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1. RESUMEN
Uno de los mayores retos de la medicina moderna es la resistencia a los

antimicrobianos, la cual es provocada por el uso excesivo de estos agentes. El
débil control de su uso ha propiciado que en la naturaleza se distribuyan
organismos resistentes a los antimicrobianos de primera eleccion. Uno de los
patégenos del cual se ha descrito una alta incidencia en infecciones nosocomiales,
es considerado como multirresistente de mal prondstico en pacientes
inmunodeprimidos e inmunosuprimidos y se caracteriza por ser la principal causa
de bacteriemia nosocomial en el mundo es Staphyloccocus aureus, a su vez otros
de los microorganismos que han tomado protagonismo por su resistencia a
multiples antimicrobianos son los coagulasa negativa tales como: Staphylococcus
epidermidis y Staphylococcus haemolyticus. Dado este problema y a que el
desarrollo de nuevos antibiéticos se encuentra estancado y es insuficiente para
hacer frente a la creciente amenaza de la resistencia microbiana, es necesaria la
basqueda de nuevos compuestos con actividad biolégica capaces de inhibir el
crecimiento de estos microorganismos, por tal motivo en este trabajo se probo la
actividad de compuestos extraidos con éter dietilico de la cepa Bacillus velezensis
LEM1054 sobre cepas de Staphylococcus spp. multidrogorresistentes
provenientes de pacientes en UCI. Encontrando que el extracto obtenido mostro
actividad inhibitoria frente a las seis cepas de Staphyloccocus aureus y a la cepa
de Staphyloccocus epidermidis utilizadas en este trabajo. Esto indica la presencia
de compuestos capaces de impedir el crecimiento de estos microorganismos, sin
embargo, es necesario aislar e identificar el o los metabolitos presentes en el
extracto, ademas de optimizar el método de extraccion para obtener la mayor
cantidad de metabolitos posibles, para continuar con la posible aplicacion de

estos.



2. INTRODUCCION

Uno de los avances mas importantes en la historia de la Medicina fue el
descubrimiento y desarrollo de los antibidticos, gracias a este descubrimiento,
muchas de las enfermedades potencialmente mortales, pasaron a ser un problema
secundario. Durante las décadas siguientes al descubrimiento de la penicilina el
ritmo en el descubrimiento y desarrollo de nuevas familias de antibiéticos fue muy
rapido, sin embargo, este ritmo se ha detenido, lo que supone un problema
importante ya que el uso indiscriminado de estas sustancias no tardéo en mostrar
SUS consecuencias y comenzaron a aparecer bacterias resistentes a los
antibiéticos, tanto que durante los ultimos afios se ha observado un aumento en la
incidencia de infecciones causadas por bacterias multidrogorresistentes (MDR),
debido a esto, la Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) ha declarado a la
resistencia a los antimicrobianos dentro de las diez principales amenazas de salud
publica a las que se enfrenta la humanidad (Torres Manrique, 2012; Velazquez-
Acosta, Cornejo-Juarez, Volkow-Fernandez, 2018; Pieras , 2019; OMS, 2021).

2.1 Resistencia a los antimicrobianos
La resistencia a los antimicrobianos (RAM) se produce cuando los microrganismos

pueden adaptarse y crecer en presencia de medicamentos que alguna vez los
impactaron (Fonou, 2017). Entre los principales factores que la promueven se
encuentra el uso indebido y excesivo de estos agentes, la falta de acceso a agua
limpia, saneamiento e higiene, medidas deficientes de prevencién y control de las
enfermedades e infecciones en los centros de atencion de salud, el acceso
deficiente a medicamentos, vacunas y medios de diagnostico asequibles y de
calidad, la falta de sensibilizacion y conocimiento; y el incumplimiento de la
legislacién (OMS,2019).

Actualmente a nivel mundial mueren al menos 700,000 personas cada afio debido
a enfermedades provocadas por organismos resistentes a los medicamentos
(OMS,2021), mismos que la OMS con base en algunos criterios como las tasas de
morbi-mortalidad para los agentes en especifico, el tipo de antibioticos ante los

cuales se ha generado resistencia, las alternativas terapéuticas aun viables para



Su manejo y su prevalencia en hospitales, enlista por el grado de complejidad;
como prioridad critica a Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y al
grupo Enterobacteriaceae, ya que estos han demostrado tener una alta
prevalencia en los entornos hospitalarios, especialmente en areas de cuidados
criticos y su control se ha complicado debido a la elevada tasa de resistencia al
uso de agentes como los carbapenémicos o las cefalosporinas de tercera
generacion, medicamentos generalmente reservados como Ultima linea
terapéutica. Como prioridad alta, considera a Enterococcus faecium, resistente a
vancomicina; Staphylococcus aureus resistente a meticilina, con sensibilidad
intermedia y resistencia a vancomicina; Helicobacter pylori, resistente a
claritromicina; Campylobacter spp., resistente a fluoroquinolonas; Salmonellae,
resistente a fluoroquinolonas; Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporinas y
resistente a fluoroquinolonas y como prioridad media a Streptococcus
pneumoniae, sin sensibilidad a penicilina; Haemophilus influenzae, resistente a

ampicilina y Shigella spp., resistente a fluoroquinolonas (OMS, 2017).

2.2 Staphylococcus spp.

Uno de los primeros microorganismos en poner de manifiesto la resistencia a los
antimicrobianos fue Staphylococcus aureus, el cual se caracteriza por ser la
principal causa de bacteriemia nosocomial a nivel mundial debido al incremento en
Su resistencia, a su vez, es considerado como multidrogorresistente de mal
prondstico en pacientes inmunodeprimidos e inmunosuprimidos (desnutricién,
trauma, edad y enfermedades crénico-degenerativas como la diabetes), esto dado
por la intervencion de sus distintos factores de virulencia y patogenicidad (Tong
et.al.,, 2015; Hiramatsu et.al.,, 2014; Pasachova et.al., 2019). Otros de los
microorganismos involucrados en la patologia humana son los Staphylococcus
coagulasa negativa (SCN), tales como: Staphylococcus apidermidis,
Staphylococcus haemolyticus y Staphylococcus saprophyticus que en conjunto
alcanzan hasta un 80% de los casos. Sin embargo, su significado clinico en
muchas situaciones es dificil de establecer, ya que pueden ser comensales
inofensivos o0 patdogenos invasores. Los SCN aislados de infecciones

nosocomiales, en especial S.epidermidis y S. haemolyticus, son resistentes a
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multiples antimicrobianos y han tomado protagonismo como patégenos ya que se
les ha asociado con el progreso de la tecnologia médica (Kloos & Bannerman,
1994; TanT, et.al.,2006; Predari, 2007). En 2022 la Organizacion Mundial de la
Salud declaré que el desarrollo de nuevos antibioticos se encuentra estancado y
es insuficiente para hacer frente a la creciente amenaza de la resistencia
microbiana. Nuestra propuesta, debido a su habilidad para producir compuestos
con propiedades antimicrobianas, son los compuestos producidos por las especies
del género Bacillus, ya que han demostrado tener un efecto antagonico en contra

de diversos microorganismos.

2.3 Género Bacillus

El género Bacillus fue reportado por primera vez por Cohn en 1872, quien lo
describi6 como bacterias productoras de endosporas resistentes al calor
(Maughan y van der Auwera, 2011). Las especies de Bacillus se encuentran
ampliamente distribuidas debido a su habilidad para formar endosporas,
caracteristica que les confiere resistencia y potencia su aislamiento en diversos
hébitats, tanto ecosistemas acuéaticos como terrestres, e incluso en ambientes bajo
condiciones extremas. Sin embargo, el suelo es considerado el principal reservorio
de este género bacteriano, debido a que la mayoria de las especies de Bacillus
son sapréfitas pudiendo utilizar la gran diversidad de sustratos organicos
presentes en el suelo, siendo ésta una matriz compleja para el establecimiento de
una gran diversidad genética y funcional de especies microbianas (Villarreal-
Delgado et.al.,, 2018). Entre las caracteristicas del género Bacillus destaca su
crecimiento aerobio o en ocasiones anaerobio facultativo, son Gram positivas de
morfologia bacilar con movilidad flagelar y tamafo variable (0.5 a 10 ym), su
crecimiento Optimo ocurre a pH neutro, presentando un amplio intervalo de
temperaturas de crecimiento, aunque la mayoria de las especies son mesdfilas
(temperatura entre 30 y 45 °C), su diversidad metabdlica asociada a la promocion
del crecimiento vegetal y control de patdgenos ademas destaca su capacidad de
producir endosporas (ovales o cilindricas) como mecanismo de resistencia a

diversos tipos de estrés. Una de las caracteristicas mas relevantes de este género



es que las especies que lo conforman son productoras de compuestos que

presentan una amplia gama de actividad antimicrobiana.

2.3.1 Bacillus velezensis
Una de las cepas mas estudiadas es Bacillus subtilis debido a su capacidad de

producir metabolitos secundarios, sin embargo, se ha informado que el arsenal
biosintético de Bacillus velezensis es mas potente y diverso que el de B. subtilis
(Fazle & Baek, 2020). Bacillus velezensis fue identificada por primera vez en 2005
por Ruiz-Garcia y colaboradores, mediante el aislamiento de nuevas especies de
Bacillus a partir de muestras ambientales del rio Velez en Malaga, Espafia. Son
bacterias Gram positivas que se presentan tanto individualmente como en pares y
ocasionalmente en cadenas cortas. Las endosporas son elipsoidales y se
encuentran en posiciones paracentrales o subterminales en los esporangios, son
moviles gracias a flagelos peritricos . Crecen dentro del rango de temperatura de
15 a 45 °C y a valores de pH de entre 5y 10. Su metabolismo es respiratorio, con
oxigeno como aceptor final de electrones. No crecen en anaerobiosis en presencia
de nitrato o fumarato (Ruiz-Garcia et.al., 2005). Se ha reportado que alrededor del
10 % del genoma se dedica a sintetizar metabolitos bioactivos (Hamley, 2015;
Baharudin et.al., 2021).

2.3.2 Bacillus velezensis LEM1054
Bacillus velezensis LEM1054 fue aislada de Prosopis laevigata en una regién

semiarida de Puebla contaminada con metales pesados (Ramirez et al., 2019). Se
ha reportado que esta cepa tiene capacidad de inhibir el desarrollo de hongos
fitopatbgenos, demostrando su efecto sobre Fusarium fujikuroi, Fusarium

oxysporum y Alternaria alternata (Palomino G., 2023).

2.3.3 Produccion de antimicrobianos por Bacillus velezensis
Esta bacteria puede producir sustancias antimicrobianas de distinta naturaleza

como péptidos de sintesis ribosomal , policétidos (PK) y pequefias moléculas
peptidicas de sintesis no ribosomal (NRPs) (Fickers et al., 2012). Los péptidos de
sintesis ribosomal estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se

caracterizan por poseer una longitud entre 12 y 50 aminoacidos, generando



moléculas que son de cardcter cationico principalmente. Tienen gran diversidad y
son comunmente conocidas como bacteriocinas, las cuales pueden clasificarse de
acuerdo con su estructura quimica, estabilidad térmica, presencia de aminoacidos

modificados y su modo de accion (Fickers et.al., 2012; Summi et.al., 2015).

Los policétidos son una familia muy diversa de productos naturales que son
biosintetizados mediante repetidas condensaciones de descarboxilacion de
Claisen (polimerizacion de subunidades acetilo y propionilo) entre la unidad
extensora y la cadena de policétidos creciente (Summi et.al.,, 2015). Sa han
identificado tres grupos de genes que dirigen la sintesis de policétidos, tal como
macrolactina (min), bacilaeno (bae) y dificidina (dfn) (Chen et.al., 2006; Chen
et.al., 2009). Estos compuestos exhiben actividades antibacterianas a través de la
inhibicion de la sintesis de proteinas. El bacilaeno exhibe actividad antimicrobiana
contra varias bacterias y hongos (Patel et.al., 1995; Um et.al., 2013; Midiller et.al.,
2014). La dificidina inhibe patégenos bacterianos y finalmente la macrolactina

muestra actividad antibacteriana, antifingica y antiviral.

En cuanto a los NRPs o lipopéptidos, estos han recibido una atencion
considerable debido a su diversidad estructural y funcional con respecto al
tamano, el espectro de actividad antimicrobiana con bajo nivel de resistencia y
baja toxicidad (Ongena y Jacges 2008; Malfanova et. al., 2012; Kulimushi et.al.
2017). Los lipopéptidos son compuestos ciclicos o lineales, sintetizados a partir de
complejos multienzimaticos largos (Akpa et.al., 2001; Martinez-Nufiez y Lopez,
2016), son anfipaticos con un oligopéptido hidrofilico (con aminoacidos L y D)
unido a una cadena hidrofébica de &cidos grasos (Zhao et.al., 2016). La secuencia
de aminoacidos del oligopéptido clasifica a los lipopéptidos en las familias de las
lturinas, fengicinas y surfactinas (Ongena & Jacques, 2008). Debido a sus
caracteristicas anfipaticas, su mecanismo de accion se basa en su interaccién con
la membrana celular, formacion de poros y canales ionicos en las membranas de

la bicapa lipidica (Deleu et.al., 2005).



Las iturinas consisten en heptapéptidos unidos a una cadena de acido graso R3-
amino que tiene entre 14 y 17 carbonos de longitud, causan perturbaciones
osmoticas al formar poros conductores de iones que resultan en la fuga de K+ y
otros iones vitales Estas han demostrado una fuerte actividad antifungica contra
una amplia variedad de hongos, con actividad antibacteriana limitada y ninguna
actividad antiviral (Yao et.al., 2003; Ongena & Jaques, 2008; Grover et.al., 2010).
La familia de las fengicinas comprende decapéptidos que contienen un acido
graso [3-hidroxi con una longitud de cadena lateral de 16 a 19 atomos de carbono
(Koumoutsi et.al., 2004; Romero et.al., 2007; Alvarez et.al., 2012; Fan et.al.,
2017). Al interactuar con las moléculas de esterol y fosfolipidos tienen la
capacidad de alterar la permeabilidad de las membranas celulares de los hongos
(Deleu, 2005) y son especificamente activas contra hongos filamentosos
(Koumoutsi et.al., 2004; Falardeau et. al., 2013; Tang et. al. 2014).

Las surfactinas son heptapéptidos interconectados con una cadena de acido graso
3-hidroxi, son potentes biosurfactantes con excepcionales actividades
emulsionantes, espumantes y antivirales, pero sin actividad antifingica aparente.
Existen tres formas distintas de surfactina (A, B y C) que se clasifican segun las
variaciones en la secuencia de aminoacidos Se sintetizan mediante una
interaccion compleja de NRPS codificados por el operdon srfA (Nakano, 1991). La
surfactina ejerce sus efectos celulares alterando la integridad de la membrana
(Bernheimer & Avigad, 1970; Zeriouh et.al., 2011).

Aunque la mayor parte de la literatura reporta lipopéptidos de B. velezensis por su
actividad antifungica, para actividad antibacteriana, especialmente contra
patdgenos humanos, es relativamente escasa (Palazzini et.al. 2016; Li et.al., 2020;
Ye et.al 2018; Grady et.al. 2019).



3. ANTECEDENTES

En un estudio realizado por Baharudin y colaboradores en 2021, los resultados
indicaron que un compuesto antimicrobiano producido por la cepa PD9 de Bacillus
velezensis podria usarse como un agente terapéutico universal contra diferentes
cepas de MRSA (Staphylococcus aureus resistente a la meticilina). Ademas, las
cepas de Bacillus velezensis mostraron actividad antimicrobiana contra varias

bacterias Gram positivas y Gram negativas.

En otro estudio realizado por Nam y colaboradores identificaron que el principal
compuesto antiestafilococico de B. velezensis NST6 es un lipopéptido ciclico, C15-
bacilomicina D, que demostrd su potencial para tratar cepas de Staphylococcus en
experimentos in vitro e in vivo con un nivel insignificante de toxicidad (Nam J, et.
al., 2020).

Por dltimo, Barale y colaboradores en 2022, aislaron surfactina de la cepa de
Bacillus velezensis SK, la cual exhibié buena actividad antimicrobiana (1600
AU/ml) contra Bacillus cereus resistente a los medicamentos y Staphylococcus
aureus, lo que sugiere que podria usarse en diversas aplicaciones alimentarias y

biomédicas.



4. JUSTIFICACION

El desarrollo de nuevas terapias antimicrobianas eficaces en la inhibicion de
bacterias patdgenas multidrogorresistentes a las terapias antimicrobianas
habituales, mediante el empleo de nuevos compuestos, resulta indispensable. Los
compuestos antimicrobianos producidos por cepas del género Bacillus, han
mostrado tener un efecto antagénico en contra de hongos fitopatdégenos y algunas
bacterias, por tal razon es una excelente alternativa que debe ser explorada como
compuestos antimicrobianos en contra de cepas bacterianas de importancia
clinica identificadas como multidrogorresistentes, permitiendo asi contar con una
alternativa para el tratamiento de las infecciones generadas por este tipo de

microorganismos.

5. HIPOTESIS
Los compuestos antimicrobianos producidos por la cepa de Bacillus velezensis

LEM1054, tendran efecto antagénico en contra de cepas de Staphylococcus spp.

multidrogorresistentes.

6. OBJETIVO GENERAL
Analizar el potencial antimicrobiano de compuestos producidos por Bacillus

velezensis LEM1054 contra cepas de Staphylococcus spp. multidrogorresistentes.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Corroborar la multidrogorresistencia de las cepas de Staphylococcus spp.
2. Realizar la extraccion de compuestos producidos por Bacillus velezensis
LEM1054.
3. Determinar si los compuestos obtenidos muestran actividad inhibitoria sobre
las cepas multidrogorresistentes.
4. Analizar filogenéticamente los genes codificantes de los posibles

metabolitos responsables de la inhibicién.



8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Aislados clinicos
Los aislados clinicos fueron proporcionados por el Dr. José Arturo Cortes Diaz del

Hospital de Traumatologia y Ortopedia Dr. Rafael Moreno Valle del estado de
Puebla y por la Dra. Rosa del Carmen Rocha-Gracia del laboratorio de Interaccion
microorganismo-hospedero del Centro de Investigaciones en Ciencias
Microbioldgicas-BUAP (Tabla 1).

Tabla 1. Cepas de Staphylococcus spp. aisladas de hemocultivos de pacientes en UCI.

Cepa Género/ especie
ATCC 25923 Staphylococcus aureus (cepa control)

Sacl Staphylococcus aureus

Sacz Staphylococcus aureus

Sach Staphylococcus aureus
LEMST12 Staphylococcus aureus
LEMST13 Staphylococcus epidermidis
LEMST28 Staphylococcus aureus

8.2Cepa de Bacillus

La cepa de Bacillus velezensis LEM1054 fue tomada de la coleccion perteneciente
al laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones en
Ciencias Microbiolégicas CICM del Instituto de Ciencias de la Benemérita
Universidad Autébnoma de Puebla, la cual, en trabajos previos, fue aislada de
nodulos de Prosopis laevigata en una zona con concentraciones elevadas de
metales pesados e identificada mediante analisis de secuencias de los genes
ARNrl 6Sy rpoB (Ramirez et al., 2019; Chumacero ,2019).

10



8.3 Prueba de sensibilidad a los antibidticos convencionales

Para corroborar la resistencia a los antibiéticos se tomé como referencia la prueba
Kirby Bauer y se realizaron tres ensayos independientes con las 7 cepas de

Staphylococcus spp.

Estos consistieron en que a partir de un cultivo fresco de Staphylococcus spp. en
medio LB de 24 horas de crecimiento, se ajusté un inoculo hasta obtener una
turbidez comparable a la escala 0.5 McFarland, lo que corresponde a una
concentracion aproximada de 1.5 x10% UFC /ml.

Por medio de la prueba de difusion en placa se agregaron 100 microlitros del
in6culo a una placa de agar Miller Hinton y con ayuda de un asa de Digralsky
estéril se extendio, posteriormente con pinzas estériles se colocé el multidisco con
los diferentes antibiéticos (Tabla 2). Las placas se incubaron a 30°C durante 24
horas, y las medidas de los halos se reportaron a las 24 y 48 horas. La
interpretacion se realizé de acuerdo con los puntos de corte que indica el
proveedor (Abel Gutiérrez y/o Investigacién Diagndéstica), como se muestra en la
Tabla 2. Como control negativo se utilizd la cepa de referencia de Staphylococcus
aureus ATCC25923.
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Tabla 2. Rangos de corte por el método de multidiscos para bacterias Gram +.

Antibiotico Diametro del
halo (mm)
Ampicilina 10 pg <28 Resistente
> 29 Sensible
Cefalotina 30 ug <29 Resistente
> 37 Sensible
Cefotaxima 30 ug <14 Resistente
=16-20 Intermedia
>23 Sensible
Ciprofloxacino 5 pg <15 Resistente
=16-20 Intermedia
>21 Sensible
Clindamicina 30 pg <28 Resistente
>34 Sensible
Dicloxacilina 1 pg <18 Resistente
>30 Sensible
Eritromicina 15 ug <13 Resistente
=14-22 Intermedia
>23 Sensible
Gentamicina 10 pg <12 Resistente
=13-14 Intermedia
>15 Sensible
Penicilina 10 U <28 Resistente
=29 Sensible
Tetraciclina 30 pg <14 Resistente
=15-18 Intermedia
>19 Sensible
Sulfa + trime 25 pg <10 Resistente
=11-15 Intermedia
> 16 Sensible
Vancomicina 30 ug <14 Resistente
=15-16 Intermedia
>17 Sensible

(ug= microgramos; U= Unidades)
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8.4 Extraccion de compuestos producidos por Bacillus velezensis LEM1054

Para realizar la extraccion de los compuestos con probable actividad bioldgica, se
realizo un screening con diferentes solventes de naturaleza no polar, cloroformo,

benceno y éter dietilico.

Para llevar a cabo este paso, se partié de un cultivo liguido en medio YM de 24
horas de crecimiento de la cepa Bacillus velezensis LEM1054 incubado a 30 °C en
agitacion orbital a 180 rpm durante 24 horas. Posteriormente se centrifugo el tubo
a 5000 rpm durante 30 minutos, se decantd el sobrenadante y se desechd el
sedimento. Una vez obtenido el sobrenadante, este se mezcldé con cada uno de
los solventes y se agitod en el vortex durante diez minutos, finalmente se utilizaron

las fases orgéanicas.

8.5Actividad Inhibitoria de los compuestos obtenidos sobre las cepas
multidrogorresistentes.

Para las pruebas de actividad inhibitoria, se realiz6 una siembra por extension en
agar Mdller Hinton en donde se colocaron 100 microlitros de un cultivo en LB de
Staphylococcus spp., posteriormente, con ayuda de la parte superior de una punta
estéril se realiz6 un pozo en donde se colocaron 100 microlitros del extracto.
Finalmente, las placas se incubaron durante 24 horas a 30 °C y se observo la
presencia o ausencia de halos de inhibicion. Como controles negativos se

utilizaron benceno, cloroformo y éter dietilico.
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8.6 Analisis filogenético de los genes codificantes de los posibles
metabolitos responsables de la inhibicién

Puesto que, en estudios recientes realizados por el equipo de trabajo del
Laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana, determinaron la presencia de los
genes srfA, dfnD, baeR y mInA los cuales codifican para la produccion de
surfactina, dificidina, bacilaeno y macrolactina respectivamente y posiblemente se
encuentren implicados en la actividad antimicrobiana de Bacillus velezensis, en
este trabajo realizamos el analisis filogenético de estos genes para observar que
tanto se encuentran reportados y su distribucion en las distintas especies de
Bacillus. Para llevar a cabo esto, se realizd la busqueda de las secuencias
aminoacidicas de los genes (srfA, dfnD, baeR y mInA) en la base de datos de
NCBI (National Center for Biotechnology Information). Se llevd a cabo el
alineamiento de las secuencias mediante el programa Clustal X y su edicién con el
programa BioEdit. Posteriormente, se generaron los arboles por el método de
Neighbor-Joining con el programa MEGAL11. La confianza de los arboles se obtuvo

con 1000 réplicas de Bootstrap.
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9. RESULTADOS

9.1 Corroborar la multidrogorresistencia de las cepas de Staphylococcus

spp.
La finalidad de nuestro primer objetivo fue corroborar que las cepas de

Staphylococcus spp. fueran multidrogorresistentes. De las cepas probadas, las
siete presentaron resistencia a mas de tres antibiéticos de familias diferentes.

La cepa de referencia Staphylococcus aureus ATCC25923 presentd sensibilidad a

los doce antimicrobianos probados.

En el caso de la cepa Sacl presentd resistencia a seis antibiéticos de los doce
probados, de los cuales dos pertenecen a la familia de los betalactdmicos
(ampicilina y penicilina) uno a la familia de las cefalosporinas (cefalotina) uno a la
familia de las quinolonas (ciprofloxacino) y a uno a la familia de las lincosamidas

(clindamicina).

La cepa Sac2 mostré resistencia a ampicilina, dicloxacilina, cefalotina
clindamicina, y tetraciclina, de los cuales los primeros dos pertenecen a la familia
de los betalactamicos, seguido de una cefalosporina, lincosamida y tetraciclina

respectivamente.

En cuanto a la cepa Sac5 mostré resistencia a ampicilina, dicloxacilina, penicilina
cefalotina y clindamicina, de los cuales los primeros tres pertenecen a la familia de
los betalactamicos, el siguiente a la familia de las cefalosporinas y el ultimo a la

familia de las lincosamidas.

Por ultimo, las cepas LEMST12 y LEMST28 presentaron resistencia a los 12
antibioticos probados y la cepa LEMST13 presento resistencia a 10 antibioticos y
sensibilidad intermedia a dos antibioticos (cefatoxima y ciplofloxacino). En la Tabla
3 se muestra graficamente la respuesta que tuvieron las cepas frente a los
antibioticos probados y en la figura 1 se muestran los antibiogramas realizados

para cada cepa.
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Tabla 3. Resultados de los antibiogramas para corroborar la multirresistencia de las cepas
gue se utilizaron para este trabajo.
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Figura 1. Antibiogramas de las cepas de Staphylococcus. a) ATCC25923, b) Sacl, c¢) Sac2,

d) Sac5, e) LEMST12, f) LEMST13, g) LEMST28.
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9.2 Extraccion de compuestos producidos por Bacillus velezensis LEM1054.
De los tres solventes que se probaron para la extraccion de los posibles
metabolitos con actividad antimicrobiana, el extracto obtenido con benceno (fig.2)
y con cloroformo (fig. 3) a diferencia del que se obtuvo con éter dietilico no
formaron halos de inhibiciébn. Por esta razén se continué trabajando con éter

dietilico.

Figura 2. Imagenes de los ensayos realizados con el extracto obtenido con benceno, como
control negativo se utilizé benceno. a) control negativo de la cepa Sacl, a”) cepa Sacl con el
extracto. b) control negativo de la cepa LEMST12, b") cepa LEMST12 con el extracto.
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Figura 3. Imagenes de los ensayos realizados con el extracto obtenido con cloroformo, como
control negativo se utilizé cloroformo. c) control negativo de la cepa Sacl, c¢’) cepa Sacl con el

extracto. d) control negativo de la cepa LEMST12, d) cepa LEMST12 con el extracto.
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9.1 Determinacién de la actividad inhibitoria sobre las cepas
multidrogorresistentes.

En cuanto a las pruebas realizadas con el extracto obtenido con éter dietilico las
cepas que mostraron halos de inhibicién de mayor diametro fueron la ATCC 25923
y la LEMST13, seguido de la cepa LEMST12 (Tabla 4) y en la figura 4 se
muestran algunas imagenes de los ensayos realizados con el extracto obtenido

con éter dietilico.

Tabla 4. Medidas de los halos de inhibicidn de las cepas de Staphylococcus spp. frente al
extracto obtenido con éter dietilico.

Cepa Diametro del halo (mm)
ATCC25923 154
Sacl 13.3
Sac2 13.3
Sach 13.1
LEMST12 13.9
LEMST13 14.5
LEMST28 13.2
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Figura 4. Actividad antimicrobiana del extracto obtenido con éter dietilico, como control
negativo se utilizé éter dietilico. Las imdagenes de la derecha muestran los controles
negativos de cada cepa y a la izquierda en la figura A) cepa ATCC25923, B) cepa Sacl, C)
cepa Sac2, D) cepa Sac5, E) cepa LEMST12, F) cepa LEMST13, G) cepa LEMST28.
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9.2 Analisis filogenético de los genes srfA, dfnD, baeR y minA.

Para llevar a cabo el analisis filogenético de cada uno de los genes, se utilizé el
método de Neighbor-Joining (Saitou N. & Nei M, 1987). Se muestran los arboles
optimos y el porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados se
agruparon en la prueba de arranque (1000 réplicas), se muestran junto a las
ramas (Felsenstein J., 1985). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el
método de correccién de Poisson (Zuckerkandl E. & Pauling L., 1965) y estan en
unidades del nuamero de sustituciones de aminoacidos por sitio. Todas las
posiciones ambiguas se eliminaron para cada par de secuencias (opcién de
eliminacién por pares). Los analisis evolutivos se realizaron en MEGA11 (Tamura
K., Stecher G.& Kumar S. 2021).
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Figura 5. Analisis filogenético molecular por el método de Neighbor-Joining, basado en secuencias
del gen srfA que codifica para la produccion de surfactina, de todas las especies reportadas del
género Bacillus. El andlisis involucré 25 secuencias de aminoacidos y un total de 1542 posiciones
en el conjunto de datos final. El arbol reveld la similitud filogenética de los genes de biosintesis de

biosurfactantes de Bacillus velezensis con otras especies del género.
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— B.velezensis AHZ 165001

92
99 —— B .velezensis QDF49196 1
B .velezensis ARZ58625.1
— B.amyloliquefaciens AGZ56974 1
99
—— B .velezensis QDF56475.1

B amyloliquefaciens AGF27173.1

Fig.6. Andlisis filogenético molecular por el método de Neighbor-Joining, basado en secuencias del
gen dfnD que codifica para la produccién de dificidina, de todas las especies reportadas del género
Bacillus. El andlisis involucr6 6 secuencias de aminoacidos. Hubo un total de 4198 posiciones en el

conjunto de datos final.
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Figura 7. Analisis filogenético molecular por el método de Neighbor-Joining, basado en secuencias
del gen baeR que codifica para la produccion de bacilaeno, de todas las especies reportadas del

género Bacillus. El andlisis involucr6 9 secuencias de aminoécidos. Hubo un total de 2559

posiciones en el conjunto de datos final.
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B velezensis AFZ90517.1
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Figura 8. Andlisis filogenético molecular por el método de Neighbor-Joining, basado en secuencias
del gen mInA que codifica para la produccion de macrolactina; de todas las especies reportadas del
género Bacillus. El andlisis reveld la ruta de biosintesis de este lipopéptido esta evolutivamente
conservado en las cepas con respecto a los genes en esta especie. Las cepas reportadas se
agruparon en un solo cluster y como grupo externo se agrupo B. siamensis. Este andlisis involucré

7 secuencias de aminoé&cidos y hubo un total de 2553 posiciones en el conjunto de datos final.
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10.DISCUSION

Las infecciones que produce Staphylococcus spp. ocurren regularmente en
pacientes hospitalizados y tienen severas consecuencias a pesar de la terapia
antimicrobiana. El antibidtico de primera linea en el tratamiento de infecciones
graves causadas por Staphylococcus durante mas de cuatro décadas ha sido la
vancomicina, un glucopéptido que inhibe la sintesis de la pared celular por medio
de la union a la terminacién D-Ala-Da-Ala del peptidoglicano (van Hal, Fowler,
2013), uno de los problemas relacionados con este antibiético que causan
preocupacion y se ha convertido en objeto de diversas investigaciones a nivel
mundial, es la emergencia de cepas de Staphylococcus con sensibilidad
disminuida a la vancomicina (Peterson, 2019). Existen numerosas publicaciones
con relacién a la resistencia a los antibioticos de S. aureus, sin embargo, si se
restringe la busqueda a cepas provenientes de hemocultivos de pacientes
recluidos en UCI, la informacion disponible estd mucho mas restringida
(Castellano-Gonzélez et.al., 2019). El aumento de las tasas de resistencia a los
antibiéticos glucopéptidos para microrganismos Gram positivos es un problema
importante en las UCI. Tal como podemos observar en nuestro estudio, las cepas
S. aureus y la correspondiente a S. epidermidis provenientes de UCI se mostraron
resistentes y con sensibilidad intermedia a vancomicina. Al mismo tiempo se
determind la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas frente a antibidticos de
uso comun, encontrando que las seis cepas mostraron resistencia a
betalactamicos. En la actualidad, mas del 90 % de las cepas de Staphylococcus
spp. han desarrollado resistencia a estos antibiéticos, sin embargo, cuando la
cepa es sensible, este antibidtico se utiliza de primera linea debido a su buena
disponibilidad, bajo costo y baja toxicidad. Otro antibiético al que fueron
resistentes las seis cepas fue a uno perteneciente a la familia de las lincosamidas,
lo cual se ha reportado varia ampliamente entre paises, instituciones y el tipo de

mecanismo de resistencia prevalente en los aislamientos (Janapatla et. al.,2007).

Estos resultados nos permiten tener un acercamiento a la presencia de cepas que
amenazan la salud publica y la importancia de contar con alternativas para el

tratamiento efectivo de las infecciones producidas por cepas de Staphylococcus
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multidrogorresistentes y que por supuesto tiendan a desarrollar menor resistencia

para alcanzar el éxito clinico (Eliopoulos, 2009; Barton & MacGowan, 2009).

Una de las alternativas para combatir este problema son algunos compuestos
producidos por Bacillus los cuales se consideran uno de los candidatos a farmacos
mas prometedores para las proximas décadas, ya que tienen un amplio rango de
actividad, toxicidad reducida, el potencial para la produccion en masa respetuosa
con el medio ambiente y un menor desarrollo de resistencia asociada a su uso
(Zhang & Sun, 2018). Uno de los métodos mas empleados para la extracciéon y
purificacion de estos compuestos (lipopéptidos), es el uso de solventes organicos
con diferentes indices de polaridad como cloroformo, acetato de etilo, hexano y
éter han sido empleados con este propésito (Biniarz et al., 2016). Por tal razén, en
este estudio se realizaron pruebas con tres solventes (benceno, cloroformo y éter
dietilico), siendo el extracto obtenido con éter dietilico el que mostré halos de
inhibicion al probarlo frente a las cepas de Staphylococcus multidrogorresistentes,
al mismo tiempo no mostrar halos en el control, nos indicé que el solvente por si
solo no inhibe el crecimiento de las bacterias. Esto probablemente se debe a que
el extracto con éter dietilico tiene una alta actividad emulsionante, tal como lo

reporta Gandhimathi y colaboradores.

Este estudio tuvo como principal objetivo determinar si los extractos que se
obtuvieron mostraban actividad inhibitoria sobre las cepas de Staphylococcus , los
compuestos extraidos con éter dietilico de la cepa de Bacillus velezensis
LEM1054 mostraron actividad inhibitoria exhibiendo halos de inhibicion con
diametros semejantes contra las cepas ATCC25923, Sacl, Sac2, Sach,
LEMST12, LEMST28 y LEMST13, de las cuales las primeras seis pertenecen a la
especie aureus y la dltima a la especie epidermidis. Estos resultados sugieren que
existe la presencia de compuestos que impiden el crecimiento de estas bacterias
patogenas, y aunque en la literatura se ha reportado que los responsables de la
inhibicion suelen ser en su mayoria lipopéptidos, tal como lo reportan Nam J vy

colaboradores en 2020, Baharudin y colaboradores en 2021 y Barale y
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colaboradores en 2022, es necesario purificar y aislar el o los componentes

responsables de la inhibicién.

En el analisis filogenético, se encontré que los genes srfA, dfnD, baeR y mInA de
Bacillus velezensis se encuentran altamente conservados entre cepas y especies
del género. El gen mas reportado es el srfA ya que los biosurfactantes son
producidos por gran variedad de especies de este género. En cuanto al gen dfnD
las secuencias reportadas son pocas, esto se debe a que la especie Bacillus
velezensis es una de las principales productoras de este metabolito. Del mismo
modo para el gen baeR, los reportes son pocos dado a que Bacillus velezensis,
Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis son productoras de este metabolito,
este gen se encuentra altamente conservado entre las especies del género,
aunque B. subtilis formo un grupo separado. Por ultimo, el gen que codifica para la
produccion de macrolactina, las secuencias reportadas mostraron el cien por
ciento de homologia, como grupo externo se agrupo B. siamensis, es conveniente
resaltar que la mayoria de las macrolactinas provienen de cepas de Bacillus, y si
bien poseen una amplia gama de bioactividades, sus mecanismos de accién aun
no se encuentran bien definidos (Wu, T., Xiao, F., & Li, W., 2020).
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11.CONCLUSIONES

>

En este estudio se puede concluir que la cepa Bacillus velezensis LEM1054
puede producir compuestos con probable actividad antimicrobiana contra
cepas de Staphylococcus multidrogorresistentes, sin embargo, es necesario
identificar, aislar y caracterizar el o los metabolitos presentes en el extracto
para avanzar en la aplicacion de estos.

En cuanto al solvente utilizado es necesaria la busqueda de un método de
extraccion mas eficiente para obtener la mayor cantidad de metabolitos
posibles.

Finalmente, con respecto al estudio filogenético, este nos permiti6 observar
gue las secuencias reportadas aun son pocas, lo que a su vez indica que la
cepa ha sido poco estudiada en cuanto a los genes que codifican para la
produccién de estos metabolitos y su aplicacion frente a bacterias de

importancia clinica.
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13.ANEXOS
Medio YM 1L

10 g de manitol

19 de extracto de levadura

0.5 g de acido glutamico

Agua destilada

Medio LB 1L

e 10 g Peptona de caseina
e 10 g cloruro de sodio

e 5 g extracto de levadura

Agar Muller Hinton MCD LAB
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