp fueron cultivadas en tubos
confeniendo 3ml de medio LB liquido, se colocaron en agitacién continua
durante 8 horas, posteriormente los tubos fueron centrifugados a 11000 rpm
por 5 minutos, para obtener la pastilla celular, se decantd el sobrenadante
y se adicionaron 150 ul de buffer de lisis, para mezclar se agitd en vortex, se
adiciond lisozima a cada tubo con la punta de un padlilo estéril y se
incubaron a 37°C por 15 minutos, posteriormente se agregaron 22 ul de
sarcosil [TM] y 150 ul de fenol-cloroformo-isoamilico, se mezcld por inversion
y los tubos fueron centrifugados a 11000 rom por 5 minutos. La fase acuosa
fue fransferida en un tubo nuevo, esto se repitid dos veces, las fases acuosas
fueron colocadas en un fubo nuevo, al cual se le agregd un volumen de
cloroformo, se homogenizd y se centrifugd a las mismas condiciones del
paso anterior. La fase acuosa fue transferida a un fubo nuevo y se adiciond
un volumen de etanol absoluto y 10% de acetato de sodio, se mezcld por
inversion y se colocd en refrigeracion a -20°C por 20 minutos para la
precipitacion del DNA. Transcurrido el tiempo se realizd una centrifugacion
a 11000 rom por 5 minutos, a la pastilla obtenida se le adicionaron 100 ul de
etanol al 70 %, se eliminé por decantacion el alcohol y la muestra de ADN
se dejo secar. La pastila fue resuspendida en 20 yl de agua estéril y

conservada en refrigeracion a -20°C (Sambrook et al., 1989).
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Se realizd una electroforesis en gel de agarosa a una concentracion al 1 %,
para tenir las muestras se empled el colorante smartglowtm loading dye with

safe Green vy visualizado con luz ultravioleta.

5.6 Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion de PCR se realizd empleando un mix que contenia: buffer PCR
10X, dNTP (2,5 mM de cada uno), 1 ul de Tag ADN- polimerasa, 1 ul de cada
oligonucledtido y 120 ng de DNA. Enla tabla (7) se muestran las secuencias
de los oligonucledtidos empleados. Las condiciones de amplificacion
fueron: desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, 94 °C por 30 seg, un gradiente
de temperatura de 54 a 65 °C por 30 seg, 72 °C por 1 min, extension final a
72 °C por 4min, durante 30 ciclos. Se empled un Termociclador marca
BIORAD Mod T100. Posteriormente se corrid un gel de agarosa al 0.1 % en
buffer TBE 0.5 X y fue tenido con el colorante smartglowtm loading dye with

safe Green vy visualizado con luz ultravioleta.

Tabla 7. OligonUcleotidos empleados

Oligonucledtido  Secuencia Longitud Referencia
Sal'1 GCTGCGCGCGAACGGCGAAG 20 pb [88. 89]
Gen InvA
Sal 2 TCCCGGCAGAGTTCCCATT 19 pb [88. 89]
Gen InvA
Sh1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGTACCGT 27 pb [90, 91]
Gen ipaH C
(Invasion Plamid
Antigen H)
Sh2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTA 26 pb [90, 91]
GenipaH C
(Invasion Plamid
Antigen H)

Elaboraciéon propia
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5.7 Antibiogramas de las cepas de Salmonella spp y Shigella spp.

Se readlizaron ensayos de resistencia a los antibidticos en cepas de
Salmonella spp y Shigella spp para lo cual se empled la técnica de difusion
por disco, estd técnica ha sido utilizada durante mds de 70 anos en los

laboratorios de microbiologia.
Los pasos de esta técnica fueron los siguientes:

1. Seleccionar la colonia de la cepa de interés

2. Inocular con asa bacterioldgica un fubo con 3 mL de medio de culfivo LB
liguido, incubar por 12 horas a 37 °C, transcurrido el tiempo realizar diluciones
seriadas del cultivo (101 a 10¢)

3. Estandarizar la suspension del inbculo conrespecto al tubo 0.5 de la escala
de McFarland

4. Inocular la placa de medio Agar SS con 100 yL del cultivo por la técnica
de extension en placa

5. Colocar discos de antimicrobiano comerciales para Gram negativos serie
2 (Marca Investigacion Diagnodstical).

6. Incubar las placas por 12 horas a 37°C

7. Medir las zonas de inhibicion

8. Interpretar los resultados

5. 8 Obtencién de metabolitos producidos por cepas de Bacillus spp.

Se cultivaron las cepas de Bacillus sp (49.1, 49.2 y 49.3) en medio Tris G liquido
durante 10 dias en agitacion a 120 rom en una temperatura de incubacion
28 oC, transcurrido el tiempo de incubacion se observaron las células al
Microscopio para corroborar la presencia principalmente de esporas. Esta

prueba se realizd debido a que los metabolitos producidos por el género
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Bacillus son sintetizados durante la fase estacionaria de crecimiento, durante
la cual se agotan los nufrientes y las células vegetativas comienzan a
esporular. Una vez que el cultivo estd completamente esporulado se
procedid a obtener los metabolitos producidos microfilfrando el cultivo con
filtfros de jeringa estériles con membranas de poro de 22 um de didmetro. Los

metabolitos se incubaron para probar de su esterilidad.

5.9. Ensayos de antagonismo de los metabolitos producidos por Bacillus spp contra
cepas de Salmonella spp y Shigella spp.

Los ensayos de antagonismo en cepas de Salmonella spp y Shigella spp se
realizaron de la siguiente forma:

1.- Se cultivd las cepas de Salmonella spp inoculando con asa
bacteriolégica un tubo con 3 mL de medio de cultivo LB liquido, los tubos se
incubaron por 12 horas a 37 °C, tfranscurrido el fiempo se realizaron diluciones
seriadas del cultivo (107 a 10)

2. Se selecciond la dilucidn del indculo similar al tubo 0.5 con respecto a la
escala de McFarland

3. Se sembraron 100 uL del cultivo diluido por la técnica de extensidon en
placa en placas Petri con medio LB.

4. Las cqjas Petri fueron incubadas durante 1 hora a 37 °C, franscurrido el
tiempo de incubacion se colocaron gotas de 20 uL de los metabolitos
producidos por las cepas de Bacillus spp.

5. Las cajas fueron incubadas a a 37 °C durante 12 horas, transcurrido el

tiempo se midieron los halos de inhibicion.
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6. RESULTADOS

6.1. Cultivo de las cepas empleadas en medios selectivos.

Las cepas de Salmonella spp y Shigella spp aisladas previamente de
muestras de agua residual del Rio Atoyac, fueron cultivadas en el medio
selectivo diferencial Agar SS (Salmonella y Shigella), la morfologia colonial
de las cepas fue la esperada en este medio, las cepas Sal 1 y Sal 2
presentaron color negro en Agar SS lo cual concuerda con las
especificaciones del proveedor par Salmonella spp y la cepa Sh 1
presentaba un color claro y traslucido correspondiente a Shigella spp (Tabla
8).

Tabla 8. Caracteristicas morfolégicas de las cepas empleadas en medio de

cultivo Agar S$
Cepa Origen Morofologia Género
colonial Presuntivo
Sal 1 Agua residudl Colonias de Salmonella sp
del rio Atoyac color negro
Sal 2 Agua residudl Colonias de Salmonella sp
del rio Atoyac color negro
Sh 1 Agua residual Colonias de Shigella sp
del rio Atoyac color claro
traslucido

La morfologia colonial de las cepas presuntivas de Salmonella spp presentd

la coloracion caracteristica negra en Agar SS (Figura 8).
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Figura 7. Cepas presuntivas de Salmonella en medio Agar SS. A) Salmonella spp cepa Sal 1 a las 24
horas de incubacion, B) Salmonella spp cepa Sal 2 a las 48 horas de incubacion.

Para el caso de Shigella spp en Agar SS se observd que las colonias
presenfaban una coloracion clara y de aspecto translucido, lo cual

concuerda con lo reportado en la literatura para este microorganismo

(Figura 9).

Figura 9. Cepa Sh 1 presuntiva de Shigella spp en el medio de cultivo Agar SS.
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6.2 Tincidn de Gram de cepas de Salmonella spp.

Al realizar la tincidn de Gram de las cepas presuntivas de Salmonella spp se
observé al microscopio que las bacterias presentaban un color rosa-rojizo, lo
cual concuerda con la tincidon de bacterias Gram negativas (Figura 10). De
la misma forma las cepas de Shigella spp Sh 1 y Sh2, mostraron el mismo

patréon de tincion.

Figura 10. Tincion de Gram de la cepa Sal 1 de Salmonella spp.
La observacion fue hecha empleando el objetivo de 40X.

6.3 Extraccién de ADN gendmico de las cepas empleadas.

Se realizé la extraccion de DNA gendmico de las cepas de Salmonella spp
y Shigella spp, este procedimiento se realizd mediante el empleo de
solventes (Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico). Se realizd la electroforesis
de las muestras de DNA extraidas para corroborar la cantidad e integridad
del ADN (Figura 11).
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Figura 11. Extraccion de ADN gendmico en cepas de Salmonella spp y Shigella spp.
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Carril 1.- Salmonella spp Cepa Sal 1, carril 2.-Salmonella
spp Cepa Sal 2, carril 3.- Shigella spp cepa Sh 1, carril 4.- Shigella spp cepa Sh 2, carril 5.- Marcador
de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder.

6.4. Identificacion de las cepas de Salmonella spp y Shigella spp mediante Reaccidn
en cadena de la Polimerasa (PCR).

Para la identificacion por PCR de las cepas presuntivas del género
Salmonella spp y Shigella spp se emplearon oligonucledtidos para la
amplificacion de genes de interés especificos en estos géneros bacterianos,
en Salmonella sp p se detectd la presencia del gen de invasividad Inv A en
las cepas presuntivas del género Salmonella sp, para esto se emplearon los
oligonucledtidos (Sal 1y Sal 2) [88, 89]. El tamano del amplificado del gen

Inv A concordd con lo reportado 300 pb (Figura 11).

En el caso de las cepas de Shigella spp se realizd la deteccion por PCR del
gen ipaH conocido como “invasion plasmid antigen H”, el cual ha sido

reportado en el 99 % de aislados de Shigella (Fitzpatrick, 2010; Sdenz vy
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Sanchez, 2005), para su amplificaciéon se emplearon los oligonucledtidos (Sh
1y Sh 2) El tamano del gen amplificado para el gen ipaH fue de 600 pb en

las 2 cepas (Figura 12).

1.-Sh1

2.-Sh2

3.- Marcador de peso molecular
4.-Sal 1

300 pb 5S5al 2

IpaH 600 pb

InvA

Figura 12. Deteccion mediante PCR del gen ipaH (Shigella spp) y del gen Inv A (Salmonella spp).
Electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Carril 1.- Shigella spp cepa Sh 1, carril 2.- Shigella spp cepa
Sh 2, carril 3.- Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, carril 4.- Salmonella
spp Cepa Sal 1, carril 5.- Salmonella spp Cepa Sal 2.

6.5 Determinacién de la sensibilidad o resistencia a antibidtico en cepas de
Salmonella spp y Shigella spp.

Se realizé la determinacion de la sensibilidad o resistencia a anfibidticos
comerciales en el medio de cultivo Agar SS de las cepas de Salmonella spp:
Sal 1y Sal 2y de la cepa Sh1 de Shigella spp, este medio fue elegido para
observar la pigmentacion caracteristica de las cepas empleadas, los
resultados indicaron que la cepa Sall fue resistente a 7 de los 12 antibidticos
probados y sensible a Amikacina, Cefotaxima, Netiimicina, Ciprofloxacino y

Norfloxacino (Tabla 9 y Figura 12). La cepa Sal 2 resulté ser completamente
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sensible a los antibidticos probados, ya que fue inhibida por los 12

antibidticos, por ultimo, la cepa Sh1 solamente fue resistente a la ampicilina
(Tabla 9 y Figura 13).

Tabla 9. Antibiogramas de las cepas empleadas en agar SS.

Antibidtico Concentracion CepaSal CepaSal2 Cepa Sh
del antibidtico 1
Ampicilina 30 ug R S R
AM
Amikacina 10 ug 21 mm S 6 mm
AK
Carbenicilina 100 ug R S I mm
CB
Gentamicina 10 ug R S I mm
GE
Cefalotina 30 ug R S S
CF
Cefotaxima 30 ug 12mm S S
CFX
Netilmicina 30 ug 8 mm S S
NET
Ciprofloxacino S Hg 14 mm S S
CPF
Norfloxacino 10 ug 12 mm S S
NOF
Cloranfenicol 30 ug R S S
CL
Sulfametoxasol 25 ug R S S
SXT
Nitrofurantoina 300 ug R S S
NF
R= Resistente
S=Sensible

Halo de inhibicidn en mm
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Figura 13. Antibiograma de las cepas probadas. a) Cepa de Salmonella Sal 1, b) cepa de Salmonella
Sal2, c) Cepa de Shigella Sh1.

6.6 Tincion de Gram de la Cepas de Bacillus spp.

Las cepas de Bacillus spp fueron cultivadas en medio Tris G, se observd su

morfologia colonial caracteristica de aspecto ceroso (Figura 14).

Figura 14. Cultivo de cepas de Bacillus spp en medio TrisG.
a) cepa 49-1. b) cepa 49-2. c) cepa 49-3.
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Al readlizar la tinciéon de Gram de las cepas del género Bacillus spp (49.1, 49.2
y 49.3), se observd al microscopio el patron de tincion de las bacterias Gram

Positivas, ya que mostraron un color violeta (Figura 15).

Figura 15. Tincion de Gram de Bacillus spp cepa 49.1, se observa una coloracion Gram positiva.
La observacidn fue hecha empleando el objetivo de 40X.

6.7 Observacién de esporas en cepas de Bacillus spp mediante tincidn con verde de

malaquita.

El empleo de la técnica de tincidn con verde de malaquita permitid la
observaciéon al microscopio de las esporas en las cepas del género Bacillus
(Figura 16) se observa que la célula vegetativa se tine de color rojizo,
mientras que la espora retiene el color verde, al progresar el proceso de

esporulacion ocurre la lisis de la célula.
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Figura 16. Tincidon con verde de Malaquita para la observacion de esporas en Bacillus spp
cepa 49.1.
La observacion fue hecha empleando el objetivo de 100X.

6.8. Ensayos de antagonismo de los metabolitos producidos por Bacillus spp contra

cepas de Salmonella spp y Shigella spp.

Para analizar el efecto antimicrobiano de los metabolitos producidos por las
cepas de Bacillus spp (49.1, 49.2 y 49.3) sobre el desarrollo de las cepas de
Salmonella Sall y Sal2, se realizaron ensayos en el medio de cultivo Agar SS,
los resultados indicaron que en las zonas de aplicacion de los metabolitos
de las cepas 49.1 y 49.2 sobre el cultivo de la cepa Sall, se observd una
disminucion del crecimiento en comparacién del drea control donde no se
aplicaron los metabolitos, en el caso de la cepa Sal2 y de la cepa de Shigella

spp no se observo efecto de los metabolitos (Figura 17).
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Figura 17. Andlisis del efecto antimicrobiano de los metabolitos de las cepas de Bacillus spp
(49.1, 49.2 y 49.3) contra cepas de Salmonella spp.
a) Cepa Sall a 24 h de incubacion, b) Cepa Sal a las 72 h de incubacion,
¢) Cepa Sal 2 a las 72 h de incubacion.
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7. Discusion.

El empleo de técnicas microbioldgicas y moleculares como el PCR en punto
final permitio la identificacion de bacterias pertenecientes a Salmonella spp
y Shigella spp, las cuales fueron aisladas de muestras de agua residual del
Rio Atoyac en la Ciudad de Puebla, los resultados de la amplificacion
concuerdan con el tamano de fragmento esperado. Se ha reportado en la
literatura la deteccion por PCR del gen invasividad Inv A en Salmonella spp
como una herramienta Util para la identificacion de este microorganismo en

muestras de alimentos contaminados (Amin et al., 2012; Mateos, 2017).

En el caso de las cepas de Shigella spp en el presente estudio se eligid
realizar la detecciéon por PCR del gen ipaH conocido como “invasion
plasmid anfigen H"”, esto debido a que ha sido ampliamente reportado
como un marcador presente en el 99 % de aislados de Shigella spp en otros

estudios (Fitzpatrick, 2010; Saenz y Sdnchez, 2005).

Los estudios reportados se enfocan principalmente en el aislamiento y
deteccidon de microorganismos patdégenos como las pertenecientes a
Salmonella spp y Shigella spp en alimentos contaminados, en esta
investigacion se realizo la deteccion de estos microorganismos en muestras
ambientales de agua contaminada, lo cual representa un foco de alertq,
ya que el agua podria ser empleada para el riego de hortalizas y por lo tanto

servir para la fransmision de microorganismos patdgenos.

Al realizar los andlisis de resistencia o susceptibilidad a antibidticos de las
cepas probadas se encontrd que la cepa Sal 1 de Salmonella spp mostrd
resistencia a 7 antibidticos comerciales, esto es de suma relevancia dado
que la Organizacion Mundial de la Salud ha senalado el incremento de la
resistencia a antibidticos en Salmonella spp incluyéndola en la lista de

bacterias de alta prioridad junto Shigella spp. En este sentfido las

60



enfermedades infecciosas son la segunda causa de muerte mds comuUn en
el mundo. Muchos patdégenos infecciosos, especialmente bacterias Gram
negatfivas han desarrollado resistencia a la mayoria de los antibidticos
convencionales. Por lo que es indispensable encontrar antibidticos eficaces
contra estas bacterias, en la literatura se ha reportado que una alternativa
para enfrentar a estar super bacterias es el empleo de los péptidos
antimicrobianos (AMP’s) que se tratan de antibidticos naturales que se
encuentran codificados en el genoma de algunas especies del género
Bacillus (Sumi et al., 2015).

En este estudio se readlizaron andlisis de inhibicion de los metabolitos
secundarios producidos por cepas del género Bacillus contra las bacterias
Gram negativas Salmonella spp y Shigella spp, se observd una disminucion

en el crecimiento de la cepa Sall de Salmonella spp.

En la literatura se han reportado estudios para evaluar la inhibicidon de
bacterias patdgenas de metabolitos del género Bacilus spp contra bacterias
Gram positivas, un aislado de suelo salino cepa GU 057, presentd una amplia
zona de inhibicidn del crecimiento de la bacteria Staphylococcus aureus
(18mm) y contra Micrococcus luteus (13mm). Se reportd que el mdximo
rendimiento de los antibidticos producidos por la cepa fue cuando se cultivd
a la bacteria en una concentracion de glucosa fue del 4%. Este estudio
confimd que la cepa GU 057, era productora del péptido antibidtico

(bacitracina) (Amin et al., 2012).

Se ha reportado que el mecanismo de accién de la bacitracina depende
de la concentracion del medicamento, porlo que puede ser bacteriostatico
o bactericida. Este anftibidtico inhibe la incorporacion de aminodcidos vy
nucledtidos en la pared celular, blogquea la sintesis de esta inhibiendo la
regeneracion de receptores fosfolipidos comprometidos en la sintesis de

peptidoglucanos, pero también dana las membranas formadas
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produciendo la lisis y muerte de las bacterias (Sdenz-Anduaga & Sdnchez-
Saldana, 2005).

Un estudio reporté que para optimizar la produccion de este antibidtico en
cepas de Bacillus spp y su eficacia como antibidtico contra la bacteria
Gram negativa K. pneumoniae, el mejor sustrato para la produccion de
bacitracina fueron los granos de soya, esto debido a las altas

concenfraciones de nitrogeno que posee (Hassan et al., 2020).

El género Bacillus spp sintetiza diversos péptidos de naturaleza antibidtica,
existen dos grupos de estos péptidos, uno que es sintetizado por complejos
sistemas enzimdaticos sin la intervencion de ribosomas y el ofro se trata de
péptidos sintetizados a través de ribosomas, se ha reportado que Bacillus
subtilis produce tres antibidticos ribosomales (TasA, subfilosina y sublancina),
cuatro antibidticos no ribosomales, (bacitracina, bacilisina, plipastatina y
surfactina, el novedoso antibidtico fosfolipidico  bacilisocina vy

neotrehalosadiamina (Sumi et al., 2015).

Las bacteriocinas de esta especie afectan a otfras bacterias Gram positivas
y Gram negativas que son transmitidas al humano por alimentos

contaminados (Sauka, 2017).

En este estudio se encontrd que los metabolitos producidos por las cepas
49.1, 49,2 y 49.3 tuvieron un efecto bacteriostdtico sobre la bacteria Gram
Negativas de Salmonella cepa Sal 1, es necesario realizar mds investigacion
para determinar si los metabolitos responsables son de naturaleza

bacteriocina.

De acuerdo con Cochrane y Vederas la especie Bacillus subtilis son una
excelente opcion para la produccidon de lipopéptidos que tengan la
caracteristica de funcionar como antibidticos con actividad de amplio

espectro confra bacterias Gram negativas y Gram positivas, asi como
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contra bacterias anaerdbicas (Stephen A. Cochrane and John C. Vederas,
2016).
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8. Conclusiones.

Es de suma importancia la confinua investigacion con respecto a la
busqueda de nuevos farmacos que nos ayuden a enfrentar el problema de

la multirresistencia bacteriana a los antibidticos.

En el presente se identificaron a tfravés de PCR microorganismos
pertenecientes a los géneros bacterianos: Salmonella spp vy Shigella spp, 1os
cuales son agentes causales de enfermedades gastrointestinales que siguen
representando un problema de salud. Estos microorganismos fueron aislados
de muestras de agua del rio Atoyac y presentan un perfil de resistencia a
antibidtico

Los andlisis de antagonismo confra los metabolitos de Bacillus spp indicaron
gue existio una disminucion en el desarrollo de la cepa Sall de Salmonella
spp cuando fue expuesta alos metabolitos de las cepas 49.1, 49.2 de Bacillus
spp. en el caso de la cepa de Shigella spp no hubo efecto inhibidor en las

dreas de aplicacion.

Esta investigacion pone de manifiesto el potencial antimicrobiano de los
metabolitos producidos por el género Bacillus contra algunas bacterias

Gram negativas.

Es necesario la identificacion de los metabolitos producidos por las cepas
49.1, 49.2 de Bacillus spp, para entender el mecanismo de accidn sobre las

bacterias probadas.

64



9. Perspectivas.

e |dentificar los metabolitos producidos por las cepas de Bacillus spp
mediante cromatografia liquida HPLC (High-Performance Liquid
Chromatography), con el objetivo de separar los componentes que
se encuentran presentes en el microfiltrado del cultivo de Bacillus spp.

e Redlizar ensayos de inhibicion con los metabolitos identificados en
cepas de Salmonella spp y Shigella spp.

e Readlizar ensayos de inhibicion con los metabolitos identificados en
otras bacterias patdégenas.

e Comparar el antibiograma de las cepas de Salmonella spp y Shigella

spp, en otra condiciéon nutricional como es medio Muller Hinton.
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