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Resumen

Las vesiculas de membrana (MVs) son estructuras nanométricas producidas por diversas bacterias.
Las MVs desempenan funciones fundamentales en la comunicaciéon microbiana, en la transferencia de
genes y en la modulacion de la respuesta inmunoldgica. En esta investigacion, se caracterizaron las
MVs producidas por Peribacillus simplex, una bacteria Gram positiva, encontrada en el fermento
tradicional mexicano denominado: tepache. Ademas, se analizaron sus caracteristicas de
inmunomodulacién, estabilidad estructural y las relaciones con bacterias patégenas en un modelo
murino. Las MVs fueron aisladas y purificadas utilizando cultivos en medio BHI, con y sin ampicilina.
Notoriamente, se observé una mayor produccion de vesiculas en situaciones de estrés por antibiético.
Las MVs demostraron estabilidad estructural ante diferentes niveles de pH que simulan el ambiente
gastrointestinal; la conservacién de su actividad funcional sugiere una integridad suficiente para su

potencial uso por via oral.

Los andlisis realizados a las MVs, incluyeron ensayos de inhibicion del crecimiento bacteriano, curvas
de crecimiento en co-inoculacién y pruebas de transferencia de genes. Los resultados mostraron que
las MVs no presentaron actividad antimicrobiana directa, sin embargo, si promovieron la transmision
horizontal del gen de resistencia a betalactdmicos como BlaTEM y controlaron el crecimiento bacteriano.
En cuanto a su inmunogenicidad, a través de la inmunizaciéon en el modelo murino y la deteccion de
anticuerpos por ELISA, se evidencid que la via de administracién condiciona la respuesta humoral: la
intraperitoneal promovio IgG e IgM, mientras que la oral estimuld principalmente IgA, lo que indica una

activacion diferencial del sistema inmunoldgico.

La evaluacién de proteinas mediante SDS-PAGE y Western blot mostré un perfil particular de proteinas
inmunorreactivas, alguna de ellas presente solo en las MVs. Estos resultados resaltan el potencial
biotecnoldgico de las MVs de P. simplex como plataformas inmunomoduladoras, lo que propone posibles

usos en la creacién de vacunas y probioticos optimizados.

Palabras clave: Peribacillus simplex, MVs, tepache, inmunomodulacion, transferencia horizontal de

genes, fermentacion tradicional, resistencia antimicrobiana



1.0INTRODUCCION

En México, los fermentados tradicionales como el tepache, el pulque, el pozol, tejuino, tuba,
representan un patrimonio cultural por su importancia histérica y gastronédmica, construyen
sistemas biolégicos de gran interés cientifico al funcionar como fuentes naturales de
microorganismos con diversas propiedades metabdlicas y bioldgicas. Estos fermentados estan
conformados por comunidades microbianas complejas, integradas principalmente por
levaduras, bacterias y mohos, las cuales interactuan entre si y con el entorno, dando lugar a la
produccion de compuestos bioactivos como acidos grasos, vitaminas, enzimas y otros

metabolitos conocidos como postbioticos..

Los probiéticos son microorganismos vivos con efectos beneficiosos para la salud; los
prebidticos son sustratos que estimulan selectivamente el crecimiento y la actividad de bacterias
benéficas en el intestino; y los postbidticos corresponden a los compuestos bioactivos
producidos por los probiéticos durante el metabolismo de componentes dietéticos. Cada uno
cumple una funciéon especifica en la relacion simbidtica con el huésped y contribuye al
mantenimiento de la homeostasis; estos tres componentes han mostrado potencial como
estrategias complementarias para promover la salud y apoyar el tratamiento de diversas

enfermedades sistémicas (Ji et al., 2023).

Uno de los mecanismos relacionados con los efectos benéficos atribuidos a los probioticos y
postbidticos es la liberacién de vesiculas de membrana (MVs). Estas estructuras nanoesféricas,
producidas por diversas bacterias, facilitan la comunicacion tanto entre microorganismos como
entre las bacterias y el hospedero. Las MVs pueden contener proteinas, lipidos, polisacaridos,
ADN y distintos metabolitos bioactivos, lo que les permite intervenir en procesos de sefalizacion

celular, competencia microbiana y regulacién de la respuesta inmunitaria.

Peribacillus simplex no habia sido previamente reportada en el tepache, ni se habia descrito su
capacidad para producir vesiculas de membrana (MVs) en este tipo de fermentados
tradicionales. Este estudio permitié identificar la presencia de P. simplex en muestras de
tepache y se evalud su capacidad para producir MVs, aportando evidencia novedosa sobre la
diversidad microbiana presente en fermentados tradicionales y ampliando el conocimiento sobre

el potencial funcional de esta especie en aplicaciones biotecnolégicas, alimentarias y médicas.
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1.1 FERMENTADOS TRADICIONALES Y SU RELEVANCIA EN MEXICO

Los alimentos fermentados tradicionales representan una fuente rica y diversa de
microorganismos con funciones biolégicas que aun poco exploradas. En México bebidas como

el pulque, el pozol, el tejuino, la tuba y el tepache representan un valor cultural y gastronémico.

El pulque es un ejemplo de una bebida fermentada tradicional mexicana elaborada a partir del
aguamiel del maguey representando uno de los fermentados mas emblematicos del pais. Su
proceso de fermentacion es principalmente por levaduras, como Saccharomyces cerevisiae y
bacterias acido-lacticas, del género Lactobacilllus ssp (Escalante etal., 2016). Diversos
estudios han sefialado que el pulque contiene péptidos funcionales, compuestos bioactivos y
vitamina B que ayudan a la salud gastrointestinal, favorecen la digestion y promueven la
regulacion del sistema inmune. Se ha reportado su posible efecto antinflamatorio y antioxidante
esto lo convirtiendolo en un alimento funcional que ha generado un interés cada vez mayor en

el ambito cientifico y nutricional (Gonzalez et al., 2020).

El tejuino es una bebida tradicional consumida en el norte y occidente de México. En este
contexto, se evalud el potencial probidtico de la cepa Lactiplantibacillus plantarum BI-59.1,
aislada de esta bebida. La cepa demostroé propiedades probioticas relevantes, entre ellas la
produccion de compuestos antimicrobianos como acido lactico y la presencia del gen de
plantaricina A. Asimismo, presenté capacidad de inhibicion de enteropatdgenos tanto por
células planctonicas como por sus metabolitos, destacando la inhibicion de Salmonella
enterica serovar Typhimurium en su adhesion a células HT29-MTX. Mostrando la capacidad de
formacidn de biopeliculas, adhesion bacteriana (3,96 UFC/célula en células HT29-MTX) vy
tolerancia a condiciones gastrointestinales simuladas, incluyendo pH 3 y sales biliares (Garcia-
Reyes et al., 2023).

El vino de palma mejor conocida como tuba es una bebida tradicional elaborada a partir de la
savia recolectada de diversas especies de palmeras y consumida en distintas regiones de
México en los estados de Guerrero, Colima y Michoacan. Se obtiene mediante la extraccion de
savia, las inflorescencias de Cocos nucifera L. y se consume tanto como bebida tradicional
Como por sus usos empiricos en el alivio de trastornos gastrointestinales y como rehidratante
(Astudillo-Melgar et al., 2019).



Entre otros fermentados tradicionales mexicanos, el pozol es una bebida fermentada elaborada
con masa de maiz nixtamalizado y caracteristica de regiones del sureste como Tabasco,
Chiapas y Campeche (Xu etal.,, 2023). Su fermentacion involucra una variedad diversa
de bacterias acido-lacticas y levaduras nativas, las cuales trasforman los carbohidratos del maiz
en acidos organicos, mejorando su digestién y aumenta la cantidad de nutrientes (Velazquez-
Lopez et al., 2018). ElI consumo frecuente esta relacionado con beneficios de la regulacién de
la microbiota intestinal, la aportacion de fibra dietética y un efecto probidtico que puede prevenir

infecciones intestinales(NTX, 2013).

El tepache es una bebida fermentada tradicional mexicana cuyo nombre proviene del nahuatl
“tepatli” que significa "bebida de maiz". Sus origenes se remontan en el México prehispanico y
en sus numerosas comunidades indigenas de estados como Oaxaca, Querétaro, Guerrero,
Puebla, Chihuahua, Sinaloa, Sonora, Veracruz, Yucatan, Campeche, Quintana Roo, Tabasco,
Chiapas, Morelos, Baja California y Jalisco (Gobierno de México, 2017). Esta bebida
histéricamente se preparaba a partir del maiz fermentado, en la actualidad se elabora utilizando
cascaras de pifia maduras y pulpa de pifia madura, generalmente sin lavar, a las que se afade
agua y algun tipo de endulzante, como piloncillo o panela. La mezcla se fermenta de manera
espontanea a temperatura ambiente durante uno a varios dias, en recipientes de barro, plastico
o vidrio, sin un control estricto de variables como pH, temperatura o concentracion exacta de
azucares, este proceso favorece la microbiota, dependiente de las condiciones ambientales, lo
que da lugar a una bebida con caracteristicas sensoriales distintivas que varian entre regiones

y productores.

El tepache se caracteriza porque tiene un sabor dulce y ligeramente acido, con bajo contenido
alcohdlico y su asociacion con beneficios para la salud, como la mejora del equilibrio de la
microbiota intestinal. Durante la fermentacion espontanea, los carbohidratos, proteinas y lipidos
presentes en la bebida son trasformados mediante cambios complejos llevados a cabo
principalmente por levaduras y bacterias acido-lacticas, las cuales desempefian un papel muy

importante por sus propiedades funcionales y sensoriales (Ruiz Valdiviezo, 22d. C.).

Estudios microbioldgicos y moleculares han identificado la presencia de especies como
Lactobacillus, Enterococcus, Saccharomyces, Pediococcus, Liquorilactobacillus,

Lentilactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc en diferentes muestras de tepache(de la Fuente-
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Salcido et al.,, 2015; Escobar-Ramirez et al.,, 2020). Estudios metagendmicos basados en
secuenciacion del gen 16S rRNA e ITS han demostrado que la comunidad microbiana del
tepache es mas diversa y dinamica de lo previamente descrito, incluyendo ademas géneros
como Weissella, Fructobacillus, Acetobacter y Gluconobacter, asi como levaduras de los

géneros Hanseniaspora, Pichia, Candida y Kazachstania (Gutiérrez-Sarmiento et al., 2022).

Durante la fermentacion las levaduras predominan inicialmente al metabolizar azucares simples
y producir etanol y CO,; mientras que en fases posteriores se incrementa la abundancia de
bacterias acido-lacticas y acido-acéticas, responsables de la produccion de acidos organicos
que contribuyen al descenso del pH y al perfil sensorial caracteristico. El analisis predictivo
funcional sugiere la activacion de rutas metabodlicas asociadas con fermentacion de
carbohidratos, biosintesis de aminoacidos y produccién de metabolitos bioactivos, lo que
posiciona al tepache como un ecosistema microbiano complejo con potencial funcional y

biotecnoldgico (Gutiérrez-Sarmiento et al., 2022).

Diversas bacterias presentes en este fermentado han sido estudiadas por su capacidad para
producir compuestos antimicrobianos y tolerar condiciones gastrointestinales, lo que ha
despertado interés en su posible aplicacion en el ambito de la salud. En este contexto, los
fermentados tradicionales no solo constituyen una herencia cultural, sino también una fuente de
microorganismos con relevancia biotecnolégica y nutricional, cuyo estudio amplia la
comprensién de la relacién entre fermentacién artesanal y bienestar humano (Cuamatzin-
Garcia et al., 2022).

1.2 PROBIOTICOS Y SU RELEVANCIA

La palabra "probiético" proviene del griego y significa "para la vida"(Bernal Castro et al., 2017).
Los probioticos fueron definidos como "microorganismos vivos" en 2001 por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura (FAO) (Gupta et al, 2009). Estos microorganismos tienen un papel fundamental para
la salud de los seres humanos, especialmente en el sistema digestivo y en la modulacion del

sistema inmunoldégico.



La principal funcién de los probidticos es su capacidad de interactuar con las tres lineas
defensivas presentes en el intestino: la barrera epitelial, la barrera microbiolégica y la barrera
inmunitaria ( Guarner, 2007). La microbiota intestinal esta constituida por un conjunto diverso y
complejo de microorganismos que incluyen bacterias, virus, hongos y arqueas conforman este
sistema microbiano, el cual cumplen funciones esenciales en el metabolismo del hospedero, la
modulacién del sistema inmunolégico y como en la preservacion de la integridad de la mucosa
intestinal, ademas actuan como una barrera contra patégenos (Spigaglia, 2024). Diversos
estudios han asociado a los probidticos con varios beneficios para la salud, entre los que se
incluyen la mejora de la funcién intestinal, el fortalecimiento del sistema inmunolégico, la
disminucién de trastornos digestivos, la prevencidén de infecciones urogenitales y el apoyo al

bienestar mental (dos Reis et al., 2017).

La actividad metabdlica de los probidticos y de otros microorganismos intestinales favorece la
produccion de acidos grasos de cadena corta (SCFA, por sus siglas en inglés) son uno de los
metabolitos mas relevantes producidos por la microbiota intestinal. Estos compuestos son el
subproducto de la fermentacion de fibras dietéticas en el intestino grueso y teniendo una
participacion fundamental en la salud del hospedero. Los SCFA, como el butirato, propionato y
acetato, no solamente optimizan la salud intestinal, sino que ademas ayudan a regular la
respuesta inmunitaria y fortalecen la mucosa gastrointestinal, que es la barrera mas importante
entre el medio externo y el sistema inmunoldgico del cuerpo. Los probidticos funcionan como
moduladores de la microbiota intestinal, ayudando a mantener un equilibrio entre bacterias
patdogenas y benéficas. Los probidticos ayudan a mantener un ecosistema intestinal sano
mediante procesos como la produccion de compuestos antimicrobianos, como acidos
organicos, reuterina, peréxido de hidrogeno la estimulacion de la inmunidad y el hecho de
competir por nutrientes (Reyes et al, 2011). La produccién de metabolitos bioactivos, por
ejemplo, los SCFA, que brindan efectos positivos tanto locales como sistémicos en el hospedero
(Ney et al., 2023).

Las especies pertenecientes a los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus han sido las mas
estudiadas dentro de los probidticos, debido al amplio respaldo cientifico que sustenta sus
efectos positivos. Investigaciones recientes han evidenciado que otros microorganismos que se

encuentran en alimentos fermentados de manera tradicional y en la microbiota ambiental tienen
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la capacidad de ofrecer propiedades probidticas. Estos fermentados como: el pulque, el tepache
y el pozol representan una fuente natural de microorganismos funcionales y constituyen un
campo de interés para investigar la conexion entre la salud humana, la microbiota intestinal y la

alimentacién tradicional (dos Reis et al., 2017).

Cabe destacar que diversos microorganismos provenientes de la microbiota ambiental y de
fermentados tradicionales han demostrado tener la capacidad de funcionar como probidticos,
incluyendo efectos antinflamatorios y benéficos en el metabolismo. Estos efectos resaltan su
potencial positivo en la prevencién y apoyo terapéutico para muchas enfermedades (Hill et al.,
2014).

1.3 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES DE LAS MVs

Las vesiculas de membrana (MVs) generadas por bacterias Gram positivas han surgido como
estructuras de alto interés clinico por su capacidad para mediar la comunicacién bacteria-
hospedero, asi como para modular diversas funciones fisioldgicas e inmunoldgicas. Si bien la
mayoria de los estudios se han centrado principalmente en las microvesiculas de membrana
externa (OMVs) provenientes de bacterias patégenas Gram negativas, investigaciones
recientes han mostrado su capacidad potencial en el diagndstico, tratamiento de enfermedades

y mantenimiento de la homeostasis microbiana en humanos.

Las vesiculas de membrana (MVs), también se conocen como vesiculas extracelulares (EVs),
son estructuras en forma de esférica de tamafio nanométrico que las bacterias Gram positivas
liberan durante su crecimiento. Estas vesiculas tienen un diametro de aproximado entre 10 y
500 nm, se originan a partir de la membrana citoplasmatica y atraviesan la capa de
peptidoglicano mediante procesos de remodelacion de la pared celular. Su estructura esta
formada por una bicapa lipidica que encierra elementos citoplasmaticos; esta puede liberarse

de manera activa o en conjunto con procesos de lisis celular (Bose et al., 2020).
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Figura 1. Produccién y composicién intracelular de vesiculas de membrana externa (MVs) secretadas por

bacterias (elaboracién propia en BioRender).

Las vesiculas de membrana (MVs) producidas por bacterias Gram positivas tienen una gran
variedad de moléculas bioactivas, incluyendo enzimas, proteinas, acidos nucleicos, fragmentos
de peptidoglicano y lipidos. A diferencia de las bacterias Gram negativas, no tienen
componentes periplasmicos y lipopolisacaridos (Liu et al., 2018a). Estas diferencias
estructurales no impiden que las OMVs Gram negativas y las MVs Gram positivas tengan
funciones esenciales como la transferencia genética, comunicacion intercelular, transporte de

moléculas y la regulacion de la respuesta inmunitaria (Wang et al., 2025).

Las MVs desempefian un papel clave en la induccidn de efectos inmunitarios y en la facilitacion
de la transferencia horizontal de genes, ademas tienen la capacidad de encapsular toxinas y
factores de virulencia, permitiendo su entrega del hospedador y su participacidn en procesos
de colonizaciéon y patogénesis (Liu et al., 2018). Estas vesiculas han demostrado una alta
biocompatibilidad y la capacidad de interactuar con el epitelio intestinal en bacterias Gram
positivas con potencial probiético, por la liberacion de enzimas degradativas contra
competidores, la transferencia de genes y la regulacidn de comunidades microbianas

(Domingues et al, 2017). Lo que permite mantener la integridad de la barrera epitelial y la
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homeostasis intestinal al suministrar compuestos bioactivos como los acidos grasos de cadena
corta(Wang et al., 2025).

Cade destacar la particion en el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial y de la
homeostasis intestinal mediante el suministro de compuestos bioactivos, como los acidos
grasos de cadena corta, los cuales ejercen efectos benéficos tanto a nivel local como sistémico.
Un ejemplo de la interaccién bidireccional mediada por vesiculas de membrana (MVs) es
ejemplificada entre Lactobacillus reuteri DSM17938 y Bifidobacterium longum subsp. longum
BG-L47; donde la existencia de una especie modula la produccién de las vesiculas y el efecto
inmunomodulador de la otra, evidenciando el papel activo de las MVs en la estabilidad del

microbioma y en la respuesta del hospedador( Wang et al., 2025).

A partir de estas evidencias las vesiculas extracelulares generadas por bacterias Gram positivas
son consideradas estructuras funcionales esenciales. Estas participan en la liberaciéon y el
transporte de moléculas bioactivas que intervienen en la comunicacion intercelular, la
transferencia genética y la modulacion de la respuesta inmunitaria del hospedador,

contribuyendo a la dinamica y estabilidad del microbioma intestinal (Cao et al, 2021).

1.4 APLICACIONES BIOMEDICAS DE LAS MVs

Las vesiculas de membrana (MVs) producidas por bacterias no patdgenas, constituyen una
alternativa a los antigenos convencionales, debido a que pueden ser usados para aplicaciones
bioldgicas y biotecnoldgicas. Estas estructuras conservan los componentes antigénicos en su
conformacién nativa, lo cual ha permitido el uso de estos productos en el desarrollo de vacunas

seguras y estables sin la necesidad de emplear microorganismos vivos (van der Pol et al., 2015).

También han demostrado una capacidad adyuvante al promover la activacién de células
presentadoras de antigeno e inducir respuestas humorales y celulares con un menor adyuvante
toxico en comparacion con los adyuvantes convencionales. Su estructura de bicapa lipidica les
permite encapsular y transportar compuestos bioactivos, lo que ha impulsado su estudio como
sistemas de liberacion dirigida de farmaco (Bitto et al, 2017), pueden participar en la
transferencia de material genético y en la competencia microbiana, contribuyendo a la

modulacién de la microbiota y a la estabilidad de los ecosistemas microbianos. En conjunto,
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estas caracteristicas posicionan a las MVs de bacterias no patégenas como una plataforma

prometedora para aplicaciones diagndsticas y terapéuticas(Xu et al., 2023).

Las MVs también son agentes antibacterianos indirectos, cuando intervienen en la adhesion de
patdgenos, secuestran antibidticos o péptidos antimicrobianos; ademas, regulan la microbiota
intestinal. En algunos casos, pueden actuar como sefiuelos, secuestrando bacteri6fagos o
neutralizando toxinas, protegiendo bacterias comensales y células del hospedero (Kim et al.,
2023).

1.5 PERIBACILLUS SIMPLEX EN AGRICULTURA Y MEDIO AMBIENTE

Peribacillus simplex es una bacteria Gram positiva que tiene morfologia bacilar, aerébica o
anaerobia de manera facultativa y formadora de esporas, caracteristicas que le favorecé su
elevada resistencia frente a condiciones ambientales adversas. Presenta un amplio rango
crecimiento entre 3 °C y 45 °C, con un éptimo crecimiento entre 25 °C y 37 °C. Esta especie se
caracteriza por tener una extensa distribucion ecoldgica y ser capaz de vivir en varios entornos,

como suelos, rizosfera y sistemas de fermentacion (Yoon et al., 2025).

P. simplex muestra propiedades biolégicas importante teniendo la capacidad de fomentar el
crecimiento de las plantas al aumentar la absorcién de nutrientes y generar compuestos
bioactivos, ademas de su capacidad para ejercer biocontrol contra hongos, nematodos y
bacterias fitopatogenas, estos efectos pueden estar relacionados principalmente con la
produccion de resistencia sistémica en las plantas (Valentine etal., 1996). Ademas, esta
especie ha demostrado su potencial en procesos de biorremediacién, participando en la
degradacion de contaminantes ambientales como hidrocarburos aromaticos y metales pesados,
lo que demuestra su capacidad de adaptacion y su versatilidad metabdlica (Manetsberger et al.,
2023).

1.6 IMPLICACIONES CLINICAS Y NUEVAS INVESTIGACIONES

Si bien Peribacillus simplex ha sido tradicionalmente considerada una bacteria ambiental,
existen reportes clinicos que sugieren su posible papel como patdégeno oportunista. En un caso
reciente, se documentd una infeccion urinaria grave (pionefrosis) en un paciente diabético de

64 anos, causada por una coinfeccion de Klebsiella pneumoniae y P. simplex, lo que
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representa el primer caso de pionefrosis asociada a esta ultima. El paciente presenté dolor
lumbar agudo, fiebre y alteracion del estado de conciencia. Las imagenes revelaron
hidronefrosis severa y abscesos en el musculo psoas. El tratamiento incluy6 drenaje quirurgico
y nefrectomia. Los cultivos microbioldgicos confirmaron la presencia de ambas bacterias (Malihy
et al., 2025).

Este hallazgo resalta la importancia de considerar a bacterias ambientales como P. simplex en
cuadros infecciosos graves, asi como la necesidad de establecer protocolos rigurosos que
descarten contaminaciones de laboratorio. Estos allazgos sugieren la pertinencia de futuras
investigaciones orientadas al estudio de sus vesiculas de membrana. La patogenicidad de esta
bacteria, anteriormente subestimada por su clasificacion como organismo ambiental, se
sustenta en factores de virulencia en especifico, la capacidad de formar biopeliculas para
adherirse a superficies biologicas e inorganicas, la secrecidén de proteasas que contribuyen al
dafio tisular, la resistencia intrinseca o adquirida a ciertos antibiéticos como la penicilina, y
la produccion de endosporas, las cuales le confieren una notable persistencia en entornos
hospitalarios (Lu et al., 2025; Manetsberger et al., 2023b).

2.0 JUSTIFICACION

Actualmente, existe informacion limitada sobre la produccion y secrecion de vesiculas de
membrana (MVs) por Peribacillus simplex, por lo que se desconoce en gran medida la
composicion y funcion bioldgica de su carga. P. simplex una bacteria Gram positiva no patoégena
asociada a fermentados tradicionales como el tepache, donde participa en interacciones

microbianas complejas.
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Aunque no se considera patdgena, la secrecion de MVs por P. simplex podria representar un
mecanismo relevante de comunicacién, adaptacién ambiental y competencia microbiana, al
contener moléculas bioactivas como proteinas, enzimas o péptidos antimicrobianos que
podrian intervenir en la modulacion de la respuesta inmunitaria y en la inhibicién de
microorganismos competidores. Por ello, el presente trabajo se enfoca en caracterizar las MVs
producidas por una cepa de P. simplex aislada del tepache y evaluar su posible actividad
inmunomoduladora y antimicrobiana en modelos murinos, asi como de su actividad
antimicrobiana, resulta necesaria para comprender su papel ecoldgico y funcional, y para

explorar posibles aplicaciones biotecnolégicas desde un enfoque no patogénico.
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3.0 HIPOTESIS

Las vesiculas de membrana (MVs) secretadas por Peribacillus simplex aislado del tepache

mostraran propiedades inmunomoduladoras y antimicrobianas, en un modelo murino.

4.0 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar vesiculas de membrana (MVs) secretadas por Peribacillus simplex aislado del
tepache y evaluar su efecto inmunomodulador, antimicrobiano y potencial de transferencia

genética en un modelo murino mediante administracion intraperitoneal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Confirmar que los aislados sean Gram positivos y descartar la presencia de bacterias
Gram negativas.

2. Aislar y purificar MVs de Peribacillus simplex cultivado en condiciones estandar
mediante centrifugacion diferencial y filtracion.

3. Analizar la actividad antimicrobiana de las MVs frente a bacterias patdgenas
seleccionadas mediante la evaluacién del crecimiento bacteriano en presencia de
diferentes concentraciones de MVs en medio liquido sobre su crecimiento.

4. Evaluar la capacidad de las MVs para facilitar la transferencia horizontal de genes de
resistencia en cepas receptoras.

5. Evaluar la respuesta inmune humoral en ratones inmunizados con MVs por via
intraperitoneal para la cuantificacién de anticuerpos.

6. Caracterizar el perfil proteico e inmunogénico de las MVs.
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6.0 MATERIALES Y METODOS

6.1 MUESTRAS BIOLOGICAS

Se utilizaron muestras de tepache provenientes de la ciudad de Atlixco, Puebla, México. Las
muestras se transportaron en condiciones estériles y fueron procesadas inmediatamente para

el aislamiento bacteriano y la posterior caracterizacion.

6.2 FILTRACION DEL TEPACHE

La muestra de tepache fue sometida a un proceso de filtracion utilizando filtros de PVDF
(Durapore, MF- Millipore) estériles con poro de 0.45 ym y 0.22 um, con el objetivo de separar
las fracciones celulares y obtener el sobrenadante libre de bacterias. Previamente, la muestra
fue centrifugada a 6000 rpm a 4°C durante 20 min para eliminar residuos sélidos gruesos,
conservandose tanto el precipitado como el sobrenadante para posteriores analisis. El
sobrenadante y el precipitado filtrado se inocularon en caldo Luria-Bertani (LB) como medio rico

para favorecer el crecimiento bacteriano y facilitar la identificacion de las especies presentes.

6.3 USO DE MEDIOS SELECTIVOS Y DIFERENCIALES PARA LA IDENTIFICACION DE LA
BACTERIA AISLADA

Para realizar el aislamiento y la diferenciacion de las bacterias presentes en las muestras, se
emplearon medios de cultivo selectivos y diferenciales, entre ellos Agar MacConkey, TSA
(Tryptic Soy Agar) y agar sal manitol (Becton Dickinson). Este ultimo fue utilizado
especificamente para la deteccion de bacterias Gram positivas halotolerantes. Las placas
fueron incubadas a 37 °C durante 24 a 48 horas bajo condiciones aerdbicas. Posteriormente,
se evaluaron las colonias formadas en cada medio con base en sus caracteristicas morfolégicas

y cromaticas, permitiendo asi una clasificacion preliminar de los microorganismos presentes.

6.4 TINCION DE GRAM PARA LA IDENTIFICACION DE BACTERIAS EN EL TEPACHE

La tincion de Gram se utiliz6 como una prueba de control para confirmar que los aislados

correspondieran a bacterias Gram positivas y para descartar la presencia de Gram negativas,
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ya que uno de los objetivos del estudio fue evaluar la produccion de vesiculas por bacterias
Gram positivas no patégenas. Para ello, se tomd una alicuota de 20 uL de cada muestra
(sobrenadante y precipitado), se extendié sobre un portaobjetos y se fijo con calor. Se aplico
cristal violeta al 1% durante 1 minuto, seguido de lavado con agua destilada, Lugol como
mordiente durante 1 minuto, decoloracion con alcohol-acetona durante 15 a 30 segundos, y
contraste con safranina durante 1 minuto. Finalmente, las muestras se observaron en un
microscopio optico (Motic) en objetivo de 100X para la determinacion de la morfologia y tincion

de la pared celular.

6.5 IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA

Los aislados bacterianos obtenidos y caracterizados de forma preliminar se enviaron a un

laboratorio especializado para su identificacion molecular mediante MALDI-TOF.

6.6 PRUEBA DE ANTIBIOGRAMA PARA LA DETERMINACION DE SENSIBILIDAD A
ANTIBIOTICOS

Se evalud la sensibilidad de Peribacillus simplex a diferentes antibioticos mediante la técnica
de difusion en disco en agar Mueller-Hinton. Para ello, se sembroé la bacteria en 3 mL de medio
BHI liquido y se incubd por 24 horas a 37 °C para permitir su crecimiento. Posteriormente, con
un hisopo estéril, la suspension bacteriana se distribuy6é uniformemente sobre la superficie de
placas con agar Mueller-Hinton. A continuacién, se colocaron discos impregnados con distintos
antibioticos (Reactivos para Diagnostico®) sobre el agar, las placas se incubaron nuevamente
durante 24 horas a 37 °C. Finalmente, la sensibilidad antibiotica se determiné midiendo los
diametros de los halos de inhibicion generados alrededor de los discos, siguiendo criterios

estandar de interpretacion.

6.7 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE VESICULAS DE MEMBRANA

Para evaluar el tiempo 6ptimo de produccion de vesiculas de membrana, se cultivaron cepas
de Peribacillus simplex en medio BHI durante 24, 36, y 48 horas. Las muestras fueron
tomadas a intervalos especificos y se realizaron andlisis de crecimiento bacteriano y se

realizaron observaciones al microscopio utilizando tincion de Gram para identificar el
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crecimiento bacteriano y la presencia de vesiculas de membrana en el medio de cultivo. La
cantidad de vesiculas de membrana se estimo visualmente en funcién de su tamano y forma en

las preparaciones microscoépicas.

6.8 PURIFICACION DE VESICULAS DE MEMBRANA (MVs) DE PERIBACILLUS
SIMPLEX EN MEDIOS BHI Y BHI CON AMPICILINA

Para realizar la purificacion de vesiculas de membrana (MVs) de Peribacillus simplex, la
bacteria se cultivd en caldo BHI, sin y con la adicion de ampicilina (100 pg/mL), a 37 °C y 150
rpm durante 48 horas hasta alcanzar la fase estacionaria, finalizando los cultivos se sometieron
a centrifugaciéon a 6000 rpm a 4 °C durante 30 min. para eliminar las células y otros residuos
celulares. El sobrenadante obtenido se filtré a través de membranas de 0.45 umy 0.22 ym para

asegurarla la eliminacion completa de células residuales.

Para la precipitacion de las MVs, se afadid acetona fria en una proporcion 1:1 (v/v) al
sobrenadante filtrado, y se incubd a 4 °C durante toda la noche. Posteriormente, se realizé una
nueva centrifugacion a 6000 rpm durante 30 min. a 4 °C. El precipitado obtenido se resuspendio

en 2 mL de solucion PBS estéril.

Con el objetivo de verificar la pureza de las vesiculas de membrana obtenidas, se llevaron a
cabo tinciones de Gram y cultivos en agar BHI por 24 h a 37°C. La ausencia de crecimiento

bacteriano en las placas se consideré como un indicador de muestras libres de contaminacion.

6.9 CUANTIFICACION DE PROTEINAS UTILIZANDO EL METODO DE BRADFORD

La concentracion de proteinas en las MVs de Peribacillus simplex (MVs) se cuantificod usando
el método de Bradford. Se prepard una curva estandar de albumina sérica bovina (BSA), a partir
de una solucion stock de 1 pg/uL a diferentes concentraciones de BSA (Tabla 1) mediante
diluciones seriadas en PBS, ajustando a un volumen final de 150 yL. Se anadieron 50 yL del
reactivo de Bradford a cada mezcla y se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. La
absorbancia se midié a 595 nm en un espectrofotometro. La concentracién de proteinas de las

MV:s se calculé interpolando los valores de absorbancia obtenidos en la curva estandar.
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Las concentraciones empleadas en la curva estandar se indican en la siguiente tabla:

Tabla 1- Concentraciones especificas de BSA para la determinacion de MVs

Tubo BSA (pL) PBS (uL) Bradford (uL)
1 0 150 50
2 0.5 149.5 50
3 5 145 50
4 10 140 50
5 20 130 50
6 30 120 50
7 40 110 50

En el caso de las muestras de MVs, se utilizaron 5 uL de muestra, completando el volumen con
145 pL de PBS antes de la adicion de 50 uL del reactivo de Bradford.

La concentracién de proteinas presentes en las muestras de MVs se determind mediante
interpolacién de los valores de absorbancia obtenidos, comparandolos con la curva estandar de
BSA. Este procedimiento permitié una cuantificacion precisa de las proteinas para su posterior

analisis.

6.10 EVALUACION DE LA RESISTENCIA BACTERIANA A PH ACIDO Y NEUTRO

Se evaluo la resistencia de las bacterias a diferentes condiciones de pH, simulando un ambiente
acido similar al del estomago y un pH neutro comparable al del tracto gastrointestinal. Las
bacterias se prepararon a una concentracion estandar de 0.5 McFarland, se agregaron 20 pL
de suspensiéon bacteriana en 5mL de medio BHI ajustado a pH 1.3, 3 y 7. Las muestras se
incubaron a 37 °C y se registré el crecimiento bacteriano mediante lecturas de densidad Optica
a 600 nm a intervalos de 0, 1, 2, 3 y 24 horas, centrandose el andlisis en las primeras 3 horas,
ya que a esta concentracion inicial los cambios en viabilidad y adaptacion bacteriana son mas

evidentes.

De manera complementaria, se evalué la estabilidad de las MVs frente a las mismas

condiciones de pH. Para ello, se incubaron 10 ug/uL de MVs en 5 mL de BHI ajustado a pH 1.3,
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3y 7, manteniéndolas a 37 °C, y se midio la densidad optica a 600 nm a los mismos intervalos

de tiempo, con el fin de analizar su integridad y resistencia frente a ambientes acidos y neutros.

6.11 EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DE MVSs DE PERIBACILLUS
SIMPLEX

Se realizd un ensayo in vitro para evaluar el efecto antimicrobiano de las vesiculas de
membrana (MVs) de Peribacillus simplex frente a bacterias patdgenas de importancia clinica:
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii y

Leclercia adecarboxylata.

En placas de 96 pozos se colocaron 100 pL de caldo LB estéril, 50 puL de las MVs a diferentes
concentraciones (20, 50, 100, 200, 300 y 400 pg/mL) y 10 pyL de la suspension bacteriana
ajustada a 0.5 McFarland.

Las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas. Finalmente, se realizé la lectura de absorbancia
a 630 nm en un lector de microplacas con la finalidad de evaluar el crecimiento bacteriano y

determinar el posible efecto inhibidor de las MVs (Santos et al., 2022).

6.12 PERFIL PROTEICO DE MVs EN GEL SDS-PAGE

Para obtener el perfil proteico de las vesiculas de membrana (MVs) de Peribacillus simplex
se realiz6 la técnica de SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de
SDS). Las muestras de MVs previamente purificadas y cuantificadas fueron sometidas a una
lisis con urea 1:1 es decir un volumen de solucidén de urea y un volumen de la suspension de
MVs, lo que facilité la disolucion de las vesiculas de membrana y la liberacion de sus proteinas.
Ademas, se prepard una muestra del lisado total de la bacteria utilizando una lisis con buffer
RIPA compuesto por Tris-HCI 50 mM (pH 7.4), NaCl 150 mM, NP-40 al 1 %, deoxicolato de
sodio al 0.5 % y SDS al 0.1 %, suplementado con inhibidores de proteasas antes de su uso,
para obtener el contenido proteico de la célula bacteriana completa. Ambas muestras, MVs y
lisado total, fueron diluidas en una solucién de carga que contenia SDS y agentes reductores
como el [B-mercaptoetanol para desnaturalizar las proteinas y luego se sometieron a
desnaturalizacién térmica a 95 °C durante 5 minutos.
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Para la electroforesis, se prepararon dos fases de gel: el gel de resolucién, compuesto por una
solucién al 10% de acrilamida, Tris-HCI pH 8.8, SDS, APS y TEMED, vy el gel concentrador,
elaborado con una solucién al 4-5% de acrilamida, Tris-HCI pH 6.8, SDS, APS y TEMED. Las
muestras se cargaron en los pocillos del gel junto con un marcador de peso molecular. Se aplico
un voltaje inicial de 80 V para permitir la alineacion de las muestras en el gel concentrador,
incrementandose posteriormente a 120 V para separar las proteinas en el gel de resolucion.
Una vez concluida la migracion, el gel se sumergié en una solucion de azul de Coomassie
Brilliant Blue G-250 al 0.1 % (w/v) preparada en una mezcla de 20 % (v/v) metanol y 10 % (v/v)
acido aceético durante 2 horas para la tincion de proteinas. Finalmente, se realizé un proceso de
decoloracion con una solucién destefidora con 50 % (v/v) metanol y 10 % (v/v) acido acético

hasta visualizar claramente las bandas proteicas.

6.13 ENSAYO DE TRANSFERENCIA DE MVS EN UN MEDIO LiQUIDO DE BHI CON E. coLI

Para evaluar la transferencia de vesiculas de membrana (MVs) en un medio liquido de BHI
con Escherichia coli DH5q, se cultivo E. coli DH5a en medio BHI a 37 °C con agitacion. La
bacteria fue ajustada a una densidad 6ptica de 0.5 McFarland para garantizar una concentracion
adecuada de células. Una vez que la bacteria alcanzé la fase logaritmica de crecimiento, se
inocularon las MVs previamente purificadas de Peribacillus simplex a concentraciones de 5,
10, 50 y 100 pg/uL. En los tubos de cultivo con 3 mL de medio BHI, se anadié 1.5 yL de
ampicilina para evitar el crecimiento bacteriano en las condiciones de control negativo, mientras
que los tubos con MVs no contenian ampicilina. El cultivo con E. coli DH5a y MVs se mantuvo
en agitacion a 37 °C durante 24 horas para permitir la interaccion entre las MVs y las bacterias

receptoras.

Al final de la incubacién, se recogieron muestras de cada tiempo de incubacién para la
evaluacion de la viabilidad bacteriana. La viabilidad de E. coli DH5a se determiné mediante

recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) en placas de agar MacConkey.

6.14 PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Para la extraccion de ADN genomico, se inoculdé 3 mL de medio BHI con la muestra bacteriana

en los tubos utilizados previamente en la prueba de transferencia de MVs. Luego, se centrifugo
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durante 1 minuto a 11,000 rpm para eliminar completamente el medio. Se anadié 250 pL de
buffer de lisis y una pizca de lisozima, mezclando manualmente, especialmente en el caso de
bacterias Grampositivas. La mezcla se incub6 en un termobloque a 37 °C durante 30 minutos.
Después, se afiadié 50 pL de Sarcosil al 20%, se mezclé y se afadié un volumen de fenol-Tris
pH 8 (fase inferior). La mezcla se centrifugd a 11,000 rpm durante 10 minutos, y se recupero la
fase superior, descartando la fase inferior. A continuacién, se afiadié un volumen de cloroformo,
se agitd y se centrifugd nuevamente durante 10 minutos a 11,000 rpm. La fase superior se
transfirié a un tubo limpio, y se afiadieron dos volumenes de etanol absoluto frio junto con 0.5
mL de acetato de amonio 7.5 M o 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M pH 7. La mezcla se
congelé durante 30 minutos. Después de la congelacion, se centrifugé a 11,000 rpom durante 15
minutos, se decanté el sobrenadante y se lavé el precipitado con 200 pL de etanol al 70%. Se
decanté nuevamente y se secd el ADN con un palillo estéril, sin tocar la pastilla de ADN.
Finalmente, se resuspendié el ADN en 100 uL de agua estéril y se almacend a -20 °C para su

posterior uso.

6.15 AMPLIFICACION DE GENES DE RESISTENCIA POR REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (PCR)

La amplificacion de genes de resistencia por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
llevd a cabo para identificar los genes asociados a la resistencia antimicrobiana presentes en
las muestras de E. coli DH5-a y las MVs. Se disefiaron cebadores especificos para los genes
TEM (Hansen etal 2004), CTX-M (Bauernfeind etal 1996) y KPC (Patrick te al 2009),
relacionados con la resistencia a ampicilina, basandose en bases de datos gendomicas. La
calidad del ADN se comprobd a través de una electroforesis en agarosa, analizando la
integridad de las bandas y descartando degradacién o contaminacién por presencia de RNA o
proteinas visibles antes de realizar las reacciones de la PCR. Posteriormente, se preparoé la
mezcla de reaccion para PCR en un volumen final de 25 yL, que contenia 12.5 uL de Green
Taq DNA polymerase (Invitrogen), 1 uL de oligonucleétido Forward, 1 uL de oligonucleétido

Reverse, 10.5 yL de agua libre de nucleasas, ADN molde, dNTPs, tampones de PCR, y MgCla.

La reaccion de PCR se realizé en un termociclador (Biorad) utilizando las mismas condiciones

para los tres pares de cebadores. Estas incluyeron un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C
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durante 5 minutos, seguido de 30 ciclos que consistieron en desnaturalizacion a 95 °C durante
3 segundos, alineacion a 50 °C durante 1 minuto, y extension a 72 °C durante 1 minuto.
Finalmente, se llevd a cabo una extensién final a 72 °C durante 5 minutos (Hansen etal 2004,
Bauernfeind etal 1996, Patrick te al 2009).

Tabla 2 -. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados en la amplificacion de genes de

resistencia
Nombre del | Secuencia (5°-3’) Tamaio del | Bibliografias
oligonucleétido gen(pb)
TEM-F TTATCCGCCTCCATCCAGTC | 526 Hansen et., al 2004
TEM-R TGGGTGCACGAGTGGGTTAC
CTX-M-F TCTTCCAGAATAAGGAATCCC | 909 Bauernfeind et., al
CTX-M-R CCGTTTCCGCTATTACAAAC 1996
KPC-F ATGTCACTGTATCGCCGTCT | 882 Patrick et., al 2009
KPC-R TTACTGCCCGTTGACGCCCA

6.16 EVALUACION DE LA CAPACIDAD INMUNOGENICA DE LAS MVS Y DISENO DEL
ESQUEMA DE INMUNIZACION EN RATONES

Después de la caracterizacidon de las MVs, se evaluo la capacidad inmunogénica, inmunizando
ratones de laboratorio con un peso promedio de 25 g y una edad adulta. Los animales fueron

mantenidos en condiciones controladas con acceso libre a agua y alimento estandarizado.

Las MVs purificadas fueron administradas por via intraperitoneal en una dosis de 21 ug/ul por
raton. El esquema de inmunizacién consistié en aplicaciones los dias 7, 14, 21 y 28. Las MVs

se administraron con el adyuvante Titer Max en una proporcion 1:1.

El dia 28, se recolectaron muestras de sangre para evaluar la respuesta inmunitaria. Las
muestras fueron centrifugadas a 3,000 rpm durante 10 minutos para separar el suero, que fue
almacenado a -18°C hasta su analisis. La inmunogenicidad de las MVs se verificé a través de
un ensayo de ELISA indirecta, en la cual se cuantificaron anticuerpos especificos del suero de

los ratones. El incremento de los valores de absorbancia en los grupos inmunizados, respecto
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al control negativo sin MVs, indicé que fueron capaces de inducir una respuesta humoral

especifica.

6.17 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DE VESICULAS DE MEMBRANA (MVSs)
PURIFICADAS DE PERIBACILLUS SIMPLEX.

Se realizé inmunofluorescencia indirecta para detectar anticuerpos especificos contra
Peribacillus simplex (P. simplex) en muestras de vesiculas de membrana (MVs). Las MVs
fueron lavadas con PBS y se fij6 una alicuota de 20 pyL de la muestra en un portaobjetos
utilizando 10 pL de paraformaldehido al 4%, dejandolas reposar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, la muestra fue lavada con 3 mL de PBS para eliminar
el exceso de paraformaldehido y tratada con 1 mL de cloruro de amonio al 1% durante 15

minutos para reducir la autofluorescencia.

Se bloqued la muestra con albumina al 2% durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego, las
muestras fueron incubadas toda la noche a 4°C con 10 pL del primer anticuerpo especifico
contra P. simplex, cubriéndolas con un cubreobjetos. Tras tres lavados con PBS, las muestras
fueron incubadas con 10 uL del segundo anticuerpo conjugado con fluorocromo durante 1 hora

a temperatura ambiente, protegiendo las muestras de la luz.

Después de los lavados finales con PBS, se afiadié 5-8 L de vectashield al portaobjetos y se
cubrié con un cubreobjetos. Los bordes fueron sellados con barniz comercial. La muestra se

almacend en una camara humeda y se observé al microscopio de epifluorescencia (Motic).

6.18 ENSAYO DE ELISA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS
CONTRA PERIBACILLUS SIMPLEX Y SUS MVs

Para la isotipificacion de anticuerpos utilizando el KIT ISO2 de Sigma, se preparé una placa de
microtitulacién diluyendo el antigeno a 10 pg/mL y adicionando 30 uL por pozo, incubando a
4°C durante toda la noche o 1 hora a 37°C. Luego, se bloqued la superficie de la placa con 100
ML de BSA al 1% durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados con buffer de

lavado (PBS 0.05% Tween 20), y se anadieron 100 uL de los sueros de ratones inmunizados
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en la dilucion requerida, incubando 2 horas a temperatura ambiente o 1 hora a 37°C. Tras el
lavado, se agregd 50 uL de la dilucién de la subclase de Ig’s (1:1000 en PBS) y se incubd
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de 4 lavados, se afnadié 50 uL de HRP-
goat anti-rabbit 1IgG (1:3000), incubando 30 minutos a temperatura ambiente y realizando 4
lavados adicionales. A continuacion, se adicionaron 100 yL de solucion de sustrato TMB por
pozo y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos, monitoreando la coloracion azul
a 370 nm o 655 nm. Finalmente, se afadié 50 yL de 1 M HCI 0 0.5 M H,SO, para detener la

reaccion y permitir la lectura en amarillo a 450 nm. La reaccion fue estable durante 1 hora.

Para la determinacién de anticuerpos, se diluyé el antigeno a 10 ug/mL y se adicionaron 30 L
por pozo, incubando a 4°C durante toda la noche o 1 hora a 37°C. Posteriormente, se decantd
y se adicionaron 200 uL de BSA al 1%, incubando a 37°C durante 1 hora. Después de decantar,
se realizaron 3 lavados con buffer de lavado (PBS 0.05% Tween 20). Se afiadieron 100 uL de
los sueros de los ratones a las siguientes diluciones en PBS (1:100, 1:1,000, 1:5,000, 1:10,000,
1:20,000) e incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras decantar, se dieron 3
lavados con PBST 0.05% Tween 20 y se afiadieron 50 pL de HRP-goat anti-mouse IgG (1:5,000
en PBS) por pozo, incubando de 30 minutos a temperatura ambiente. Luego de realizar 4
lavados, se afadieron 100 uL de TMB y se incubaron a temperatura ambiente, monitoreando la
reaccién durante 10 minutos. Se realiz6 la lectura a 370 nm o 620-655 nm. Finalmente, se
afiadio 50 yL de 0.5 M H,S0O, vy la lectura se realizé a 450 nm en un microlector para placas de
ELISA (ACCURO01190).

6.19 DETECCION DE PROTEINAS ESPECIFICAS EN LAS MVS DE PERIBACILLUS
SIMPLEX MEDIANTE WESTERN BLOT

Deteccion de proteinas en las MVs de Peribacillus simplex y anticuerpos generados en ratones
inmunizados se llevd a cabo de la siguiente manera: las proteinas fueron transferidas a
membranas de nitrocelulosa a 100 V durante 1 hora, y las membranas se bloquearon con leche
libre de grasa al 5% en TBS-Tween 0.05% durante 1 hora a temperatura ambiente. Se incubaron
con suero de los ratones diluido 1:100 en PBS durante toda la noche a 4°C. Después de la
incubacion primaria, se empledé un anticuerpo anti-IgG de ratdn conjugado con peroxidasa

diluido 1:5,000 para la deteccion secundaria. Finalmente, se utilizo el sustrato BCIP-NBT
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(Sigma) como solucién de revelado para visualizar las bandas especificas, que fueron

registradas mediante un sistema de captura de imagenes.

7.0 RESULTADOS

7.1 IDENTIFICACION MICROBIOLOGICA

Los aislados bacterianos obtenidos a partir de muestras de tepache mostraron crecimiento en
agar TSA y agar sal manitol, mientras que no se observo crecimiento en agar MacConkey, lo
que indica predominancia de bacterias Gram positivas y ausencia de bacterias Gram negativas
cultivables bajo las condiciones empleadas. En agar sal manitol, las colonias crecieron sin

producir el cambio de coloracidon hacia amarillo, lo que sugiere que no fermentaron manitol.

Las colonias cultivadas en TSA se caracterizaron por ser lisas, redondeadas, blanquecinas y
con crecimiento aerdbico a 37 °C en un periodo de 24 a 48 horas. La tincién de Gram confirmé

la presencia de bacterias Gram positivas con morfologia bacilar.

La identificacion molecular realizada por un laboratorio especializado, se envié la cepa
unicamente con fines de identificacion taxonémica. El laboratorio determind que la bacteria

correspondia a Peribacillus simplex.

Figura 2. Se muestran imagenes representativas del crecimiento bacteriano en los medios evaluados: la
imagen A corresponde al agar MacConkey, donde no se observa crecimiento; la imagen B muestra el
crecimiento en agar TSA, y laimagen C corresponde al agar sal manitol, donde se observa crecimiento, pero sin

cambio de coloracion.
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Ademas de su identificacidon, se evalud el perfil de sensibilidad antimicrobiana de la cepa
mediante antibiograma, con el fin de conocer su resistencia o susceptibilidad frente a
antibidticos comunes. El ensayo se realiz6 mediante el método de difusion en disco y se
interpretaron los resultados de acuerdo con los criterios del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Tabla 3. Resultados del antibiograma de Peribacillus simplex frente a diferentes antibibticos

Antibiético Zona de inhibicion en mm Resultados
Polimixina E 15 Sensible
Clindamicina 17 Sensible
Cefotaxima 16 Intermedia
Cefalotina 19 Sensible
Ampicilina 15 Resistente
Nitrofurantoina 23 Sensible

Interpretacion de los resultados:

e Peribacillus simplex mostro sensibilidad frente a polimixina E, clindamicina,
cefalotina y nitrofurantoina, con zonas de inhibicion iguales o superiores a los valores
de corte establecidos para cada antibidtico.

e Se observo resistencia frente a ampicilina, a pesar de presentar un halo de 15 mm,
debido a que el punto de corte para sensibilidad es mas alto para este antibiotico
segun el CLSI.

e Larespuesta a cefotaxima fue intermedia, lo cual indica una susceptibilidad parcial

o reducida frente a este antibiodtico.

Estos resultados indican que Peribacillus simplex presentd resistencia unicamente frente a
ampicilina, lo cual es relevante para futuras aplicaciones terapéuticas o estudios sobre la

resistencia bacteriana.
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7.2 OPTIMIZACION DE LA PRODUCCION DE MVs

Una vez identificada la bacteria y su resistencia a Amp, se realizaron ensayos de secrecion de
MVs. A las 24 horas de cultivo, se observé una cantidad baja de vesiculas de membrana tanto
en las muestras sin ampicilina (Amp) como en las tratadas con Amp. A las 48 horas, en las
muestras tratadas con Amp, se noté una mayor aglomeracion de vesiculas de membrana,
mientras que, en las muestras sin Amp, la cantidad de vesiculas de membrana aumenté de
forma gradual, aunque en menor cantidad que en las tratadas con Amp. Sin embargo, a pesar
de la mayor presencia de vesiculas de membrana en las muestras con Amp, la cantidad no fue
tan alta como se observd en las muestras sin Amp en otros intervalos de tiempo. Esto sugiere
que la presencia de Amp influye en la produccion y secrecidn de vesiculas de membrana, pero

no de manera tan pronunciada como en las muestras sin tratamiento.

Figura 3. Secreciéon de vesiculas de membrana de Peribacillus simplex a las 24 y 48 horas de cultivo bajo diferentes

condiciones de tratamiento. A. Bacterias de P. simplex sin tratamiento con ampicilina. B. Bacterias de P. simplex tratadas con ampicilina.

Se notd un incremento progresivo en el numero de vesiculas de membrana en las muestras sin
tratamiento con ampicilina (Amp) durante el cultivo, desde las 24 hasta las 48 horas. Las
muestras que recibieron Amp contenian una cantidad parecida de vesiculas de membrana a las
24 horas que las que no lo recibieron, pero a las 48 horas se observd un aumento en la

agregacion de MVs, aunque con menos cantidad que el grupo sin tratamiento. Estas
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observaciones se realizaron mediante microscopia a 100X. Estos descubrimientos muestran el
patron de secrecion de MVs de P. simplex y brindan datos acerca de cémo la exposicion a

antibioticos puede afectar la produccion.

En las micrografias, se identificaron tanto las bacterias de P. simplex como las vesiculas de
membrana (MVs). Las células bacterianas presentan un tamafo considerablemente mayor que
las MVs, lo que es evidente al compararlas en las imagenes. Peribacillus simplex muestra la
morfologia tipica de las bacterias Grampositivas, con una coloracion morada intensa en la
tincion de Gram. Por otro lado, las MVs se observan como estructuras esferoidales de menor
tamafo, esta diferencia morfolégica y dimensional facilita su distincion y respalda la observacion

de variaciones en la produccion vesicular bajo diferentes condiciones y tiempos de cultivo.

7.3 EVALUACION DE LA RESISTENCIA BACTERIANA A PH Acibo Y NEUTRO

Con el objetivo de evaluar la capacidad de Peribacillus simplex para resistir condiciones
gastrointestinales simuladas, se analizé su crecimiento en medios con distintos valores de pH
(1.3, 3y 7). Esta prueba permitié determinar su tolerancia fisiolégica al estrés acido y evaluar si
la bacteria podia mantener la produccion de vesiculas de membrana externa (MVs) bajo dichas
condiciones. Para ello, se monitored el crecimiento bacteriano mediante absorbancia a 600 nm
en distintos tiempos (1, 2, 3 y 24 horas) y, de manera complementaria, se cuantificaron las MVs

antes y después de la exposicion a los diferentes pH para evaluar su integridad.

Se evalué el crecimiento de Peribacillus simplex. En el eje X de la figura 4 se representan las
condiciones de pH a diferentes valores de pH (1.3, 3 y 7) incubando a 37 °C y el eje Y la

absorbancia (UA) midiendo la absorbancia a 600 nm en distintos tiempos (1, 2, 3 y 24 horas).

En pH de 1.3 se observé un aumento inicial de absorbancia a la primera hora (0.313) y la cual
fue disminuyendo de manera discreta en las horas siguientes (0.270 alas 2 hy 0.244 a las 3
h), y se mantuvo practicamente igual después de 24 horas (0.249). En esta situacién, el control
positivo tuvo un valor de 0.219, mientras que el control negativo (sin bacteria) mostré un valor
de 0.099. Aunque se observa un aumento inicial de absorbancia a la primera hora, la
disminucidén posterior indica que la bacteria no crece, sino que unicamente sobrevive

transitoriamente. Esto indica que se activan sistemas de tolerancia al acido, como alteraciones
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en la permeabilidad de la membrana o reaccion general ante el estrés; sin embargo, no son

suficientes para mantener la proliferacion.

En pH 3 el crecimiento se mantuvo estable durante las primeras 3 horas y hasta la 24 hora, con
valores de 0.239 a 1 hora, 0.268 a las 2 horas, 0.247 a las 3 horas y 0.276 a las 24 horas Aqui
el control positivo, bacteria agregada a la hora fue de 0.115 y el control negativo sin bacteria de
0.056.

Esto indica que P. simplex es capaz de mantener su viabilidad celular, aunque no presenta un
incremento significativo en la biomasa, indicando una adaptacion fisiologica para tolerar el
estrés acido. Mientras que en pH 7 se observé un aumento gradual del crecimiento con valores
0.242 a 1 hora, 0.270 a las 2 horas, 0.280 a las 3 horas y alcanzando 0.378 a las 24 horas lo
cual es consistente con el pH normal del medio BHI. En esta condicion, el control positivo con
bacteria agregada a las 0 horas fue de 0.228, mientras que el control negativo sin bacteria fue
de 0.059. Estos valores confirman el crecimiento de P. simplex en condiciones neutras, acorde
con el pH del medio BHI. La diferencia entre los valores experimentales y los controles indica
que el incremento en la densidad O&ptica corresponde al crecimiento bacteriano y no a

interferencias del medio de cultivo.
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Figura 4. Comportamiento del crecimiento de P. simplex en los diferentes valores de pH evaluados, medido
por absorbancia a 600 nm en distintos tiempos de incubacion.
33



En la figura 4 se observa que existe un aumento significativo de la absorbancia a lo largo del
tiempo debido al crecimiento de la bacteria, especialmente en pH neutro (7), lo resultados
muestran Peribacillus simplex es tolerante a la acidez; sin embargo, su multiplicacion solo

sucede en situaciones proximas a la neutralidad.

Esto podria ser un reflejo de su adaptacién ecoldgica a entornos fermentativos con fluctuaciones
en las condiciones de pH, aunque éstas rara vez son muy acidas. Asimismo, ser capaz de
sostenerse viable a un pH bajo podria ayudar a su supervivencia temporal en ambientes hostiles

o durante procesos de fermentacion que son dinamicos.

Se evalud la estabilidad de las MVs de P. simplex bajo las mismas condiciones de pH
simuladas, incubando 10 pg/mL de vesiculas en 5 mL de cada soluciéon a 37 °C. La
cuantificacion mediante espectrofotometria en tiempos similares consideré6 como control
negativo la absorbancia inicial del medio sin MVs. En todos los pH evaluados, el control negativo

presenté valores de absorbancia bajos y estables.

En pH 1.3. La absorbancia inicial para el control negativo fue 0.054 mientras con la muestra con
MVs fue 0.064 UA para pH 3. La absorbancia del control negativo fue 0.081 y la absorbancia
con MVs fue 0.094 UA, para pH 7 la absorbancia del control negativo fue de 0.081 UA y la
absorbancia con MVs fue de 0.094 UA, manteniéndose estos valores practicamente constantes

hasta las 24 h de incubacion.

En presencia de MVs, la absorbancia se mantuvo estable durante todo el periodo de incubacion,
lo que indica una estabilidad y persistencia, no sufrieron degradacion ni pérdida significativa, lo
que indica de manera indirecta que la integridad estructural no se vio comprometida durante

todo el intervalo de incubacion (A = 600 nm).
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Figura 5. Integridad estructural de las MVs de Peribacillus simplex bajo condiciones simuladas de pH acido y

neutro.

A diferencia de la Figura 4, donde se observa un aumento progresivo de la absorbancia
asociado al crecimiento bacteriano, en la figura 5 la concentracién de MVs se mantiene estable
a lo largo del tiempo, lo que evidencia que las vesiculas conservan su integridad estructural, , y

gue tienen potencial adaptativo o funcional en ambientes de pH acido.
7.4 EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DE MVs DE PERIBACILLUS SIMPLEX

Con el fin de explorar el posible papel funcional de las vesiculas de membrana (MVs) producidas
por Peribacillus simplex, se evaludé su efecto antimicrobiano frente a diversas bacterias
patdgenas. Este andlisis buscd determinar si las MVs presentan actividad inhibitoria sobre el
crecimiento de otras bacterias, lo cual podria sugerir un mecanismo de competencia microbiana
o defensa ecoldgica en entornos fermentativos. Para ello, se utilizé una placa de 96 pozos, que
consistid en cultivar bacterias indicadoras en presencia de diferentes concentraciones de MVs.
Posteriormente, se midid la densidad o6ptica a 630 nm como indicador del crecimiento
bacteriano. Esta metodologia permite evaluar de manera cuantitativa el posible efecto

antimicrobiano de las MVs en condiciones controladas y reproducibles.

35



Los resultados del ensayo se presentan en la Tabla 4. En general, no se observé una

disminucién significativa en los valores de absorbancia con las diferentes concentraciones de

MVs (50, 100, 200, 300, 400 y 500 ug/mL) en comparacion con el control negativo (sin MVs).

Por el contrario, se registré un aumento progresivo en la absorbancia en la mayoria de las

bacterias evaluadas.

Tabla 4. Absorbancia obtenida en el ensayo realizado en una placa de 96 pozos para

evaluar el efecto antimicrobiano de MVs de Peribacillus simplex.

Klebsiella

MVs Peribacillus simplex pneumoniae E. coli Pseudomonas Citrobacter Leclercia
- 0.055 0.056 0.055 0.054 0.056 0.054
+ 0.903 0.992 0.881 0.633 0.925 0.586
50 ug 0.841 0.941 0.724 0.701 0.836 0.734
100pg 0.814 0.953 0.696 0.741 0.815 0.783
200ug 0.834 0.865 0.754 0.709 0.826 0.775
300ug 0.934 0.983 0.79 0.718 0.825 0.788
400ug 0.856 1.008 0.773 0.74 0.811 0.802
500ug 0.85 1.024 0.869 0.791 0.769 0.802
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Figura 6. Grafica comparativa de los valores de absorbancia para cada bacteria segun las concentraciones de

MVs agregadas. El control negativo es medio LB solo y el positivo es la absorbancia del crecimiento bacteriano

posterior a 24 horas de incubacion.
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El eje Y de la figura 6 refleja los valores de absorbancia (UA) a 630 nm, que corresponden al
desarrollo bacteriano cuando estan presentes diferentes concentraciones de MVs. El eje X
representa las concentraciones empleadas en la prueba. La escala de colores de morado claro
a morado mas intenso, identifica a cada una de las bacterias evaluadas: Peribacillus
simplex, Klebsiella aerogenes, E. coli, Pseudomonas, Citrobacter y Leclercia.

7.5 PERFIL PROTEICO DE LAS VESICULAS DE MEMBRANA MEDIANTE SDS-PAGE

El analisis del perfil proteico de las vesiculas de membrana (MVs) de Peribacillus
simplex mediante SDS-PAGE revelé un patrén de bandas distintivo en comparacion con el
lisado total de la bacteria. Las MVs presentaron un conjunto de bandas proteicas bien definidas,
con un rango de pesos moleculares predominante entre 20 y 100 kDa. Algunas de estas bandas
fueron exclusivas de las MVs, lo que sugiere la presencia de proteinas especificas asociadas a

estas estructuras vesiculares.

En comparacion con el perfil proteico del lisado total de P. simplex, se observo que ciertas
bandas proteicas estaban ausentes o menos intensas en las MVs, lo que indica un

enriquecimiento selectivo de ciertas proteinas en estas vesiculas de membrana.
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Figura 7. Perfil proteico de MVs de Peribacillus simplex mediante SDS-PAGE. Carril 1: marcador molecular
(kDa); carril 2: lisado total bacteriano; carril 3: MVs purificadas; carril 4: MVs tratadas con urea, que liberan
proteinas asociadas. Las bandas mas intensas (~15, 55, 75 y 100 kDa) se encuentran principalmente entre 20 y
100 kDa.
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Estos resultados confirman que las MVs de P. simplex contienen un repertorio proteico similar

al del extracto total de la bacteria.

7.6 ENSAYO DE TRANSFERENCIA DE MVS EN UN MEDIO LiQUIDO DE BHI CON E. coLi

El objetivo de este ensayo fue evaluar la capacidad de las MVs de Peribacillus simplex para
interactuar con células de Escherichia coli DH5a en un medio liquido (BHI), con el fin de
identificar posibles procesos de agregacion, asociacion o transferencia entre las vesiculas y las
bacterias receptoras, que pudieran indicar un mecanismo de comunicacion o modulacion

interbacteriana.

Se evalud la transferencia de material genético presente en las MVs de Peribacillus simplex a E.
coli DH5a en medio liquido BHI, incubando con concentraciones crecientes de MVs (5, 10, 50

y 100 ug/uL) con cultivos bacterianos ajustados a 0.5 McFarland a 37 °C durante 24 horas.

Se observd un aumento progresivo en la turbidez de las muestras a medida que se
incrementaba la concentracion de MVs, siendo la muestra con la mayor concentracion 100
Mg/uL la que mostré mayor opacidad visual (Figura 8). Este incremento en la turbidez sugiere
una mayor presencia de particulas en suspension, indicando un crecimiento optimizado en el
medio, posiblemente derivado de la interaccidén entre las MVs y las células bacterianas y la

transmision de genes.
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Figura 8. Ensayo de transferencia en medio BHI con E. coli DH5a. De izquierda a derecha: control negativo
(E.coli DH5a con AMP), control positivo (E.Coli DHSa sin AMP) y concentraciones de 5, 10, 50 y 100 pg/uL de

MVs. Se observa un aumento progresivo en la turbidez conforme aumenta la concentracién de MVs.

Estos resultados preliminares indican que las MVs pueden interactuar con E. coli DH5a en
medio liquido, generando efectos visuales que reflejan la presencia y concentracion de las

vesiculas.

7.7 AMPLIFICACION DE GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS POR PCR

Para evaluar la posible transferencia horizontal de material genético mediada por las MVs, se
procedid a realizar la extraccion de ADN gendmicao tanto de los cultivos de E. coli DH5a como
de las propias MVs obtenidas de P. simplex. Posteriormente, se llevé a cabo la amplificaciéon
por PCR de genes de resistencia a antibidticos, especificamente las betalactamasas de
espectro extendido TEM, CTX-M y KPC, conocidos por su papel clinico en la resistencia

bacteriana a B-lactamicos.

Los resultados de la PCR mostraron la amplificacién del gen TEM en todas las concentraciones
de MVs evaluadas (5, 10, 50 y 100 ug/uL), como se muestra en la Figura 9. En contraste, no se
observé amplificacion para los genes CTX-M ni KPC en ninguna de las muestras, lo que sugiere

su ausencia tanto en las vesiculas como en la cepa utilizada.
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Figura 9. Amplificacion del gen TEM en E. coli DH5a con MVs a distintas concentraciones (5, 10, 50 y 100
pg/uL). Carril 1: marcador molecular. El gen TEM esta presente en todas las muestras; no se amplificaron CTX-M
ni KPC.

La presencia del gen TEM en las MVs sugiere que estos nanocomponentes extracelulares
podrian participar en la diseminacion horizontal de genes de resistencia entre bacterias, un
fendmeno de gran relevancia desde el punto de vista microbiolégico y clinico. Por otro lado, la
falta de amplificacion de CTX-M y KPC puede explicarse por el hecho de que P. simplex es
una bacteria ambiental no patdgena, que no suele portar genes asociados a resistencia clinica
en Enterobacteriaceae, como es el casode CTX-My KPC. Ademas, E. coli DH5a es una cepa
de laboratorio genéticamente modificada para carecer de genes de resistencia clinicamente

relevantes, lo que justifica también su ausencia en esta cepa.

7.8 EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE GENERADA POR EL ESQUEMA DE
INMUNIZACION

Tras la implementacion del esquema de inmunizacion (aplicaciones los dias 7, 14, 21y 28 con
una dosis de 21 pg/uL por raton), se evaluo la respuesta humoral inducida por las vesiculas de
membrana (MVs) de Peribacillus simplex administradas por via intraperitoneal con adyuvante
TiterMax. Al finalizar el protocolo, se recolectaron muestras de sangre, se separé el suero por

centrifugacion y se almacené para su analisis.

7.9 INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA DE VESICULAS DE MEMBRANA (MVSs)
PURIFICADAS DE PERIBACILLUS SIMPLEX.

Se utilizé inmunofluorescencia indirecta para identificar de manera cualitativa las vesiculas de
membrana (MVs) secretadas por Peribacillus simplex. Las muestras fueron purificadas y
analizadas usando anticuerpos especificos de las MVs de Peribacillus simplex. Los resultados
mostraron la capacidad de reconocimiento de los anticuerpos al interaccionar con la superficie
de las vesiculas de membrana y se observo un agrupamiento caracteristico. Estos resultados
confirman que las estructuras observadas corresponden a MVs, contiene proteinas que podrian

tener un papel importante en las interacciones entre el organismo y su entorno.
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Figura 10. Inmunofluorescencia indirecta de MVs purificadas de Peribacillus simplex.

7.10 ENSAYO DE ELISA PARA LA DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS

CONTRA PERIBACILLUS SIMPLEX Y SUS MVs

Se llevd a cabo un ensayo ELISA para determinar los titulos de anticuerpos en ratones
inmunizados con las MVs de Peribacillus simplex por via intraperitoneal, con el objetivo de
cuantificar los titulos de anticuerpos producidos como respuesta a la inmunizacion. Se utilizaron
10 pg/pl de MVs y una dilucién 1:100 del anticuerpo. Las lecturas se realizaron a una longitud
de onda de 630 nm posterior a la adicion del sustrato TMB y a 450 nm utilizando H,SO, 0.5 M

para detener la reaccion.

La inmunizacion intraperitoneal favorecié un incremento en los niveles de IgG1 (1.3645), IgG2a
(0.7785), 1gG2b (1.1905) e IgM (2.205) en la lectura a 630 nm. Las lecturas a 450 nm mostraron
valores mas altos IgG1 (1.774), 1IgG2a (1.012), IgG2b (1.548) e IgM (2.86). Estas diferencias se
deben a que la absorbancia medida dependen de la densidad éptica refleja una mayor
intensidad de senal detectada a esa longitud de onda especifica; sin embargo, esto no implica
necesariamente una mayor concentracion absoluta de anticuerpos, optica refleja una mayor
intensidad de sefial detectada a esa longitud de onda especifica; sin embargo, esto no implica
necesariamente una mayor concentracion absoluta de anticuerpos, sino una diferencia en la

eficiencia de deteccién del producto cromogénico bajo esas condiciones de lectura.
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Se utilizaron dos longitudes de onda con el fin de evaluar el efecto del tiempo de lectura y del
estado del sustrato sobre la deteccion. El TMB presenta inicialmente un color azul (max. ~650
nm), y al agregarse el acido sulfurico cambia a amarillo (450 nm), que corresponde a la lectura
estandar del protocolo. Al agregar la lectura a 630 nm, se pudo contrastar las mediciones
previas y posteriores a la detencion de la reaccidon, garantizando la consistencia de los
resultados. El protocolo establece que la lectura oficial es a 450 nm, porque este representa el

punto final de la reaccion en su estado estable y medible.

La inmunizacién por via intraperitoneal con MVs de P. simplex indujo eficazmente la respuesta
humoral sistémica, lo cual se comprobd por medio de la produccion de diversos tipos de
anticuerpos. La deteccion de IgM confirma que el sistema inmune ha sido activado al principio
de la inmunizacion con las MVs, mientras que la identificacién de niveles significativos de IgG,
el anticuerpo predominante en circulacién sefala una respuesta ya desarrollada que genera
memoria inmunoldgica y mecanismos efectores poderosos como la neutralizacién de toxinas.
Es importante mencionar que el surgimiento de IgA, generalmente relacionado con la inmunidad
mucosas, indica que estas MVs podrian ser capaces de brindar proteccidon a nivel sistémico y
en las barreras mucosas. En general, este perfil de anticuerpos muestra una respuesta
inmunitaria policlonal y diversificada, que incluye la colaboracion entre células T y B, mejorando
la proteccién del hospedero frente a diversos epitopos bacterianos y destacando el potencial

promisorio de las MVs como posibles candidatos vacunales polivalentes.
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Figura 11. Titulos de anticuerpos en suero de ratones inmunizados por via intraperitoneal, mostrando predominio
de isotipos IgG y valores mas altos a 450 nm. El experimento se realizé por triplicado (n=3) y
las barras de error representan el error estandar de la media (SEM), que muestra las diferencias entre las tres ré

plicas.

Ademas, se evaluaron los titulos de anticuerpos generados en respuesta a distintas diluciones
de anticuerpos (1:100, 1: 250, 1:500, 1:1000, 1:5000, 1:10000) y de MVs (Peribacillus simplex)
utilizando una concentracion constante de 10 pg/uL de MVs y diluciones. Se midi6 la

absorbancia a 630 nm y 450 nm antes y después de la inmunizacion.

Esto permite comparar como diferentes diluciones de anticuerpo y MVs afectan la sefal
detectada y cdémo el uso de TMB como sustrato cromogénico y al detener la reacciéon con HCI
se modifica la lectura. En este caso, el TMB adquiere un color azul que se transforma en amarillo
al detener la reacciéon con acido clorhidrico. Esto es lo que explica las variaciones de

absorbancia entre 450 nm y 630 nm.
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Figura 12. Titulos de anticuerpos frente a distintas diluciones de MVs de Peribacillus simplex en ratones

inmunizados por via intraperitoneal: (a) lectura a 630 nm y (b) lectura a 450 nm.

La absorbancia basal de los sueros preinmunes fueron altos desde la dilucién 1:100, sin
embargo, este efecto se mantiene constante en las diferentes diluciones, indicativo del fondo
del ensayo, y después de la inmunizacion intraperitoneal con MVs de P. simplex, el titulo de

anticuerpos se incrementa con respecto al suero preinmune. Este aumento, a pesar de que la
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diferencia absoluta es moderada por el fondo basal de los sueros preinmunes, muestra la
produccion de anticuerpos especificos. Este patrédn muestra una reaccion policlonal humoral
dirigida a varios epitopos, mayormente de tipo sistémico, lo que demuestra la efectividad de la

inmunizacion intraperitoneal con MVs.

7.11 DETECCION DE PROTEINAS ESPECIFICAS EN LAS MVs DE PERIBACILLUS
SIMPLEX MEDIANTE WESTERN BLOT

Serealiz6 un ensayo de Western blot con el objetivo de detectar proteinas especificas presentes
en las vesiculas de membrana (MVs) purificadas de Peribacillus simplex, reconocidas por los
anticuerpos generados en los ratones inmunizados. Tras la separacion electroforética en gel
SDS-PAGE, las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa y bloqueadas para
evitar uniones inespecificas. Posteriormente, se incubaron con suero de ratén diluido (1:100)
como anticuerpo primario y con un anticuerpo secundario anti-lgG conjugado con peroxidasa.
La visualizacion se llevd a cabo mediante el sustrato cromogénico BCIP (3,3',5,5'"-

tetrametilbenzidina).

El andlisis reveld dos bandas inmunorreactivas de interés (Figura 13): una banda de mayor
peso molecular, ubicada entre los 70 y 50 kDa, y una segunda sefial en 5 y 2 kDa que
corresponden a proteinas de tamanio tipico en MVs, pero que no pueden interpretarse como
proteinas inmunogénicas, ya que péptidos de ese tamario no tienen la longitud necesaria para
ser reconocidos por células inmunes para inducir una respuesta inmune solos. Por lo tanto, la
banda de bajo peso molecular debe ser analizada con precauciéon y no como un indicio de la

presencia de un antigeno especifico en las MVs.

Es importante sefialar que se llevaron a cabo dos geles SDS-PAGE iguales para la
caracterizacion proteica de las MVs de P. simplex. Una de las membranas se utilizé como medio
de transferencia para el Western blot, mientras que la otra se usé para la tincion y visualizacion
directa de las proteinas. Cabe destacar que el gel para el Western blot fue migrado en modo
espejo lo que significa que se dio la vuelta a las bandas del gel original. Esta inversién no tiene
un impacto en la interpretacion de los resultados, porque el orden y las concentraciones de las

muestras se conservaron iguales a las del SDS-PAGE original. Este ensayo posibilitd

44



correlacionar el patrén proteico total que se observd en el SDS-PAGE y la existencia de

proteinas inmunolégicamente activas que fueron detectadas mediante Western blot.

La deteccion de estas bandas confirma que las MVs de P. simplex contienen componentes
proteicos inmunoldgicos lo cual respalda los resultados obtenidos por ELISA y sugiere un
potencial uso de estas vesiculas en estrategias inmunoldégicas futuras. Cuando se observan dos
bandas que corresponden a un mismo antigeno, cada una de ellas representada por proteinas
diferentes debido a las variaciones en el peso molecular (70-50 kDa y 5-2 kDa), se demuestra
la habilidad de generar una respuesta inmunoldgica policlonal enfocada en varios epitopos.

Esto corrobora su importancia como elementos inmunogénicos presentes en las MVs.

kDa

250-
150-

100-
75-

50-

37-

25-

15-

Figura 13. Western Blot de proteinas presentes en las MVs de Peribacillus simplex, reveladas con suero de
ratones inmunizados. Carril 1: marcador de peso molecular; Carril 2: bacteria total lisada con RIPA.Se observa

una banda entre 70-50 kDa en carriles y otra entre 5-2 kDa. El gel se corrié en modo espejo.

Este hallazgo es esencial porque indica que las MVs de P. simplex no solo muestran el antigeno
diana de una manera accesible para el sistema inmunolégico, sino que también brindan una
complejidad antigénica capaz de fortalecer una respuesta inmunitaria protectora mas firme y
flexible. Esto resulta muy prometedor para la creacion de vacunas o instrumentos de

inmunoterapia en el futuro.
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8.0 DiscuUsION

Esta investigacion permitié identificar la secrecion de vesiculas de membrana (MVs) producidas
por Peribacillus simplex, una bacteria aislada a partir del tepache, un fermento tradicional. Los
resultados obtenidos indican la estabilidad, interaccion funcional, composicion y potencial
inmunomodulador de estas vesiculas, lo que permite pensar en ellas como potenciales

instrumentos para su uso en microbiologia ambiental, inmunologia y biotecnologia

La caracterizacién microbiolégica inicial reveld que los aislados obtenidos del tepache
correspondieron a Peribacillus simplex, una bacteria Gram positiva, aerobia y no
fermentadora de manitol. El crecimiento exclusivo en medios como TSA y agar sal manitol, y la
ausencia en MacConkey, refuerzan su naturaleza Gram positiva, tal como ha sido reportado
para otras especies del género Peribacillus (Liu et al., 2015). Este aislamiento adquiere
importancia si se tiene en cuenta que el tepache, al ser un fermentado tradicional de México,
representa un ecosistema microbiano complejo y aun poco explorado, en el cual predominan
géneros como Bacillus o Lactobacillus(Tamang et al., 2016). La identificacion de P.
simplex en este contexto representa un hecho innovador que expande el espectro microbiano
del tepache y propone una posible funcién probidtica en la modulacién de la microbiota intestinal
y fermentacion (Gutiérrez-Sarmiento et al., 2022). La identificacion de esta bacteria aporta
informacion importante para la caracterizacion microbioldgica del tepache y establece una base

para estudios funcionales posteriores sobre esta especie en fermentaciones tradicionales.

Se analizo el perfil de sensibilidad antimicrobiana de P. simplex mediante el método de difusién
en disco, conforme a las directrices del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023).
Esta evaluacién permiti6 determinar la susceptibilidad frente a antibidéticos comunmente
empleados en entornos clinicos y ambientales, lo cual es fundamental para valorar su
seguridad, especialmente si se considera su potencial uso en aplicaciones biotecnolégicas o
alimentarias. Los resultados mostraron que P. simplex fue sensible a polimixina E,
clindamicina, cefalotina y nitrofurantoina, lo cual indica que no presenta mecanismos de
resistencia frente a estos compuestos, al menos bajo las condiciones evaluadas. Por otro lado,
se observo resistencia a ampicilina, a pesar de que el halo de inhibicion fue de 15 mm, ya que
dicho valor se encuentra por debajo del punto de corte considerado para sensibilidad en bacilos
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Gram positivos, lo que concuerda con reportes que sefialan una resistencia natural a (-
lactamicos en especies del género Peribacillusy otros bacilos ambientales(Imori et al.,
2017).En cuanto a cefotaxima, la respuesta fue intermedia, lo cual indica una susceptibilidad
parcial que podria estar relacionada con mecanismos de entrada limitada o presencia de -

lactamasas de espectro reducido (Choi et al, 2019).

Respecto a la produccién de MVs, se observd una baja cantidad a las 24 horas de cultivo en
ambos grupos, con y sin ampicilina. A las 48 horas, las muestras tratadas con ampicilina
mostraron una mayor aglomeracion de MVs, aunque en algunos momentos la produccion fue
mayor en las muestras sin tratamiento, indicando que la secrecion vesicular depende tanto del
estrés antimicrobiano como del tiempo de cultivo. Las micrografias confirmaron la presencia de
vesiculas esfericas mas pequefas que las bacterias, o que permitio distinguir claramente las
MVs del tamafo de la bacteria. Estos resultados sugieren que P. simplex produce MVs de
forma natural y que su liberacion puede ser modulada por factores externos, lo que representa
un mecanismo adaptativo relevante para su supervivencia, como la presencia de antibiéticos y

funcién probidtica.

La produccion de MVs inducida o modulada en respuesta a estimulos externos es un
mecanismo que contribuye a la adaptacion bacteriana al ambiente, ya que estas vesiculas
participan en procesos como la comunicacion intercelular, el transporte de moléculas bioactivas,
la transferencia horizontal de genes y la defensa frente a agentes adversos (Brown et al.,
2015).En particular, la exposicion a ampicilina podria generar un estrés subletal que estimule la
formacion de MVs como una estrategia para eliminar o modificar componentes de la pared
celular danados, o para exportar factores de virulencia y sefiales moleculares (Toyofuku et al.,
2019).

Este fendmeno, descrito principalmente en bacterias Gram negativas como Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Citrobacter freundii y Leclercia adecarboxylata ha sido menos
estudiado en Gram positivas como P. simplex, por lo que estos hallazgos aportan evidencia
importante sobre la capacidad de estas bacterias para producir MVs bajo estrés y la posible

funcion que cumplen en fermentaciones tradicionales o ambientes naturales. El entendimiento
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de esta dinamica vesicular abre la puerta para explorar aplicaciones biotecnoldgicas, como el

desarrollo de agentes antimicrobianos basados en MVs o su uso en modulacion inmunoldgica.

La estabilidad estructural de las MVs frente a distinats condiciones de pH fue notable,
especialmente en condiciones que simulan el ambiente gastrointestinal. Las MVs se
mantuvieron estables incluso a pH 1.3, que corresponde al entorno gastrico, esta etapa de la

digestion en la que la interaccidn entre las bacterias y el medio acido es mas relevante.

Después de la incubacion, las muestras fueron cuantificadas con espectrofotometria para
determinar si habia habido cambios en la concentracion de vesiculas, lo cual indica su integridad
estructural (Palmieri et al., 2021).Esta estrategia experimental fue disefiada teniendo en
consideracion la necesidad de establecer si las MVs y las bacterias podian resistir el entorno
acido simulado, su viabilidad y estabilidad en estas condiciones son cruciales para su capacidad
de ser utilizados como agentes inmunomoduladores o probidticos, o como plataformas para

introducir compuestos bioactivos en aplicaciones biotecnoldgicas o terapéuticas.

Esta resistencia es fundamental para usos orales, como la administracion de medicamentos,
compuestos bioactivos o agentes inmunomoduladores, lo que potencia su capacidad como
instrumento funcional probidtico (Ellis et al, 2010). Los resultados obtenidos en este trabajo de
investigacion muestran que las MVs mantienen su integridad estructural sin mostrar
alteraciones detectables. Este comportamiento sefala que, en condiciones neutras, las
vesiculas no presentan una reorganizacion significativa, ni agregacion o desestabilizacion; mas
bien se mantienen estables y quimicamente inalteradas, lo que demuestra que este rango de
pH es compatible con su estructura natural, al ser sometidas a un amplio rango de pH simulando
a un ambiente acido extremo (pH 1.3) hasta condiciones neutras (pH 7). Esta resistencia es
particularmente relevante, dado que el pH en el tracto gastrointestinal varia considerablemente,
desde valores muy acidos en el estdmago hasta casi neutros en el intestino delgado (Walter,
2008). Este comportamiento es consistente con estudios que reportan que las MVs de bacterias
Gram positivas, gracias a su composicion lipidica y proteica, son capaces de soportar

variaciones en pH, temperatura y otras condiciones ambientales (Schwechheimer et al, 2015).
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Es importante destacar que el control negativo formado por el medio sin MVs en cada pH—
mostré absorbancias estables y bajas, lo que confirma que los cambios observados en la
absorbancia de los grupos experimentales se deben unicamente a la estabilidad y presencia de
las vesiculas. La ligera disminucién de absorbancia en pH acido puede asociarse a una pérdida
parcial de integridad vesicular o a una reduccion de su capacidad de dispersion Optica,
fendmeno que también ha sido documentado en otros estudios bajo condiciones extremas de
pH (Toyofuku et al., 2019).

Estos resultados sugieren que las MVs producidas por P. simplex mantienen su integridad bajo
condiciones acidas y neutras simuladas del tracto gastrointestinal, la capacidad de la bacteria
para secretar vesiculas tanto en condiciones fisiolégicas como bajo estrés sugiere un
mecanismo adaptativo que favorece su supervivencia y funcionalidad en distintos entornos.
Esta caracteristica relevante para su potencial uso en aplicaciones orales, ya sea como agentes
inmunomoduladores, probioticos o plataformas para la entrega de compuestos bioactivos. La
combinacién de resistencia antimicrobiana moderada, produccion vesicular adaptable y
estabilidad en distintos pH convierte a P. simplex en un candidato atractivo para futuras

investigaciones y aplicaciones industriales. (Harrell et al., 2021).

En cuanto a su efecto sobre el crecimiento bacteriano, los resultados mostraron que las MVs
de Peribacillus simplex no presentan actividad antimicrobiana evidente frente a las cepas
indicadoras utilizadas (Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas spp., Citrobacter
spp. y Leclercia spp.), al menos bajo las condiciones experimentales empleadas. Por el
contrario, se observo un incremento progresivo en los valores de absorbancia a medida que la
concentracion de MVs se incrementaba. Esto indica que las MVs no tuvieron un efecto inhibitorio
y podrian, incluso, estar promoviendo el crecimiento de bacterias en algunos casos. Lo cual
indica que las vesiculas de membrana liberadas mantienen una fraccién considerable de las
proteinas celulares que existen en la bacteria. Este comportamiento fue particularmente notorio
en K. aerogenes y E. coli, en las que se alcanzaron los valores de absorbancia mas elevados a

500 pg/mL de MVs, con registros superiores al control sin vesiculas.

Este tipo de efecto ha sido descrito previamente, sehalandose que las MVs actuan como

plataformas para el intercambio de proteinas y lipidos, participando activamente en procesos
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de sefalizacion, formacion de biopeliculas, comunicacion metabdlica y transferencia genética,
en lugar de ejercer efectos antimicrobianos directos (S. Chen et al., 2023). También se ha
observado que estas estructuras facilitan la cooperacion y supervivencia bacteriana mediante
el transporte de metabolitos y componentes transportados por las MVs con capacidad para la
activacion de diferentes sefiales como son: autoinductores de quorum sensing (como acil-
homoserina lactonas en Gram negativas), factores de virulencia, enzimas metabdlicas,
pequeiios ARN reguladores y moléculas de estrés o sefializacion ambiental que pueden
beneficiar el crecimiento de bacterias receptoras (Gu et al., 2019; Mashburn-Warren & Whiteley,
2006; Miller & Bassler, 2001).Mas aun, se ha propuesto que las MVs se comportan como vehiculos
de entrega molecular que promueven la interaccion comunitaria y la homeostasis microbiana,
en lugar de representar una amenaza para otros microorganismos (Bitto & Kaparakis-Liaskos,
2017)

El perfil proteico obtenido por SDS-PAGE de las MVs de Peribacillus simplex mostrd un patron
claramente diferenciado del lisado bacteriano total, lo que indica que estas vesiculas presentan
un empaquetamiento selectivo de proteinas. Se identific6 un rango predominante de bandas
entre 20 y 100 kDa, algunas de las cuales fueron exclusivas o mas intensas en las MVs,
sugiriendo la presencia de proteinas especificas asociadas a funciones particulares de estas
estructuras. Este hallazgo concuerda con reportes en otras bacterias donde las vesiculas son
vehiculos especializados que transportan proteinas implicadas en procesos como virulencia,
adhesién o comunicacion celular, presentando perfiles proteicos que difieren notablemente del
proteoma celular (Altindis etal., 2014; Lee etal., 2009). En bacterias Gram positivas, en
particular, las MVs cumplen un rol importante como mecanismos de secrecion alternativos,
debido a la ausencia de sistemas de secrecion tipo | o lll en bacterias Gram negativas, que
permiten transportar proteinas directamente al medio extracelular o translocarlas en células
hospederas para modular respuestas (Brown et al., 2015).La deteccion de proteinas liberadas
tras el tratamiento con urea indica que estas vesiculas contienen no solo componentes
estructurales integrales, sino también proteinas periféricas con posibles funciones bioldgicas
relevantes, tales como moduladores de la comunicacidon microbiana o facilitadores de la
transferencia genética (Maucourt et al., 2020). Ademas, la presencia de un repertorio proteico

parcialmente compartido con el lisado total, similar a lo descrito en Bacillus subtilis, sugiere
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que las MVs pueden participar en la respuesta al estrés y en el transporte de moléculas

necesarias para la supervivencia y la adaptacion bacteriana (Toyofuku et al., 2019a).

La interaccion de las MVs de Peribacillus simplex con Escherichia coli DH5a en medio
liquido evidencié un aumento progresivo en la turbidez proporcional a la concentracion de MVs.
Este incremento sugiere que las MVs pueden favorecer la agregacion o la asociacién con las
células receptoras, lo que podria facilitar la transferencia de moléculas y la comunicacién
intercelular. Estudios previos indican que las MVs actuan principalmente como vehiculos de
entrega molecular, transportando proteinas, lipidos, y material genético que modulan funciones

celulares y la interaccidn microbiana (Adamus, 2017; Schwechheimer et al, 2015).

En este contexto, el perfil proteico identificado en las MVs de P. simplex, incluye proteinas
asociadas a la adhesion, al transporte y a la estabilizacion del material genético, indica que
estas MVs no solo intervienen en la comunicacion entre microorganismos, sino que ademas
tienen el potencial de promover la transferencia horizontal de genes (Shen et al., 2024). La
posibilidad de que las bacterias, como E. coli (DellAnnunziata et al., 2021), absorban o
expresen temporalmente fragmentos génicos contenidos en las MVs aumenta cuando se
combinan proteinas que tienen la capacidad de proteger el ADN extracelular y de promover la
interaccién con células receptoras (Abolhasani et al., 2025). Esto concuerda con lo reportado
en otras bacterias, en las que las MVs sirven como medios eficaces para propagar genes de
resistencia y elementos virulentos al llevar el material genético protegido del entorno y

distribuirlo de manera directa a células nuevas.

La amplificacion del gen BLA-TEM en las muestras de E. coli expuestas a MVs
de P.simplex evidencia que estas vesiculas pueden contener genes de resistencia que son
transferibles entre bacterias, sugiriendo un rol activo en la diseminacion horizontal de genes. Se
amplifico el gen TEM porque codifica a una B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) que
pertenece al tipo TEM, la cual es una enzima que tiene la capacidad de hidrolizar antibiéticos
B-lactamicos como las cefalosporinas y las penicilinas, otorgandoles resistencia a estos
medicamentos. Es importante detectarla porque es uno de los mecanismos clasicos de
resistencia adquirida en las bacterias Gramnegativas, y su presencia muestra la posibilidad de

que ocurra una transferencia de resistencia a través de MVs (Kim et al., 2018).
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En conjunto, ambos genes son indicadores importantes de resistencia a multiples farmacos (MDR),
debido a que confieren resistencia a distintas clases de antibioticos y limitan considerablemente las
alternativas de tratamiento (C. Chen et al., 2022; Ghenea et al., 2022).

Los genes CTX-M y KPC, también codifican B-lactamasas, pero de mayor espectro y relevancia
clinica. EI gen CTX-M es responsable de una B-lactamasa de espectro extendido (ESBL) que
desactiva cefalosporinas de tercera generacion; el gen KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemasa), ambos genes son indicadores cruciales de resistencia a multiples
medicamentos (MDR por sus siglas en inglés), dado que otorgan resistencia a varias clases de
antibiéticos y restringen significativamente las alternativas terapéuticas disponibles (C. Chen et
al., 2022; Ghenea et al., 2022). La ausencia de amplificacién para CTX-M y KPC puede estar
relacionada con la naturaleza ambiental y no patégena de P. simplex, que probablemente no
porta estos genes clinicamente relevantes, y con el uso de una cepa E. coli DH5a disefada

para carecer de resistencia (Sun et al., 2019).

Estos resultados resaltan la importancia de las MVs no solo como estructuras de comunicacion
microbiana sino también como vehiculos potenciales para la transferencia genética en
comunidades bacterianas. Este mecanismo puede influir en la dinamica microbiana y en la
adaptacién a ambientes diversos, como fermentados tradicionales o ecosistemas naturales,

donde la transferencia de genes podria conferir ventajas selectivas (Koeppen et al., 2016).

Con el objetivo de evaluar la capacidad inmunogénica de las vesiculas de membrana (MVs)
de Peribacillus simplex, se inmunizaron ratones por via intraperitoneal para analizar la
respuesta sistémica inducida frente a las MVs. Esta via permitié evaluar la respuesta inmune
general mediada por anticuerpos circulantes. El procedimiento tuvo como finalidad determinar
si dichas vesiculas eran capaces de inducir la produccién de anticuerpos especificos frente a
sus componentes proteicos, confirmando asi su potencial como antigenos reconocibles por el

sistema inmune.

La inmunofluorescencia indirecta permiti6 confirmar cualitativamente la presencia y
especificidad de los anticuerpos generados contra las MVs purificadas de Peribacillus

simplex. La sefal fluorescente observada indica que los anticuerpos reconocieron epitopos en
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su superficie, lo que sugiere que estas vesiculas conservan proteinas antigénicas tras el
proceso de purificacion, en concordancia con estudios que reportan la presencia de proteinas

funcionales en MVs bacterianas (Parra et al., 2025).

La ausencia de fluorescencia inespecifica o de sefiales bacterianas indica la pureza de las
muestras, validando la eficacia del protocolo de aislamiento. El patrén de agrupamiento
detectado podria relacionarse con propiedades fisicoquimicas de las MVs, como su carga
superficial o proteinas adhesivas, fendmeno observado en vesiculas de otras bacterias
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Citrobacter freundii y Leclercia adecarboxylata,

asociado con procesos de sefalizacion o interaccion con el entorno (Adamus, 2017).

Los resultados obtenidos con el esquema de inmunizacion con MVs de Peribacillus
simplex indican que la via de administracién tiene un impacto importante en la respuesta
inmune. La inmunizacion intraperitoneal, junto con el adyuvante Titer Max (1:1), favorecio la
generacion de isotipos de inmunoglobulinas vinculados a la inmunidad sistémica, como 1gG1,
IgG2A, IgG2B e IgM (Cribbs, 2003). Este adyuvante se elabora a partir de una emulsion de
escualeno y copolimero no toxico, cuyo objetivo es mejorar la reaccién inmune celular y humoral
mediante una liberacion constante del antigeno y una reaccion inflamatoria minima en el sitio

de aplicacion(Ross et al., 2022).

Esta diferencia puede atribuirse a los mecanismos inmunoldgicos activados por cada ruta. La
via intraperitoneal favorece la captacién del antigeno por células presentadoras como
macroéfagos y células dendriticas en el peritoneo, lo que estimula ganglios linfaticos regionales
y activa predominantemente linfocitos B del compartimento sistémico. Este proceso lleva a la
produccion de I1gG e IgM, que son las principales inmunoglobulinas circulantes y desempenan
un papel clave en la neutralizacion de patdégenos en sangre y tejidos profundos (Abbas et al.,
2022; Lycke, 2012).

Los datos del ELISA mostraron titulos de anticuerpos consistentemente mas altos en las
lecturas realizadas a 450 nm en comparacién con aquellas a 630 nm, lo que refleja una mayor
sensibilidad del sistema cromogénico a esta longitud de onda. Esta diferencia ha sido

ampliamente documentada en la literatura, y especificamente por (Bérocz et al., 2019), quienes

53



demostraron que la absorbancia a 450 nm permite una deteccion mas eficiente de complejos
antigeno-anticuerpo en ensayos ELISA, particularmente cuando se utiliza TMB como sustrato.
Este aspecto técnico fortalece la interpretacion de nuestros datos, ya que permite cuantificar

con mayor precision la magnitud de la respuesta humoral inducida por las MVs.

Asimismo, el analisis de las diluciones permitié evaluar el titulo de anticuerpos, que se entiende
como la dilucion mas alta del suero en la que todavia se observa una reaccion inmunoldgica
especifica. Por via intraperitoneal, se notaron los niveles mas altos en diluciones bajas; a
medida que las diluciones eran mas altas, la sefial fue disminuyendo de manera continua. Esta
conducta es coherente con una respuesta humoral que depende de la concentracion de
anticuerpos y muestra el tamafo de la reaccidén provocada por las MVs. Asimismo, el hecho de
que la sefial se detecte incluso cuando las diluciones son altas indica que las MVs mantienen

su capacidad antigénica y que el sistema inmune las identifica de manera efectiva.

Por el contrario, la via intraperitoneal con adyuvante produjo una respuesta sistémica con
niveles de IgG e IgM mas elevados, lo cual sefiala una activacion inmune mas intensa. Esto
demuestra que la administracién intraperitoneal de las MVs de P. simplex provoca una
respuesta humoral extensa y efectiva. Sin embargo, estas observaciones solo se restringen a
la via intraperitoneal, porque no se examinaron otros métodos de inmunizaciéon. En
consecuencia, no es factible determinar cual via de administracion podria ser mas efectiva o
hacer comparaciones directas entre ellas. Lo que se puede asegurar es que, en el marco del
disefio experimental empleado, la via intraperitoneal fue adecuada para provocar una respuesta

sistémica estable y detectable.

Los datos del Western blot evidencian que las MVs de P. simplex contienen proteinas
reconocidas por el sistema inmune, tal como se reflejaron en la ELISA. La presencia de una
banda entre 70-50 kDa, detectada tanto en el lisado bacteriano total, indica que estas MVs
incorporan proteinas estructurales o periplasmicas que forman parte del exoproteoma de la
célula madre. Estudios exhaustivos con protedmica han identificado miles de proteinas en MVs
en diferentes bacterias (como Campylobacter jejuni, Neisseria meningitidisy Brucella
melitensis), en nuestro estudio el Western blot se realizé a partir de geles en una dimensién

donde solo se identifican dos bandas, la técnica identifica aquellas proteinas que son
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reconocidas por los anticuerpos existentes en el suero de ratones inmunizados, de tal manera
podrian haber mas proteinas presentes en estas dos bandas(“[Decisions 1991; Saino et al.,
1982).

Los anticuerpos producidos en los ratones inmunizados identifican principalmente las proteinas
inmunodominantes, que tienden a ser mas abundantes expuestas en la superficie de las MVs y
con alta capacidad antigénica. En cambio, no detectan otras proteinas que son menos
inmunogénicas o que se encuentran en menor cantidad. Esta selectividad es propia del método
inmunolégico del Western blot incluyendo proteinas de membran, factores de virulencia,
transporte y adhesién, que estan presentes tanto en lisado celular como en MVs (Socorro Ruiz-
Palma et al., 2021).

La banda de bajo peso molecular (~5-2 kDa) indica la presencia de pequefios péptidos o
proteinas pequefias que pueden hallarse ocultas en la estructura intacta de las vesiculas y que
se liberan al desnaturalizarse con urea, exponiendo epitopos antigénicos internos. Estudios con
MVs de otras bacterias también han reportado que ciertas proteinas citoplasmaticas o
periplasmicas quedan atrapadas en su interior, y pueden ser detectadas tras condiciones de
procesamiento, como tratamiento con agentes desnaturalizantes (Jang et al., 2014; Zhang
et al., 2023). La deteccidén de bandas inmunorreactivas a distintos pesos molares refuerza la
hipotesis de que las MVs de P. simplex pueden incluir numerosos antigenos importantes, tanto
de tamafio medio como pequeias proteinas o péptidos, con valor potencial en el desarrollo de

estrategias inmunoldgicas basadas en vesiculas.

En conjunto, estas observaciones indican que las MVs de Peribacillus simplex son estructuras
adaptables que pueden sobrevivir a s condiciones del tracto gastrointestinal, modificar la
microbiota y producir reacciones humorales especificas. Por lo tanto, se presentan como
opciones prometedoras para usos biotecnologicos, inmunomoduladores y probidticos,

fusionando el saber tradicional sobre fermentados mexicanos con avances cientificos.

9.0 CONCLUSIONES
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Esta investigacion permitio obtener las siguientes conclusiones relevantes:

e Peribacillus simplex, aislado del tepache, produce MVs de forma natural, y su liberacion

aumenta con el tiempo de cultivo y la presencia de ampicilina.

e El protocolo de purificacion empleado permitié obtener MVs libres de contaminantes y con

integridad estructural.

e Las MVs mostraron alta estabilidad frente a condiciones de pH acido y neutro, simulando el

ambiente gastrointestinal.

e No se observé efecto antimicrobiano directo, pero las MVs promovieron el crecimiento de

bacterias patégenas en medios liquidos.

e Las MVs transfirieron el gen de resistencia BLAtem a E. coli, confirmando su papel en la

transferencia horizontal de genes.

e El perfil proteico de las MVs presento proteinas inmunogénicas detectadas mediante Western

blot e inmunofluorescencia.

e La administracion por via intraperitoneal indujo la produccion de anticuerpos IgG/IgM,

indicando la capacidad de las MVs de activar una respuesta humoral especifica.

e Las MVs de P. simplex tienen potencial como herramientas inmunomoduladores y para

aplicaciones biotecnoldgicas orales.
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