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RESUMEN

Actualmente, la Resistencia a los Antimicrobianos (RAM) representa uno de los problemas de
salud mas graves para la humanidad. Se estima que en 2019 hubo 4,95 millones de muertes
asociadas con la RAM, incluidas 1,27 millones de muertes directamente atribuibles a la
resistencia a los antibiéticos. Debido a esta alarmante situacion, la Organizacion Mundial de la
Salud establecio un plan de accion global para el control de la RAM, uno de los objetivos
principales es el desarrollar nuevos antibioticos y nuevas estrategias antibacterianas. Hoy en
dia, para la busqueda de nuevos antibiéticos se estan explorando fuentes inusuales, como los
microorganismos que forman parte de la microbiota asociada a animales, incluyendo humanos

e insectos.

Diferentes estudios han reportado que la microbiota de insectos es una fuente con gran
potencial para la identificacion de antimicrobianos y otros compuestos. Asi mismo, han sugerido
gue existe una especializacion de los microorganismos segun el nicho ecoldgico que ocupan.
En este proyecto evaluamos la actividad antibacteriana de una coleccion de cepas bacterianas
aisladas de dos insectos nativos de México, el gusano rojo del maguey Comadia redtenbacheri

y la hormiga Atta mexicana.

Analizamos la actividad antibacteriana de 344 cepas que aislamos de la microbiota de la
hormiga A. mexicana, seleccionadas con base en las diferencias en su morfologia colonial.
También se analizaron 59 cepas aisladas previamente de la microbiota intestinal del gusano del
maguey C. redtenbacheri por el grupo de investigacion de la Dra. Maria Esperanza Martinez

Romero.

La actividad antibacteriana de estas cepas se probd contra cuatro bacterias patégenas
humanas de referencia que pertenecen al grupo ESKAPE: Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus. Encontramos que
20 cepas de C. redtenbacheri y 74 cepas de A. mexicana mostraron efecto inhibitorio de
crecimiento contra al menos uno de estos patdégenos. Posteriormente probamos la actividad
antibacteriana de estas 94 cepas contra bacterias resistentes a antibiéticos. Interesantemente,
encontramos que una cepa aislada del gusano de maguey y una cepa aislada de la hormiga
inhiben el crecimiento de aislados clinicos resistentes a antibiéticos de P. aeruginosa y S.

aureus, respectivamente. Mediante el analisis de la secuencia del gen 16S rRNA estas dos



cepas se identificaron como Bacillus velezensis (aislada del gusano del maguey C.
redtenbacheri) y Serratia sp. (aislada de la hormiga A. mexicana).

Nuestros resultados muestran el potencial que tiene la microbiota de insecto nativos de México

como fuente para la identificacion de bacterias con actividades antibacterianas.



ABSTRACT

Currently, Antimicrobial Resistance (AMR) represents one of the most serious health problems
for humanity. There were an estimated of 4.95 million AMR-associated deaths in 2019, including
1.27 million deaths directly attributable to antibiotic resistance. Due to this alarming situation, the
World Health Organization established a global action plan for the control of AMR, with one
major objective being the development of new antibiotics and new antibacterial strategies.
Nowadays, unusual sources are being explored for the search for new antibiotic, such as the

microbiota of animals, including humans and insects.

Different studies have reported that the insect microbiota is a source with great potential for the
identification of antimicrobials and other compounds. They have also suggested that there is a
specialization of microorganisms according to their ecological niche. In this project, we evaluated
the antibacterial activity of a collection of bacterial strains isolated from two native insects of

Mexico, the red maguey worm Comadia redtenbacheri and the Atta mexicana ant .

We analyzed the antibacterial activity of 344 strains that we isolated from the microbiota of the
ant A. mexicana and selected based on their colonial morphology. Additionally, we analyzed the
antibacterial activity of 59 strains previously isolated from the gut microbiota of the maguey worm

C. redtenbacheri by the research group of Dr. Maria Esperanza Martinez Romero.

The antibacterial activity of these strains was tested against four reference human pathogenic
bacteria that are part of the ESKAPE group: Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus. We found that 20 strains of C.
redtenbacheri and 74 strains of A. mexicana showed a growth inhibitory effect against at least
one of these pathogens. Subsequently, we tested the antibacterial activity of these 94 strains
against antibiotic-resistant bacteria. Interestingly, we found one isolate from the maguey worm
and one from the ant that inhibit the growth of antibiotic-resistant clinical isolates of P. aeruginosa
and S. aureus, respectively. Through 16S rRNA gene sequence analysis, these two strains were
identified as Bacillus velezensis (isolated from the maguey worm C. redtenbacheri) and Serratia

sp. (isolated from the ant A. mexicana).

Our results show the potential of the microbiota of native insects of Mexico for the identification

of antibacterial compounds.



1. INTRODUCION

La resistencia a compuestos antimicrobianos (RAM) representa uno de los problemas actuales
mas graves para la humanidad, a tal punto que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la
cataloga dentro de las diez amenazas para la salud mas importantes del siglo XXI (OMS, 2019;
OPS, 2019). En especial, las infecciones causadas por bacterias con resistencia a multiples
antibioticos representan un gran reto para el personal de salud al momento de ofrecer un
tratamiento, ya que las opciones son realmente escasas, esto a Su vez causa que se
incrementen los costos médicos, se prolonguen las estancias hospitalarias y que aumente la
mortalidad (OMS, 2020). La OMS ha establecido un plan de accion mundial para el control de
la resistencia a los antimicrobianos e hizo un llamado para que todos los paises miembros
establezcan un plan nacional contra esta problematica. Este plan tiene como objetivos centrales

el desarrollo de nuevos antibiéticos y nuevas estrategias antibacterianas.

Alrededor del 80% de los antibidticos disponibles comercialmente provienen de
microorganismos del suelo, especialmente del género bacteriano Streptomyces (Arango et al.,
2016). Por ejemplo, S. antibioticus produce actinomicina, S. griseus produce estreptomicina, S.
erythreus produce eritromicina y S. orientalis produce vancomicina. En la actualidad se estan
explorando otras fuentes para la identificacién de nuevos antibiéticos, como compuestos que
provienen de plantas y sus derivados, de venenos de serpientes y alacranes, de
microorganismos de ambientes extremos, de bacterias marinas y de la microbiota de humanos
y animales. En nuestro grupo de investigacion se han caracterizado bacterias marinas y
bacterias provenientes de la microbiota del ajolote (Ambystoma altamirani) que poseen
actividad antibacteriana contra bacterias patdgenas de alta relevancia clinica (Aragon-Garcia,
2023; Romero-Gonzalez et al., 2023).

La diversificacion y el éxito evolutivo de los insectos han dependido en parte de sus
innumerables relaciones con microorganismos, los cuales ayudan a mejorar dietas pobres en
nutrientes, ayudan en la digestion de componentes alimentarios, protegen de depredadores,
parasitos y patdgenos, contribuyen en la comunicacion interespecifica e intraespecifica,
ademas de que estan involucrados en los sistemas de apareamiento y reproduccion (Engel y
Moran, 2013). Diferentes estudios han reportado que la microbiota de los insectos tiene un gran
potencial para la identificacion de antimicrobianos y otros compuestos (Menegatti et al., 2020;
Van Arnam et al., 2016; Zhang et al., 2020). Por lo que, en el presente proyecto nos enfocamos

en analizar la actividad antibacteriana de una coleccion de cepas previamente aisladas de la
4



microbiota del gusano del maguey Comadia redtenbacheri, asi como de cepas que aislamos de
la microbiota de la hormiga Atta mexicana. Nuestro interés fue encontrar cepas que presentaran
actividad contra bacterias patdogenas del grupo ESKAPE: Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus, especialmente
contra aislados clinicos resistentes a antibidticos. Ademas, mediante la secuenciacion y analisis
del gen 16S rRNA identificamos la especie de varias cepas que presentaron actividad

antibacteriana.



2. MARCO TEORICO

2.1 ANTIBIOTICOS
> Definicion de antibiodtico

Los antibidticos son moléculas que inhiben el crecimiento o matan bacterias (Adzitey, 2015).
Aquellos antibioticos que matan bacterias se denominan bactericidas, mientras que los que
inhiben transitoriamente el crecimiento bacteriano se denominan bacteriostaticos (De la Fuente
-Salcido et al., 2015; Etebu y Arikekpar, 2016). Estas moléculas son derivadas del metabolismo
de microorganismos, pero también pueden ser obtenidas en parte o en su totalidad a través de

sintesis quimica.

» Clasificacion de los antibiéticos y mecanismos de accion

Existen varias formas de clasificar los antibioticos, los esquemas de clasificacion mas comunes
se basan en sus estructuras quimicas, modo de accién y espectro de actividad (Schwalbe et al.,
2007; Etebu y Arikekpar, 2016). Algunas clases de antibioticos segun su estructura quimica
son: betalactdmicos, macrélidos, tetraciclinas, quinolonas, aminoglucosidos, sulfonamidas y

glicopéptidos.

e Betalactdmicos

Representan el grupo mas numeroso y de mayor uso en la clinica. El primer
betalactamico, la penicilina, fue descubierta en 1928 por Alexander Fleming.
Dicho antibidético es un compuesto producido por el hongo Penicillium
chrysogenum.  El nombre “betalactamico” deriva de la presencia de un anillo
lactamico de cuatro atomos (tres de carbono y uno de nitrdgeno) con un oxigeno
en posicidén B con respecto a un nitrégeno. En funcion de los radicales que se
unen a este anillo se distinguen varios subgrupos, los mas importantes son:
penicilinas, cefalosporinas, monobactamas y carbapenemas (Figura 1) (Calvo y
Martinez-Martinez, 2009; Gomez et al., 2015).



Anillo betalactamico + Anillo secundario = Nicleo del betalactamico —s GRUPO ANTIBIOTICO
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Figura 1. Estructura quimica de los antibiéticos betalactamicos (Figura
modificada de Suaréz y Gudiol, 2008)

Los antibidticos betalactamicos son agentes bactericidas que actlan a través de
dos mecanismos: inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana e induccién de
la autolisis bacteriana (Gomez et al., 2015).

La inhibicién de la sintesis de la pared celular se da al afectar la fase final
(transpeptidacion) de la sintesis del peptidoglicano, en la que intervienen
activamente las enzimas PBP (Penicillin-Binding Proteins). Los betalactamicos
bloquean las PBP porque el anillo B-lactamico tiene una estructura espacial similar
a la del residuo acil-D-alanin-D-alanina (sustrato natural de las PBP) de las
cadenas del peptidoglicano. Entonces, el nucleo B-lactdmico de la molécula se
une irreversiblemente a las PBP. Esta union irreversible evita el paso final (la
transpeptidacion) de la formacién de la pared de peptidoglicanos, interrumpiendo
asi la sintesis de la pared celular (Calvo y Martinez-Martinez, 2009; Kohanski
et al., 2010). Ademas, la inhibicion de las PBP (mediante la union irreversible
nucleo B-lactdmico-PBP) ocasiona que se activen enzimas autoliticas de la pared

celular, provocando asi la muerte bacteriana (Suarez y Gudiol, 2009).



Macrolidos

La estructura de los macrolidos consiste en un anillo macrociclico de lactona de
14,15 o0 16 carbonos, unido a desoxiazucares (como L-cladinosa y D-desosamina)
(Figura 2y 3).

El primer antibidtico perteneciente a esta clase fue descubierto y aislado por
primera vez en 1952 por J. M. McGuire como producto metabdlico del hongo del

suelo Saccharopolyspora erythraea.(Etebu y Arikekpar, 2016).

CH3 CHs
Anillo macrociclico OH /
de lactona CHz

Figura 2. Estructura quimica de los macrdlidos (Figura
modificada de Hamilton-Miller,1973)

14 atomos 15 atomos 16 atomos
Eritromicina Azitromicina (azalido) Diacetilmidecamicina
Claritromicina Espiramicina
Roxitromicina Josamicina

Telitromicina (cetolido)

Figura 3. Clasificacién de los macrdélidos de acuerdo con el numero de
carbonos del anillo macrociclico de lactona (Cobos-Trigueros et al., 2009).

Los antibioticos macrolidos inhiben la sintesis de proteinas actuando en la
subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Especificamente, se unen de forma
reversible al dominio V del ARN ribosdmico 23S. La union se realiza mediante la
formacion de puentes de hidrégeno entre diferentes radicales hidroxilos del
macrolido (especialmente entre el OH en posicion 2’ del azucar) y determinadas
bases del ARNr. Esta accion bloquea la adicion de aminoacidos a las cadenas
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polipeptidicas durante la sintesis de proteinas, alterando a su vez la translocacion
del ARNt (Cobos-Trigueros et al., 2009; Rodriguez-Palomares y Obrador-Vera,
2013).

Tetraciclinas

La tetraciclina fue descubierta por Benjamin Duggar en 1945 y fue aislada a partir
de una bacteria del suelo del género Streptomyces. El primer miembro de esta
clase fue la clortetraciclina (Etebu y Arikekpar, 2016).

Todas las tetraciclinas poseen un nudcleo de estructura tetraciclica lineal
compuesta de 4 anillos fusionados al que se pueden unir distintos radicales, lo
cual da origen a las diferentes tetraciclinas (Figura 4). Los miembros de esta clase
de antibidticos se agrupan en diferentes generaciones segun el método de
sintesis. Los obtenidos por biosintesis son de primera generacion, los derivados
de la semisintesis son de segunda generacion y los obtenidos por sintesis total se
consideran de tercera generacion (Tabla 1) (Vicente y Pérez-Trallero, 2010;
Fuoco, 2012; Etebu y Arikekpar, 2016).

N(CH).
5 H .3

OH

¢ HO O HO O O

Figura 4. Estructura quimica de las tetraciclinas (N'Guyen y Baumard, 2013)

Tabla 1. Clasificacion de las tetraciclinas segun el método de sintesis

1° Generacion Clortetraciclina, Oxitetraciclina,
(naturales) Tetraciclina, Demeclociclina,

2° Generacion Doxiciclina, Limeciclina,

(semisiteticos) Metaciclina, Minociclina, Rolitetraciclina

3° Generacion

(sintéticos) Tigeciclina



Las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas. Se unen a las subunidades 30s
de los ribosomas bacterianos, bloqueando la fijacién del aminoacil ARNt, con lo
gue se impide la adicion de aminoacidos a la cadena peptidica (Rodriguez-

Palomares y Obrador-Vera, 2013).

Quinolonas

La primera quinolona producida fue el acido nalidixico. Fue descubierto por
casualidad por cientificos involucrados en la blusqueda de medicamentos contra
la malaria (Etebu y Arikekpar, 2016). Las quinolonas tienen una estructura
formada por dos anillos, con un nitrégeno en la posicion 1, un grupo carbonilo en
la posicion 4 y un grupo carboxilo en la posicion 3. La potencia y el espectro
aumentan de manera significativa cuando llevan un atomo de fldor en la posicion

6, las cuales reciben el nombre de fluoroquinolonas (Figura 5) (Al6s, 2009).

O

R A COOH
B | Al
~
ROXTON
R

Figura 5. Estructura quimica de las quinolonas. X= C 6 N; R= ciclopropil, etil,
fluoroetil, metilamino, fluorofenilo o anillo tiazinico o oxacinico. R'= piperacino-4-ilo,
3metilpiperacino-1-ilo; R"= a&tomo de flior (Gonzales-Gomez,2005)

El mecanismo de accion de estos antibidticos consiste en la inhibicion de
topoisomerasas, las cuales son enzimas que participan en el proceso de sintesis
del ADN, enrollan y desenrollan el ADN. En bacterias Gram-negativas la
topoisomerasa que inhiben las quinolonas es la ADN-girasa, que tiene una
subunidad A y una subunidad B. La funcién méas importante de la enzima ADN-

girasa es mantener un nivel de enrollamiento del ADN que facilite el movimiento
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de los complejos que se forman en la replicacion y la transcripcion. Las quinolonas
interaccionan con aminoacidos de las alfa-hélices cercanas a la tirosina del centro
activo de las girasas. En bacterias Gram-positivas la diana es la topoisomerasa
IV, que tiene 2 subunidades: ParC y ParE. La topoisomerasa IV separa las hebras
de ADN tras cada replicacion. También tiene una actividad relajante sobre el ADN.
La inhibicion de estas enzimas produce la aparicion de extremos libres de ADN,
sobre los cuales actian exonucleasas que producirdn la muerte celular
(Rodriguez-Martinez, 2005).

Aminoglucoésidos

En 1944 fue aislado el primer aminoglucosido, denominado como estreptomicina,
a partir de una cepa de Streptomyces griseum (Etebu y Arikekpar, 2016).

Los antibiéticos aminoglucésidos se componen de aminoazlcares unidos por
enlaces glucosidicos a un alcohol ciclico hexagonal con grupos amino
(aminociclitol) (Figura 6) (Molina et al., 2009).

Aminocicllz Z-ceoni-exd repladi

Ambnoplucdstde

Figura 6. Estructura quimica de los aminoglucosidos (Mella, 2005)

Los aminoglucésidos actian mediante su fijacion al ARNr 16S de la subunidad del
ribosoma 30S (Molina et al., 2009). Esta interaccién puede inducir una alteracién
del complejo formado entre un codén de ARNm y su aminoacil ARNt afin, lo cual,
conduce a una lectura erronea del ARNm que finaliza de forma prematura la
traduccion del ARNm. Esta alteracion en la lectura de los codones del ARNm
puede resultar en una mala traduccion en la que se producen proteinas
“aberrantes” (Kohanski et al., 2010).
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Sulfonamidas
Los antibidticos sulfonamidas contienen un grupo funcional sulfonamida, que es
un azufre unido a dos 2 moléculas de oxigeno separadas, cada una a traves de

un doble enlace 1 nitrégeno y 1 grupo R de cadena lateral (Figura 7).

HO CH.OH
HN ’
H,C
s :
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0
HO
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O} H

Figura 7. Estructura quimica de las sulfonamidas

Estan estructuralmente relacionadas con acido paraaminobenzoico (PABA), un
factor requerido por las bacterias para la sintesis del acido félico, el cual es
imprescindible para la sintesis de precursores de los &cidos nucleicos bacterianos.
Las sulfonamidas compiten con PABA por la enzima dihidropteroato sintetasa,
bloqueando la conversién de PABA a dihidrofolato, ocasionando que las bacterias
ya no puedan sintetizar purinas necesarias para llevar a cabo la sintesis de ADN

(Vicente y Pérez-Trallero, 2010).

Glicopéptidos

Los antibioticos glicopéptidos se obtuvieron originalmente como productos
naturales, pero en los dultimos 20 afios se han desarrollado derivados
semisintéticos con actividad y propiedades farmacocinéticas mejoradas.

El primer y mas conocido antibiotico de este grupo es la vancomicina, la cual fue
aislada de Streptomyces orientalis, un microorganismo encontrado en suelos en
Borneo (Indonesia). Naturalmente, los glicopéptidos estan formados por un
péptido ciclico de siete aminoacidos, al que se unen dos azucares (Figura 8)

(Etebu y Arikekpar, 2016).
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Figura 8. Estructura quimica de los glucopéptidos.

Los antibidticos glucopeptidicos inhiben la sintesis de peptidoglucano, uniéndose
a unidades de peptidoglucano (en el dipéptido d-alanil-d-alanina) y bloqueando la
actividad de la transglucosilasa y la PBP. De esta manera, los glicopéptidos, ya
sean libres en el periplasma, como la vancomicina, o anclados a la membrana,
como la teicoplanina, actian como inhibidores estéricos de la maduracién de los

peptidoglucanos (Kohanski et al., 2010).

2.2 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

La introduccion de los antibiéticos en la practica clinica fue una de las intervenciones mas
importantes para el control de las enfermedades infecciosas. Sin embargo, una amenaza
creciente que deteriora la eficacia de estos farmacos es la resistencia bacteriana a los
antibioticos (Alds, 2015).

> Definicion de la resistencia a los antibiéticos

La resistencia a los antibidticos se produce cuando las bacterias adquieren la capacidad de

eludir los mecanismos que los farmacos utilizan contra ellas (Christaki et al., 2019).

La resistencia a los antibidticos en patdogenos bacterianos de humanos existia antes del uso de
estos farmacos por el hombre, pero su prevalencia era baja. Desde el uso masivo de los
antibioticos se ha constatado a nivel mundial un aumento muy importante de la prevalencia de
la resistencia a antibidticos. Las infecciones causadas por patdgenos resistentes a los
antibioticos suelen ser mas dificiles de tratar, causando una morbilidad y mortalidad
significativas (Alos, 2015; Christaki et al., 2019).
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» Resistencia Intrinseca, Adquirida y Adaptativa.

La resistencia a los antibiéticos que exhiben las bacterias puede ser intrinseca, adquirida
0 adaptativa (Christaki et al., 2019).

Resistencia Intrinseca

La resistencia intrinseca es un fendbmeno natural que es independiente de la
exposicion a los antibioticos y se codifica en el genoma de las bacterias. Este tipo
de resistencia es una propiedad natural de algunos grupos bacterianos (Morrison
y Zembower, 2020). Un ejemplo muy comun de este tipo de resistencia es aquella
que presentan todas las bacterias Gram-negativas a los antibiéticos glicopéptidos
(como vancomicina), debido a que estos compuestos tienen una estructura que
es incapaz de atravesar la membrana externa de estas bacterias. Otro ejemplo de
resistencia intrinseca es la presencia de bombas de expulsion inespecificas, las
cuales expulsan antibiéticos y otras sustancias del interior al exterior de las células

bacterianas (Arzanlou et al., 2017).

Resistencia Adquirida

La resistencia adquirida se define como la resistencia exhibida cuando una
bacteria previamente sensible adquiere un mecanismo de resistencia, ya sea por
una mutaciéon o por la adquisicion de nuevo material genético de una fuente
exdgena (transferencia horizontal de genes). La transferencia horizontal de genes
puede ocurrir a través de tres mecanismos principales: transformacion,
transduccion y conjugacion (Holmes et al.,, 2016). La transformacion involucra
recombinacién genética entre fragmentos de ADN extracelular (secretado o
producto de lisis celular), que son internalizados por la bacteria receptora, y el
ADN gendmico. Sélo unas pocas bacterias son naturalmente transformables o
competentes. El proceso de transducciéon implica la transferencia de material
genético entre una bacteria donante y una receptora por un bacteriofago. La
conjugacion implica la transferencia de material genético de una célula bacteriana
a otra por contacto fisico directo entre las células. Se forma un pili sexual que
conecta a dos células bacterianas, durante este contacto cercano un plasmido es
transferido de la célula donante a la célula receptora. Multiples genes de

resistencia a menudo estan presentes en un solo plasmido, lo que permite la
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transferencia de resistencia a mudltiples farmacos en un solo evento de
conjugacion. El ensamblaje de multiples genes de resistencia en un solo plasmido
esta mediado por elementos genéticos moviles (transposones, integrones vy
elementos ISCR de region comun de secuencia de insercién) (Christaki et al.,
2019).

¢ Resistencia Adaptativa

La resistencia adaptativa se define como la resistencia a uno o mas antibiéticos
inducida por una sefial ambiental especifica (estrés, estado de crecimiento, pH,
concentraciones de iones, condiciones de nutrientes y niveles subinhibitorios de
antibiéticos). A diferencia de la resistencia intrinseca y adquirida, la resistencia
adaptativa es transitoria, es decir, las bacterias generalmente vuelven al estado
original (susceptible) una vez que se elimina la presiéon de seleccién que ocasiona
la sefal inductora. La resistencia adaptativa parece ser el resultado de
modulaciones en la expresion génica como respuesta al cambio ambiental
(Arzanlou et al., 2017; Christaki et al., 2019).

» Mecanismos de resistencia a antibioticos
La resistencia puede ser mediada por multiples mecanismos que se pueden englobar dentro

de tres tipos principales (Chavez-Jacobo, 2020):

1. Disminucion de la concentraciéon de antibiético
Aquellos mecanismos que reducen la concentracion intracelular del farmaco, ya sea

impidiendo la entrada o a través de la expulsién.

1.1. Reduccion en la permeabilidad de la membrana externa

En comparacion con las especies Gram-positivas, las bacterias Gram-negativas son
intrinsecamente menos permeables a muchos antibidticos ya que su membrana externa
forma una barrera de permeabilidad (Blair et al., 2015).

Las porinas son la principal via de entrada de los antibioticos hidrofilicos (como los
betalactamicos, las fluoroquinolonas, las tetraciclinas y el cloranfenicol) a través de la
membrana externa bacteriana. EI nimero y tipo de porinas expresadas en la membrana

externa afecta la entrada de antibi6ticos hidrofilicos y, por tanto, la susceptibilidad de la célula
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bacteriana a ellos (Fernandez et al., 2011). Las mutaciones que afectan la expresion o la
funcién de las porinas pueden conducir a una resistencia adquirida a los antibidticos. Estas
mutaciones pueden tener diferentes efectos, como la pérdida de porinas, la modificacion del
tamafo o conductancia de las porinas o la reduccion de la expresion de porinas (Christaki
et al., 2019).

Se ha observado que la absorcion reducida del antibiotico debido a los cambios en la
expresion de la porina aumenta el efecto de los mecanismos de resistencia coexistentes,
como las bombas de expulsion o las enzimas que degradan los antibioticos, o que da como

resultado una resistencia de alto nivel (Fernandez et al., 2011).

1.2. Expulsién del antibidtico por bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son sistemas protéicos bacterianos complejos presentes en la
membrana citoplasmatica, los cuales son capaces de bombear moléculas téxicas fuera de la
célula, lo que reduce su concentracion a niveles subletales (Arzanlou et al., 2017).

Los sistemas de expulsidon bacterianos transportan de manera activa a la gran mayoria de
los antimicrobianos y son los principales responsables de la resistencia intrinseca. Mientras
gue algunos sistemas de transporte tienen sustratos especificos (como las bombas de eflujo
especificas para tetraciclina, macrdélidos y cloranfenicol), muchos otros pueden expulsar una
gran cantidad de sustancias con estructuras totalmente distintas, a estos se les conoce como
sistemas de expulsion multiple (Chavez-Jacobo, 2020). Los mecanismos de salida de
multiples farmacos casi siempre estan codificados cromosémicamente, mientas que los
genes que codifican bombas de eflujo especificas del sustrato tienden a ubicarse en

elementos genéticos maoviles (Christaki et al., 2019).

2. Proteccion del sitio blanco del antimicrobiano
La proteccién del sitio blanco del antimicrobiano mediante la adquisicion de mutaciones en
los genes que codifican para estos determinantes o mediante moléculas que interfiere con la

union del antibidtico.

2.1. Mutacion de genes que codifican la molécula blanco
La mayoria de los antibiéticos tienen alta afinidad por su sitio blanco, una vez que se unen a
éste tienen la capacidad de desestabilizar las funciones normales de un organelo especifico

0 una via metabdlica fundamental para la célula bacteriana. Por lo tanto, cambios en la
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estructura del blanco que impidan la union del farmaco, pero que permitan continuar con su
funcionamiento normal, confieren resistencia a los antimicrobianos (Chavez-Jacobo, 2020).
Algunos ejemplos de este tipo de resistencia son las mutaciones en los genes que codifican
el dominio V del ARNr 23S, las cuales son el mecanismo mas comun de resistencia a
linezolida o la resistencia a las quinolonas, resultado de mutaciones cromosémicas en los

genes de la girasa bacteriana y/o la topoisomerasa IV (Aldred et al., 2014; Miller et al., 2014).

2.2. Interferencia con la unién del antimicrobiano

La proteccidon del sitio blanco mediante interferencia es una manera efectiva de evitar el
efecto de un antibiotico (Chavez-Jacobo, 2020). Un ejemplo de interferencia son las proteinas
Qnr, las cuales son capaces de bloquear la unién de las quinolonas con su sitio blanco, las
topoisomerasas Il y IV, y de esta manera conferir resistencia (Goto et al., 2015). Las proteinas
de proteccion ribosomal (RPP) son otro ejemplo de resistencia a los antimicrobianos a través
de la proteccion del sitio objetivo, se han descrito tanto en bacterias Gram-positivas como
Gram-negativas (Connell et al., 2003; Roberts, 2005).

3. Modificacion de los antibidticos

La modificacion del antibiotico mediante hidrdlisis o la adicién de grupos funcionales.

3.1. Modificacion mediante hidrolisis

La modificacion enzimatica de los antimicrobianos es uno de los mecanismos mas eficientes
para inactivarlos. Actualmente han sido reportadas cientos de enzimas capaces de degradar
o modificar betalactamicos, aminoglucdsidos, fenicoles y macrdélidos. EI aumento en el
namero de antimicrobianos de la misma familia a los cuales se les han introducido
modificaciones para hacerlos mas efectivos, ha provocado que las enzimas capaces de
degradarlos incrementen su espectro de accion; hoy en dia hay betalactamasas de espectro
extendido (ESBLs) y enzimas capaces de romper betalactamicos que proporcionan

resistencia a todos los antimicrobianos de esta familia (Chavez-Jacobo, 2020).

3.2. Modificacién mediante la adicién de grupos funcionales
La adicion enzimética de grupos quimicos (acilo, fosfato, nucleotidil y ribitoil) provoca
resistencia debido a que disminuye la afinidad del antimicrobiano por su sitio blanco, siendo

los aminoglucésidos un grupo de antibidticos muy susceptible a la inactivacion mediada por
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acetil-transferasas, fosfo-transferasas y nucleotidil-transferasas (De la Fuente-Salcido et al.,
2015). Los aminoglucosidos son particularmente susceptibles a la adicion de grupos
funcionales debido a que su estructura cuenta con diversos grupos hidroxilo y amino
expuestos (Chavez-Jacobo, 2020).

Ademas, se han reportado dos enzimas pertenecientes a las aminoglucésido transferasas
gue son capaces de modificar a la ciprofloxacina, la AAC-Ib-cr que es capaz de adicionar un
grupo acilo, y CrpP que es capaz de adicionar un grupo fosfato. Esto es muy preocupante ya
que la resistencia que este grupo de enzimas proporcionaba y que parecia ser exclusiva para
aminoglucésidos, se ha extendido hacia otro grupo de antimicrobianos completamente
diferente (Robicsek et al., 2006; Chavez-Jacobo, 2020).

» Problemética general de la resistencia a los antibi6ticos
Si bien la causa original de la resistencia es intrinseca a la evolucion bacteriana, es un hecho

que el uso indiscriminado/inadecuado de los antibidticos en multiples sectores (humanos,
animales, agricultura) amplifica y acelera este proceso debido a que las bacterias se encuentran
sujetas a altas presiones de seleccion (McEwen y Collignon, 2018; Ponce de Ledn-Rosales
et al., 2015).

Entre los principales factores que aceleran la aparicion de la resistencia a los antibioticos se
encuentran los siguientes: la prescripcion innecesaria, seleccion inadecuada de tratamiento
(tipo, dosis, duracion), automedicacion, falta de adherencia al tratamiento por parte de los
consumidores, medidas deficientes de prevencién y control de las enfermedades, la
propagacion de infecciones generadas en los centros de atencién de la salud, uso de
antibioticos en la industria agropecuaria para el tratamiento y la profilaxis de infecciones
bacterianas en diversos cultivos, uso de antibidticos para la profilaxis y como factores de
crecimiento en el sector ganadero y acuicola, falta de acceso a agua limpia, saneamiento e
higiene tanto para las personas como para los animales, el acceso deficiente a medicamentos,
vacunas y métodos de diagndstico asequibles, falta de sensibilizacién y conocimiento, y el
incumplimiento de la legislacion (McEwen y Collignon, 2018; OMS, 2020).

La resistencia a los antibidticos estd aumentando en todo el mundo a niveles peligrosos. Dia
tras dia estan apareciendo y propagandose en todo el mundo nuevos mecanismos de
resistencia que ponen en peligro nuestra capacidad para tratar las enfermedades infecciosas
comunes. Sin antibidticos efectivos para la prevencion y el tratamiento de infecciones, los

procedimientos médicos como el trasplante de érganos, la quimioterapia contra el cancer, el
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control de la diabetes y la cirugia mayor (por ejemplo, cesareas) se convierten en un riesgo muy
alto (OPS/OMS, 2019).

En un estudio del 2014 se estimO que infecciones causadas por bacterias que presentan
resistencia a antibiéticos (RA) causaron al menos 700,000 en ese afio y que de no controlarse
esta problematica, para el 2050 esto podrian causar la muerte de 10 millones de personas por
afo (O’Neill, 2014).

Sin embargo, en el 2019 se realiz6 un reporte acerca de la carga global de resistencia
bacteriana a los antimicrobianos y se estimé que las muertes asociadas a bacterias con RAM
ascendieron a una cifra de 4.95 millones, de las cuales 1.27 millones de muertes fueron
directamente atribuibles a la resistencia a los antibidticos. Asi mismo se reportdé que seis
patdgenos fueron responsables de mas de 250000 muertes asociadas con RAM: Escherichia
coli (E. coli), S. aureus, K. pneumoniae, S. pneumoniae, A. baumannii y P. aeruginosa (Figura
9) (Murray et al., 2022). Ademas, se estim6 que en Latinoamérica y el Caribe, la carga mortal
de la RAM estuvo relacionada con tres principales patégenos: E. coli, S. aureus y K.

pneumoniae (Figura 10) (Murray et al., 2022).
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Figura 9. Muertes globales atribuibles y asociadas con la RAM de distintas bacterias patégenas en el
2019 (Murray et al., 2022).
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Figura 10. Muertes atribuibles (A) y asociadas (B) con la RAM para los seis patégenos principales,
mostradas por regiones del mundo en 2019. (Murray et al., 2022).
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Diferentes estudios han reportado una alta incidencia en México de bacterias resistentes a
antibioticos que causan infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS), principalmente
las que pertenecen al grupo denominado ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa Yy
Enterobacter spp. (Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana, 2019).

Un estudio realizado en el periodo de 2017-2018, en el que participaron 20 hospitales de
segundo y tercer nivel de atencion en México, reportd que, de 4382 hemocultivos, E. coliy K.
pneumoniae fueron las bacterias mas frecuentes aisladas, con resistencia >30% a la mayoria
de los farmacos evaluados (ampicilina, ampicilina-sulbactam, cefuroxima, cefepima,
ceftazidima, cefotaxima/ ceftriaxona, piperacilina-tazobactam, ciprofloxacino); soélo para
carbapenémicos y amikacina la resistencia fue <20%. A. baumannii tuvo resistencia >20% a
todos los farmacos (ampicilina-sulbactam, cefepima, ceftazidima, meropenem, piperacilina-
tazobactam, amikacina, ciprofloxacino). La resistencia a oxacilina en S. aureus fue de 20%
(Miranda-Novales et al., 2019).

Posteriormente, en un trabajo publicado en marzo del 2019, en el que participaron 47 hospitales
de 20 estados de México, se estudiaron 22,943 aislamientos obtenidos de enero a junio de
2018, en los cuales se encontré un alto porcentaje de bacterias Gram-negativas resistentes a
carbapenémicos: mas de 50% de A. baumannii, 40% de P. aeruginosay 12% de Klebsiella spp.
y E. cloacae. La MDR fue muy elevada en A. baumannii (53%) y K. pneumoniae (22%). En el
grupo de las bacterias Gram-positivas, 21 % fue S. aureus resistente a meticilina y 21 % fue

enterococos resistentes a vancomicina (Garza-Gonzalez et al., 2019; Giono et al., 2020).

2.3 BACTERIAS ESKAPE

Los microorganismos multirresistentes son considerados un grave problema de salud publica,
ocasionando que la eleccion de un tratamiento apropiado para los pacientes infectados sea todo
un reto para los profesionales de salud. Entre esos microrganismos destaca el grupo denominado
ESKAPE, acrénimo para las siguientes bacterias: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa Yy
Enterobacter spp. (Do Nascimento et al., 2020). En México, este grupo de microorganismos se
destaca porque son algunos de los principales agentes etiolégicos de infecciones asociadas a la
atencion de la salud (IAAS) (Guevara et al., 2021).
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> Enterococcus faecium

E. faecium es una bacteria Gram-positiva en forma de cocos que se disponen en pares 0
cadenas cortas, anaerobia facultativa, carece de flagelos, no forma esporas, fermenta la
glucosa y otros carbohidratos y crece de manera ¢ptima en un rango de temperatura de
30°C - 35 °C. Esta bacteria forma parte de la microbiota intestinal normal de humanos y
animales. Los enterococos afectan principalmente a pacientes tratados con varios
esquemas de antibibticos, huéspedes inmunocomprometidos, enfermos portadores de
catéteres intravasculares e internados en terapia intensiva. Han sido implicados en una
gran variedad de cuadros clinicos, pero en especial, estan relacionados con infecciones
nosocomiales, principalmente aquellas que se relacionan con el tracto urinario,
infecciones intraabdominales y pélvicas, bacteriemias y septicemias (Guevara et al., 2021;
Herrera et al., 1998).

Esta bacteria est4 dentro de los patégenos de prioridad alta de la lista de patégenos
prioritarios de la OMS, debido a su alta resistencia a vancomicina y a que puede causar
brotes a nivel hospitalario. Las cepas resistentes a vancomicina se han extendido
rapidamente y ahora se detectan en varios hospitales de todo el mundo causando serios
problemas. Los enterococos se vuelven resistentes a la vancomicina al adquirir los genes
vanA y vanB presentes en plasmidos, los cuales permiten a las bacterias sintetizar
precursores finales del peptidoglucano (polimero estructural de la pared celular) con baja
afinidad para este antibidtico, de esta manera logran la resistencia (Guevara et al., 2021).

» Staphylococcus aureus

S. aureus es una bacteria Gram-positiva en forma de cocos que se agrupa en racimos, es
B hemolitica, catalasa y coagulasa positiva. Esta bacteria forma parte de la microbiota
normal de los seres humanos, encontrdndose principalmente en la piel, en la zona
nasofaringea y otras zonas humedas del cuerpo. Se caracteriza por generar infecciones
en piel y tejidos blandos (musculos, tendones, tejidos grasos, vasos sanguineos),
osteomielitis, neumonias adquiridas en comunidad y en hospitales, y endocarditis. Afecta
principalmente a pacientes después de procedimientos quirargicos o con dispositivos
médicos como el catéter central (OPS/OMS, 2021; Pasachova et al., 2019).

Las cepas mas preocupantes son aquellas que tienen resistencia a meticilina (SARM), ya
gue se ha observado un incremento en la prevalencia de estas cepas en la comunidad, lo

cual facilita su transmisién endémica y zoonotica. El producto del gen mecA (proteina de
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unidn a penicilina) le permite a la bacteria modificar su pared celular y de esta manera
cambiar los blancos del antibiotico (Sanchez et al., 2013).

Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae es una bacteria Gram-negativa en forma de bacilo, es anaerobia
facultativa, inmévil y usualmente encapsulada. Se encuentra de forma ubicua en el
ambiente y en las superficies mucosas de mamiferos; en los seres humanos coloniza la
nasofaringe y el tracto gastrointestinal. Es considerada como patdégeno oportunista, ya
que causa infecciones en pacientes hospitalizados o inmunodeprimidos. También es
capaz de colonizar dispositivos del entorno sanitario, ya que crece de manera Optima a
temperaturas entre los de 30 a 37 °C (Echeverri y Catafio, 2010; Guevara et al., 2021).
K. pneumoniae es una enterobacteria de prioridad critica, causa infecciones respiratorias,
urinarias y en torrente sanguineo, adquiridas tanto en hospitales como en la comunidad.
En hospitales puede diseminarse y provocar brotes, se han aislado cepas productoras de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) que incluyen a las carbapenemasas. Es
por esto que K. pneumoniae presenta alta resistencia a los antibidticos betalactamicos,
gue son los antibioticos mas prescritos en todo el mundo (Echeverri y Catafio, 2010; Giono
et al., 2020).

Acinetobacter baumannii

A. baumannii es una bacteria Gram-negativa en forma de cocobacilo, no formadora de
esporas, aerobia estricta, inmovil, catalasa positiva y oxidasa negativa. Su temperatura
Optima de crecimiento es de 20 °C a 30 °C, por lo que se puede encontrar ampliamente
distribuido en la naturaleza y en el medio hospitalario. En el ser humano forma parte de la
microbiota normal de la piel humana y el tracto respiratorio superior, no se considera
patégeno en personas sanas. Afecta sobre todo a pacientes inmunosuprimidos y a los que
se encuentran en la unidad de cuidados intensivos. A. baumannii es causante de multiples
infecciones nosocomiales como septicemias, neumonias, infecciones del tracto urinario,
meningitis e incluso endocarditis. Hoy en dia, este patégeno exhibe un alto grado de
resistencia a la mayoria de los antibioticos de primera linea, como penicilinas,
cefalosporinas de primera y segunda generacion, y en muchos casos a cefalosporinas de
tercera generacion, aminoglucosidos y fluoroquinolonas. Incluso, recientemente se ha
documentado la aparicion de cepas resistentes a los carbapenémicos que hasta ahora

habian constituido los antibioticos de eleccion para el tratamiento de infecciones por esta

24



bacteria (Guevara et al., 2021; Lopez y Lopez-Brea, 2000).
» Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es una bacteria en forma de bacilo, es Gram-negativa, aerobia (en
ocasiones anaerobia facultativo), con motilidad unipolar. Este patdogeno es ubicuo en el
medio ambiente y puede llegar a persistir de manera eficaz en el agua y en el suelo. Puede
crecer entre 20 y 43°C. En los humanos forma parte de la microbiota normal de las zonas
hamedas de la piel (axilas, conducto auditivo, regidn perineal y mucosas), pero también
es considerada como una bacteria oportunista que ocasiona altas tasas de contagio en
pacientes hospitalizados, particularmente en aquellos inmunocomprometidos. Se asocia
principalmente a infecciones en la sangre, los pulmones, las vias urinarias y las heridas
quirdrgicas, con elevada mortalidad. Tiene la capacidad de generar resistencia a todos los
antibioticos, incluyendo las nuevas moléculas. Por esta razén, esta dentro del grupo
“critico" de patdgenos prioritarios de la OMS cuya necesidad de nuevos antibiéticos es
prioritaria (Guevara et al., 2021; OPS/OMS, 2021; Paz et al., 2019).
» Enterobacter spp.

Enterobacter spp. pertenece a la familia Enterobacteriaceae formada por bacterias Gram-
negativas en forma de bacilos, son anaerobias facultativas que se pueden encontrar
encapsuladas, se asocian comunmente con infecciones de las vias urinarias y del tracto
respiratorio, aunque también se encuentran en infecciones sanguineas en pacientes
inmunocomprometidos. Enterobacter cloacae, E. coli y K. pneumoniae son las bacterias
MAas representativas de este grupo y las mas comunmente asociadas con multirresistencia
a antimicrobianos. Las cepas de Enterobacter pueden tener resistencia a la mayoria de
los betalactamicos, cefalosporinas de tercera generacion e inhibidores de betalactamasas
comunes: clavulanato, tazobactam y sulbactam. Hasta el momento, el empleo de colistina
ha dado buenos resultados contra Enterobacter (Chavez-Jacobo, 2020; OMS, 2017).

2.4 ACCIONES MUNDIALES Y NACIONALES CONTRA LA RESISTENCIA A LOS
ANTIBIOTICOS

» Principales estrategias mundiales
e Plan de accién mundial para el control de la resistencia a los antimicrobianos

Ante la crisis generada por el aumento de la resistencia a los antibioticos, en el 2015 la
Asamblea Mundial de la Salud establecio el “Plan de accién mundial para el control de
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la resistencia a los antimicrobianos”, el cual tiene la meta de garantizar el tratamiento y
la prevencion de enfermedades infecciosas con medicamentos seguros, eficaces y de
calidad. Dicho plan consta de 5 objetivos 1) Implementar la concientizacion y
comprension de la problemética de resistencia a los antimicrobianos, 2) Reforzar los
conocimientos y la base cientifica a través de la vigilancia y la investigacion, 3) Prevenir
infecciones tomando medidas eficaces de higiene y saneamiento, 4) Fomentar el uso
racional de los antimicrobianos y 5) Incrementar la inversién en nuevos medicamentos,
medios de diagndstico, vacunas y otras estrategias. A su vez, la OMS hizo un llamado
para que todos los paises establezcan un plan nacional contra esta problematica,
apegandose a los objetivos de su plan de accion mundial (OMS, 2016).

Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos (GLASS)
Debido a que la vigilancia es una herramienta necesaria para el control y prevencion de
infecciones, asi como para la evaluacion de la propagacion de la RAM, en octubre del
2015 la OMS instauré el “Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos (GLASS, por sus siglas en inglés)”, con el cual se aspira a poder
incorporar de forma progresiva datos procedentes de la vigilancia de la RAM en los seres
humanos, la vigilancia del uso de los antimicrobianos, y la resistencia a los
antimicrobianos en la cadena alimentaria y el medio ambiente. También se busca hacer
posible la obtencion, analisis e intercambio entre paises de datos normalizados,
comparables y validados sobre la resistencia a los antimicrobianos, con los cuales se
podran fundamentar procesos decisorios, impulsar las actividades locales, nacionales y
regionales y aportar la base empirica necesaria para adoptar medidas y realizar labores

de sensibilizacion sobre la resistencia los antimicrobianos (OMS, 2017, 2020, 2022).

Lista de patégenos prioritarios de la OMS

Por otro lado, en febrero del 2017 la OMS publicé una lista de bacterias denominadas
“patdgenos prioritarios”, en la que se incluyen las 12 bacterias mas peligrosas para la
salud humana (Figura 11). Dichas bacterias se escogieron siguiendo ciertos criterios
como: el grado de letalidad de las infecciones que provocan, la frecuencia con que
presentan resistencia a los antibioticos existentes cuando infectan a las personas de las
comunidades, la facilidad con la que se transmiten entre animales, de animales a
personas y entre personas, cuantas opciones terapéuticas quedan y si se estan

investigando y desarrollando nuevos antibiéticos para tratar las infecciones que causan.
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Esta lista se elabor6 con el objetivo de tratar de guiar y promover la investigacion y
desarrollo de nuevos antibioticos, como parte de las actividades de la OMS para combatir
el creciente problema mundial de la resistencia a los antimicrobianos (OMS, 2017; OMS,
2020).

Esta lista se clasifica en tres categorias de acuerdo con la urgencia en que se necesitan
nuevos antibioticos para tratar las infecciones que las bacterias causan: prioridad critica,
alta o media. Los patdgenos incluidos en la prioridad critica incluye las bacterias
multirresistentes que son peligrosas en hospitales, asilos y entre los pacientes que
necesitan ser atendidos con dispositivos médicos. Por otro lado, los patégenos de
prioridad alta y media contienen exhiben una farmacorresistencia creciente (OMS, 2017).

En esta lista se encuentran las bacterias ESKAPE.

-Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos

PRIORIDAD 1: -Pseudomonas aeruginosa, resistente a los
carbapenémicos
CRITICA . . -
-Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos,

productoras de ESBL

-Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina

-Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con
sensibilidad intermedia y resistencia a la vancomicina

-Helicobacter pyilori, resistente a la claritromicina PRIORIDAD 2:
-Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas ALTA
-Salmonella spp., resistentes a las fluoroquinolonas
-Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina,
resistente a las fluoroquinolonas

PRIORIDAD 3: -Streptococcus pneumoniae, resistente a la penicilina

-Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina
-Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas

MEDIA

Figura 11. Lista de patdgenos prioritarios establecidos por la OMS en el 2017.

Semana Mundial de Concienciacién sobre el Uso de los Antimicrobianos

Celebrada anualmente desde 2015, del 18 al 24 de noviembre, la “Semana Mundial de
la Concienciacion sobre el Uso de los Antimicrobianos” es una campafia mundial que

tiene como objetivo aumentar la concienciacion sobre la RAM y fomentar las mejores
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practicas entre el publico en general, los trabajadores de la salud, los profesionales de
la sanidad animal, los profesionales en salud agricola y los responsables politicos, para
evitar la aparicion y propagacion de infecciones resistentes a los antimicrobianos (OMS,
2020; OPS, 2021). El lema de este movimiento es “Antimicrobianos: manéjalos con
cuidado” (Figura 12).

Antibioticos
Antivirales
Antifungicos
Antiparasitarios

Figura 12. Lema general de la semana mundial de la concienciacion sobre el
uso de los antimicrobianos.

Principales estrategias nacionales
Estrategia Nacional de Accidn contra la Resistencia a los Antimicrobianos

En respuesta a las peticiones de la OMS para el combate contra la resistencia
antimicrobiana, en el 2018 el gobierno mexicano publicé en el Diario Oficial de la
Federacion el Acuerdo por el que se declara la obligatoriedad de la Estrategia Nacional
de Accion contra la Resistencia a los Antimicrobianos. Dicha estrategia involucra el
trabajo de colaboracién intersecretarial con el fin de que en el pais se haga un uso
racional de antimicrobianos para la salud humana, salud animal y en los cultivos, con el
objetivo de reducir la diseminacion de la RAM en los diferentes sectores de salud publica,
agricultura y medio ambiente (SEGOB, 2018).

Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA)

Por su parte, también en el 2018, la Universidad Nacional Autobnoma de México (UNAM),
a través del Programa Universitario de Investigacion en Salud (PUIS), instaur6 el Plan
Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA). Este plan establece
un red para generar informacién sobre el estado actual de la resistencia antimicrobiana
en nuestro pais, considerando la salud humana y animal, asi como la del medio
ambiente, buscando que de esta manera se genere un espacio de analisis y reflexion

técnica especializada que permita proponer estrategias para contrarrestar el avance de
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la resistencia antimicrobiana en los préximos afios (Programa Universitario de
Investigacion en Salud, 2018).

e Declaracion para el Control de la Resistencia Antimicrobiana CDMX 2021
Recientemente, se dio a conocer la Declaracién para el Control de la Resistencia
Antimicrobiana CDMX 2021, la cual sefiala la importancia de contar con acciones a nivel
local y nacional en las que participen todos los sectores del gobierno, establecer planes
y calendarizar metas con indicadores verificables para los proximos tres afios, con una
primera meta: alcanzar una disminucioén del consumo de antimicrobianos en un 30% al
cabo de 2024 (Plan Universitario de Control a la Resistencia Antimicrobiana (PUCRA),
2021).

2.5 BUSQUEDA DE NUEVOS COMPUESTOS ANTIBIOTICOS

La creciente problematica de la resistencia a los antibidticos plantea una grave amenaza para la
salud publica. Es bien conocido que la tasa de aparicion de cepas resistentes es mucho mayor
que el desarrollo de nuevos antimicrobianos. Si esta situacion continla entraremos en una era
similar a cuando no habia antibiéticos (Ali et al., 2018). Por lo tanto, es de suma importancia
encontrar nuevos compuestos con actividad antibacteriana para el tratamiento de enfermedades
infecciosas causadas por bacterias multirresistentes.

A pesar de la creciente popularidad del disefio antimicrobiano sintético, la naturaleza sigue siendo
una fuente valiosa para el descubrimiento de nuevos compuestos activos. Los productos naturales
son producidos por células, ya sea como metabolitos primarios que estan involucrados en el
crecimiento, desarrollo y reproduccién, o como metabolitos secundarios que no estan
directamente involucrados en estos procesos, pero que tienen una funcion importante como la
defensa y comunicacion. La mayoria de los farmacos se han obtenido a partir de metabolitos
secundarios de plantas, hongos, bacterias y organismos marinos. Estas moléculas naturales son
generalmente complejas y constituyen mas de la mitad de todos los medicamentos utilizados
clinicamente (Ali et al., 2018; Verpoorte, 1998; Wink, 2003).

De todos los antimicrobianos actualmente en el mercado, el 69 % se deriva de un compuesto
natural, de los cuales, el 97 % es de origen microbiano. Los productos naturales parecen resistir
la prueba del tiempo cuando se trata del desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos. La
busqueda de nuevos compuestos antibioticos que se originen a partir de fuentes inusuales y
naturales generara pistas utiles en la identificacion de nuevos farmacos que puedan utilizarse
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contra patdégenos bacterianos cada vez mas resistentes (Van Moll et al., 2021).

Algunas de las fuentes inusuales que se estdn explorando en la actualidad son: compuestos
producidos por plantas y sus derivados, compuestos presentes en venenos de animales,
compuestos producidos por bacterias marinas y de ambientes extremos, compuestos producidos

por animales y compuestos producidos por la microbiota asociada a animales.

» Compuestos producidos por la microbiota asociada a animales

Los microorganismos se involucran en una multitud de interacciones simbioticas con los
animales, que van desde relaciones mutualistas hasta relaciones parasitarias. La mayoria
de los microorganismos simbidticos tienen un efecto positivo sobre el hospedero,
principalmente a través de la nutricién y/o la defensa (Engel & Moran, 2013; Krishnan et al.,
2014). Por lo cual, en muchos estudios se ha reportado que la microbiota de los animales
qgue viven en diferentes tipos de ambientes pueden producir sustancias para inhibir las
infecciones bacterianas o fungicas, tal es el caso del gusano de la hoja de algodon
(Spodoptera littoralis) el cual puede ser colonizado por la bacteria Enterococcus faecalis y
causar infecciones e inhibir el desarrollo larval, pero la especie Enterococcus mundtii
presente en la microbiota intestinal de este insecto puede competir eficazmente con este
patdgeno y suprimirlo, tanto in vivo como in vitro (Shao et al., 2017). También se han aislado
cepas del género Bacillus de la microbiota de la termita productora de hongos
Odontotermes formosanus que tienen actividad antifingica contra Trichoderma harzianum,

el cual afecta el crecimiento de sus cultivos del hongo Termitomyces (Mathew et al., 2012).

Con el objetivo de explorar e identificar microorganismos con capacidades antibidticas que
pudieran utilizarse contra bacterias patégenas humanas se han explorado distintos
sistemas bioldgicas por ejemplo, se ha estudiado la microbiota de la piel de anfibios como
Phyllomedusa distinta en donde se han identificado bacterias pertenecientes a los géneros
Serratia, Pseudomonas, Acinetobacter y Enterobacter con actividad antibacteriana contra
M. luteus, S. aureus, S. epidermidis, S. enterica, A. hydrophila y E. coli. Otro ejemplo
interesante es el estudio de la microbiota intestinal de las cucarachas Gromphadorhina
portentosa y Blaptica dubia, en donde observaron que las bacterias simbiontes Serratia
marcescens, E. coli, Klebsiella sp., y Streptococcus sp., poseen actividad contra bacterias
Gram-positivas (S. aureus SARM, S. pyogenes, B. cereus) y Gram-negativas (E. coli K1, S.

enterica, S. marcescens, P. aeruginosa, K. pneumoniae) (Akbar et al., 2018).
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3. ANTECEDENTES

3.1 IMPORTANCIA DE LA MICROBIOTA DE LOS INSECTOS

Los insectos representan el grupo mas exitoso de animales, tanto en términos de diversidad
como de supervivencia (Engel y Moran, 2013). Tan solo en México existen alrededor de 48 mil
especies de insectos, lo cual equivale al 5.2% del total de la biodiversidad de insectos a nivel
mundial (CONABIO, 2020). Parte del éxito evolutivo y ecoldgico de los insectos se atribuye a
las bacterias y hongos asociados a ellos, los cuales amplian sus capacidades metabdlicas y/o
les permiten resistir estrés o parasitosis (Poveda, 2019). Los microorganismos colonizan
diferentes partes de los insectos, como el exoesqueleto, el intestino, el hemocele e incluso las
células. Los microorganismos asociados juegan un papel muy importante en todas las etapas
del desarrollo de los insectos (Van Moll etal.,, 2021). Por ejemplo, las avispas solitarias
requieren de la bacteria Streptomyces para la proteccion de sus pupas en las camaras de cria;
de igual forma, esta bacteria ayuda a proteger los recursos nutricionales del insecto (Van Arnam
et al. 2018). Asimismo, la comunidad microbiana nativa ayuda a reducir la colonizacion de los
insectos por entomopatdgenos.

En articulos recientes se destaca la importancia de la microbiota de insectos como fuente de
nuevos antibacterianos. Por ejemplo, Chevrette y colaboradores (2019) reportaron que cepas
de Streptomyces aisladas de la hormiga Cyphomyrmex sp. producen antimicrobianos que no
producen cepas de Streptomyces aisladas del suelo o de plantas (Chevrette et al., 2019). Esto
nos muestra la especializacion de los microorganismos de acuerdo al nicho ecolégico que
exploran. Asimismo, se ha reportado que bacterias asociadas a otros insectos, como termitas y
abejas, tienen la capacidad de producir compuestos con actividad antimicrobiana (Menegatti
et al., 2020; Zhang et al., 2020).

3.2 IMPORTANCIA DE LAS BACTERIAS SIMBIONTES EN LAS HORMIGAS

Las hormigas son insectos sociales, viven en colonias dentro de las cuales es posible distinguir
una casta obrera y una reproductora. En México, es posible encontrar hormigas en
practicamente todos los ecosistemas y habitats. Sin embargo, ain no se sabe con certeza
cuantas especies hay, ni la distribucién exacta en el pais, ya que existen muchos sitios aun
inexplorados, o bien, existen ejemplares colectados pero que no se ha podido identificar su

especie. Se tiene un estimado de que en México existen 973 especies de hormigas, lo cual es
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equivalente al 8% del total mundial. Es comuan decir que las hormigas son organismos del suelo;
sin embargo, de manera secundaria, una gran cantidad de hormigas estan adaptadas a la vida
arbédrea, viviendo en troncos, ramas, o cavidades subcorticales (Rios, 2014).

Al ser organismos sociales, requieren de sistemas de proteccion para defenderse de agentes
peligrosos para tanto para los individuos como para la colonia. Uno de estos sistemas de
proteccion son las relaciones simbidticas con microorganismos, ya sea para complementar
funciones nutrimentales, de desarrollo o de defensa (Engel y Moran, 2013; Moreau, 2020). Estas
interacciones van desde mutualistas a parasitarias, con varios casos de manipulacion del
comportamiento del huésped (Moreau, 2020). Las relaciones simbioticas de las hormigas se
pueden dar con microorganismos eucariotas, hongos, virus y bacterias. Sin embargo, en la
literatura podemos encontrar mas reportes de asociaciones bacterianas que de otros
microorganismos con las hormigas. Las bacterias simbiontes encuentran en diversas partes de
la hormiga, como en el exoesqueleto, boca, 6rganos reproductores y todos los compartimentos
del tracto digestivo (Poveda, 2019). Unas de las bacterias que mas se ha documentado su
presencia en hormigas son las del género Wolbachia, pero su funcién dentro de estos insectos
no ha quedado del todo clara (Moreau, 2020). Ponteri y colaboradores (2017) sugirieron que
esta bacteria puede influir en la distribucion de sexos en las hormigas, pero esto solo se ha
documentado en una especie, Monomorium pharaonis. Bacterias del género Blochmannia, que
se alojan en bacteriocitos asociados al intestino medio de la hormiga carpintera (de la tribu
Camponotini), son importantes para proveer aminoacidos esenciales y no esenciales (como
fenilalanina y tirosina, respectivamente) a su hospedero, ya que se cree que estas hormigas
tienen una dieta pobre en nitrégeno (Feldhaar et al., 2007; Moreau, 2020). Asimismo, la bacteria
Serratia marcescens presente en la microbiota de Atta sexdens rubropilosa es capaz de producir
pirazinas que el insecto utiliza para demarcar su camino hasta el nido (Silva-Junior et al., 2018).
En diversos articulos también se han reportado bacterias asociadas a hormigas con
propiedades antimicrobianas, en primera instancia tenemos a las bacterias del género
Pseudonocardia y Amycolatopsis, las cuales tienen funcion de defensa contra el hongo parasito
Escovopsis (Little y Currie, 2007). S. marcescens tiene un papel en la proteccion de las colonias
de la hormiga arriera Atta cephalotes, ya que inhibe el crecimiento y altera la funcion de los
hongos entomopatégenos (Metarhiziurn anisopliae y Beauveria bassiana) y micopatégenos
(Trichoderma harzianum) (Ortiz, 2013).

De igual forma, en la literatura podemos encontrar diversos compuestos antimicrobianos que

se han aislado de cepas bacterianas provenientes de hormigas de distintos géneros (Tabla 2)
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(Van Moll et al., 2021; Xie et al., 2019). La mayoria de estos compuestos presentan actividad
contra hongos entomopatdgenos y contra hongos patdégenos resistentes a multiples farmacos.
Estos hallazgos nos pueden dar una idea de la diversidad de microorganismos y compuestos

gue podemos encontrar al estudiar estos insectos.

Tabla 2. Compuestos con actividad antimicrobiana aislados de cepas simbiontes de hormigas.

Cepa bacteriana
de la que fue
aislado

Clasificacién Actividad
estructural contra

Hormiga

Compuesto hospedera

- Candida
albicans

- Candida
Cifomicina Macrélido glabrata Streptomyces sp.
- Candida auris

Cyphomyrmex
sp.

-Aspergillus
fumigatus
Policétido- - Escovopsis sp.

péptido - Candia albicans
- Candida
albicans

Dentigerumicina

- Saccharomyces . )
. omy Pseudonocardia | Apterostigma
Selvamicina cerevisiae

Polieno Ssp. dentigerum
- Aspergillus
fumigatus

-Trichoderma
harzianum
-Candida

Candicidina Macrolido albicans,

- Escovopsis sp.

Streptomyces Acromyrmex
griceus octospinosus

3.3 MICROBIOTA DE Comadia redtenbacheri
C. redtenbacheries un lepidéptero de la familia Cossidae. Las principales especies
hospedantes de C. redtenbacheri son los magueyes pulqueros Agave salmiana, Agave

mapisaga y Agave atrovirens. Las hembras de C. redtenbacheri ovipositan masas de huevos
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en la base de las hojas del agave y el periodo de incubacién es 30 a 35 dias. Después de la
eclosion, las larvas se establecen en el rizoma del agave donde completan su desarrollo. Las
larvas de C. redtenbacheri, llamada gusano rojo del maguey, son de color rojizo, con una
longitud de hasta 5 cm y son de habitos endofitos. Son consideradas como una plaga que ataca
al maguey ya que, durante la temporada de lluvias, roen los tallos y horadan las hojas para
poder alcanzar el interior de estas plantas (Delgado et al., 2017). El gusano rojo del maguey es
un insecto importante en México, como una valiosa fuente de alimento. A pesar de la
importancia econdémica que tienen las larvas de C. redtenbacheri, existen muy pocos reportes
a cerca de las comunidades bacterianas que forman parte de la microbiota de estos insectos,
lo cual deberia ser conveniente estudiar mas a fondo ya que estas larvas se utilizan para el

consumo humano.

No obstante, en uno de los primeros trabajos realizados para estudiar las bacterias cultivables
externas e internas presentes en las larvas de C. redtenbacheri, se encontré que bacterias
como Paenibacillus sp., Bacillus safensis, Pseudomonas sp., Bacillus pseudomycoides,
Corynebacterium variabile, Enterococcus sp., Gordonia sp., Acinetobacter calcoaceticus,
Arthrobacter sp., Micrococcus sp. y Bacillus cereus, forman parte de la microbiota de este
insecto (Hernandez et al., 2015). Hasta al momento, no existen reportes respecto a compuestos
con actividad antimicrobiana producidos por cepas bacteriana proveniente de la microbiota de
la larva de C. redtenbacheri.

Con base a lo anterior, en nuestro proyecto nos planteamos identificar bacterias que inhiban el
crecimiento o maten a bacterias ESKAPE. Para esto analizamos una coleccién de 59 cepas de
distintas especies bacterianas que fueron aisladas por el grupo de la Dra. Maria Esperanza
Martinez Romero, investigadora del CCG / UNAM, a partir de la microbiota del gusano del
maguey C. redtenbacheri. Asimismo, aislamos y analizamos bacterias de la hormiga A.
mexicana. Con esto, evaluamos la factibiliadad de utilizar estos insectos nativos de México
como fuente para la identificacion de nuevos antibidticos contra patdégenos prioritarios

establecidos por la OMS.
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4. JUSTIFICACION

La resistencia a los antibidticos es una gran amenaza para la salud. Por esta razén es urgente
el desarrollo de nuevos antimicrobianos, en especial antibidticos contra las bacterias ESKAPE.
Diferentes estudios han mostrado que la microbiota de insectos representa una fuente diversa
para la identificacién de nuevos antimicrobianos. Sin embargo, aiin queda mucho que investigar
sobre dicho potencial. Con el fin de aportar al control de la problemética mencionada, nos
planteamos analizar si la microbiota de insectos nativos de México representa una fuente
importante, y tal vez con propiedades Unicas, para la identificacion de nuevos antibiéticos contra
bacterias ESKAPE.

5. HIPOTESIS

Bacterias de la microbiota de insectos nativos de México representan una fuente con gran

potencial para la identificacion de nuevos antibiéticos contra bacterias ESKAPE.
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6. OBJETIVO GENERAL

Identificar bacterias provenientes de la microbiota de insectos nativos de México que inhiban el
crecimiento o maten a bacterias ESKAPE (A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae y S.

aureus).

6.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar un método de aislamiento de bacterias de la microbiota de la hormiga Atta

mexicana.

2. Analizar la actividad antibacteriana (inhibitoria del crecimiento) de bacterias aisladas del
gusano del maguey (C. redtenbacheri) y de la hormiga chicatana (Atta mexicana) contra cepas
referencia y cepas resistentes a antibioticos de A. baumanni, P. aeruginosa, K. pneumoniae y

S. aureus.

3. Identificar las especies de las bacterias que muestren actividad antibacteriana contra los

patdégenos prioritarios analizados.

4. Revisar si existen reportes sobre la produccion de antibacterianos de las bacterias

identificadas en nuestro estudio.
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7. METODOLOGIA

7.1 ESTRATEGIA EXPERMENTAL
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7.2 MATERIALES Y METODOS

7.2.1. CEPAS EMPLEADAS EN LOS ENSAYOS DE ACTIVIDAD INHIBITORIA
La actividad inhibitoria de crecimiento de las cepas aisladas de la microbiota de C. redtenbacheri

y de A. mexicana fue evaluada inicialmente contra las cepas patdgenas de referencia: A.
baumannii ATCC 17978, K. pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853y S. aureus
ATTC 29213. Posteriormente, seleccionamos algunas cepas (basandonos en la apariencia del
halo de inhibiciébn) que mostraron actividad antibacteriana contra las cepas patdgenas de
referencia antes mencionadas y probamos su actividad contra aislados clinicos resistentes a
antibioticos (Tabla 3). Como control positivo de actividad antibacteriana se us6 el compuesto
CinnAcar, el cual es un extracto de canela (Cinnamomun zeylanicum) que tiene efecto

antibacteriano de amplio espectro.

Tabla 3. Aislamientos clinicos con resistencia a antibiéticos utilizados en los ensayos de
difusiéon en colonia.

Aislamiento clinico Resistencia a antibioticos
A797 MDR AK, GEN, CAZ, FEP, CIP, DOR, IMP, MEM, COL, AMP
A801 MDR CAZ, FEP, CIP, DOR, IMP, MEM
A. baumannii
A805 MDR GEN, CAZ, FEP, CIP
A822 MDR CAZ, FEP, IMP, MEM, AMP
17-3375 MDR
. P1165 XDR
P. aeruginosa
P1473 MDR AK, GEN, AZT, CAZ, FEP, CIP, LVX, DOR, IMP, MEM
P1483 MDR AK, CAZ, CIP, DOR, FEP, GEN, IMP, LVX, MEM, TZP
6N3 SARM MET
18F1 SARM MET
S. aureus
24N2A MDR PEN, TRA, ERT, CLIN, GEN
17N3A MDR PEN, ERT, CLIN

AK: amikacina/ AMP: ampicilina/ AZT: aztreonam/ CAZ: ceftazidima /CIP: ciprofloxacina/ CLIN: clindamicina/ COL:
colistina/ DOR: doripenem/ ERT: eritromicina/ FEP: cefepime / GEN: gentamicina/ IMP: imipenem / LVX: levofloxacina /
MEM: meropenem/ MET: meticilina/ PEN: penicilina/ TRA: tetraciclina/ TZP: tazobactam + piperaciclina
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7.2.2 OBTENCION DE EJEMPLARES DE LA HORMIGA Atta mexicana
» Colecta de hormigas

Para obtener ejemplares de la hormiga A. mexicana se realizaron cuatro colectas en diferentes
ubicaciones (Tabla 4). Estos insectos fueron colectados usando pinzas estériles y depositados
en frascos de vidrio previamente esterilizados y etiquetados. Se procurod capturar ejemplares de

distintos tamafos de un mismo hormiguero.

Tabla 4. Ubicacién de las colectas realizadas y nimero de especimenes capturados por colecta

No. de
Lugar de colecta Coordenadas Fecha de colecta especimenes

colectados

San Andrés de la

Cal, Tepoztlan 18.963493,-99.114338 14/03/2022 2 hormigas soldado
Morelos
Flores Magon, 17 hormigas
Cuernavaca 18.926754,- 99.192018 20/03/2022
soldado y obreras
Morelos.
El Limon de
Cuauchlc.hlnola, 18.543430410502914, - 14/05/2022 17 hormigas
Tepalcingo 98.9335296794041 soldado y obreras
Morelos
Lomas de
Chamilpa, 18.985683227255993, - . .
Cuernavaca 99.24207595806423 07/07/2022 3 hormigas reina
Morelos

» Identificacién de la especie de las hormigas colectadas
Para confirmar la especie de las hormigas colectadas inicialmente hicimos uso de la pagina de

internet antweb, la cual alberga imagenes, registros de especimenes e informacién sobre la
historia natural de distintas especies de hormigas. Asi mismo, contamos con el apoyo del Dr.
Victor Hugo Toledo Hernandez, quien es investigador del Centro de Investigacién en
Biodiversidad y Conservacion (CIByC) de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos
(UAEM) y es un experto entomologo.

Posterior a la identificacion, los especimenes fueron almacenados a 4°C por un tiempo no

excedente a mas de 5 dias, para que las hormigas entraran en un proceso de letargo.
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7.2.3. AISLAMIENTO DE LAS BACTERIAS DE LA MICROBIOTA DE Atta mexicana
Para el aislamiento de la microbiota de las hormigas de A. mexicana se siguio el protocolo

establecido por Chevrette y colaboradores (2019) (aplicando algunas modificaciones) para el

“procesamiento y aislamiento bacteriano”.

» Medios de cultivo utilizados

Para el aislamiento de la microbiota de las hormigas se utilizaron siete medios de cultivo
distintos (Tabla 5), a los cuales se le adicioné el antifungico nistatina a una concentracion final
de 20 pg/ml (Anexo 1y 2).

Tabla 5. Medios de cultivo utilizados para el aislamiento de la microbiota de la hormiga
A. mexicana.

Agar extracto de levaduray peptona
(PY)

Agar Lysogeny Broth (LB)
Agar Tripteina de Soya (TSA)
Agar MacConkey
Agar Sal Manitol
Agar Pseudomonas

Agar Streptomyces

» Aislamiento de la microbiota externa

Inicialmente se analizaron grupos de tres hormigas, cada grupo se coloc6 en un tubo eppendorf
de 1.5 ml. (para hormigas soldado u obreras) o en un tubo Falcon de 15 ml (para hormigas
reina). Para el aislamiento de la microbiota externa, a cada tubo (eppendorf o Falcon) se le
agrego 1 ml de PBS al 1X; posteriormente, los tubos con las hormigas se agitaron suavemente
en el vortex (al 50% de velocidad) por 10 segundos. Luego se realizaron diluciones 1:10 de la
mezcla original agregando 100 pul de la suspension del paso anterior (suspension madre) a un
tubo eppendorf con 900 pl de PBS, hasta llegar a la dilucién 10-3. Se transfirieron 100 pL de la
solucion que contenia a las hormigas a cada una de las cajas con medio de cultivo a inocular y

se esparcio uniformemente por toda la caja con ayuda de perlitas de vidrio. Posteriormente, se
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retiraron las perlitas y se dejo secar la caja por 15 minutos. Por ultimo, las cajas se incubaron
por 24 horas a 30°C.

» Esterilizacion superficial

Después de sembrar los aislamientos externos, se realizé un lavado de esterilizacion para aislar
la microbiota interna. Para esto, el mismo tubo (eppendorf o Falcon) de donde se aislo la
microbiota externa se llen6é con 1 ml de etanol al 70 % y se mezcld suavemente por inversion
durante 1 min. Se eliminé el desecho de etanol y se agreg6 1 ml de cloro al 1% con solucién de
tween 20 al 0,1% y se mezcldé suavemente por inversion durante 30 segundos. Se elimino el
sobrenadante y la muestra se enjuago 5 veces con 1 ml de PBS 1X, mezclando por inversion

durante 10 segundos. Al final, se retir6é todo el excedente de PBS.

» Aislamiento de la microbiota interna

Después de la esterilizacion externa se afiadio al tubo 1ml de PBS 1X. Después, la muestra se
triturd utilizando puntas de micropipeta (de capacidad 1000 pL) estériles hasta obtener una
mezcla semi-homogénea. Luego, se realizaron diluciones 1:10 de la mezcla agregando 100 ul
de la suspension del paso anterior (suspension madre) a un tubo eppendorf con 900 pl de PBS,
hasta llegar a la dilucién 10-3. Posteriormente, se inocularon 100 pl de cada dilucién a cada una
de las cajas con medio de cultivo y se esparcié la muestra uniformemente por toda la caja con
ayuda de perlitas de vidrio. Se retiraron las perlitas de las cajas y se dejaron secar por 15

minutos. Para finalizar, las cajas se incubaron por 24 horas a 30°C.

» Aislamiento de las colonias bacterianas

Después de las 24 horas de incubacion se examinaron las cajas y se seleccionaron colonias
bacterianas con base a su morfologia (color, forma, tamafio, tipo de bordes y consistencia). Solo
se eligieron colonias que estuvieran separadas.

Posteriormente, con un palillo estéril se tomo6 cuidadosamente una pequefa cantidad de la
colonia bacteriana y se inocul6 realizando una pequefia linea en un cuadrante de una nueva
caja del medio de cultivo correspondiente. Se realizé el mismo procedimiento con todas las
colonias seleccionadas. Todas las cajas se incubaron por 24 horas a 30°C y posteriormente

éstas se almacenaron a 4°C para poder utilizarlas en los ensayos posteriores.
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7.2.4. OBTENCION DE LAS BACTERIAS DE LA MICROBIOTA DEL GUSANO DEL
MAGUEY C. redtenbacheri
Las cepas bacterianas provenientes de la microbiota intestinal del gusano del maguey que se

analizaron en este estudio fueron proporcionadas por el grupo de la Dra. Maria Esperanza
Martinez Romero, investigadora del Centro de Ciencias Gendmicas (CCG).

Se analizaron 59 cepas, la cuales fueron cultivadas en cajas de agar PY y LB. En nuestro
laboratorio se prepararon stocks en glicerol de todas estas cepas bacterianas (cepas
productoras), los cuales fueron almacenados a -70°C para poder utilizarlas en los ensayos

posteriores.

7.2.5. ENSAYOS DE DIFUSION PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
Se realiz6 el método de difusion en colonia para evaluar la actividad antibacteriana de las cepas

del gusano del maguey (C. redtenbacheri) y la hormiga (A. mexicana) contra cepas patdogenas
de referencia y contra cepas de aislamientos clinicos resistentes a antibigticos.

» Preparaciéon de preinéculos

Se prepararon preindculos de las cepas bacterianas a evaluar (cepas productoras) en 5 ml de
LBy PY (segun corresponda). Los preinéculos de las cepas a evaluar se incubaron por 24 horas
a la temperatura correspondiente (37°C y 30°C). También se prepararon preindculos con 5 ml
de medio liquido LB de las cuatro cepas patdgenas de referencia: A. baumannii ATCC 17978,
K. pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATTC 2921; y de
aislamientos clinicos de patdégenos resistentes a antibiéticos (Tabla 3) (cepas césped) que se

incubaron a 37°C por 16 horas en agitacion.

» Preparacion del césped bacteriano

Con los preindculos crecidos durante toda la noche de las cepas césped se realizaron nuevos
cultivos realizando una dilucion 1:50 en medio liquido LB (1 ml del preinoculo + 49 ml de medio
liquido LB). Estos nuevos cultivos se pusieron a incubar a 37°C en agitacion hasta alcanzar una
D.O.s00nm de 0.6 (~1X10° bacterias / ml). Posteriormente, se agregaron 5 ml de cultivo césped
a las cajas con agar LB o PY (dependiendo del medio en el que crezca la cepa productora), el
cultivo se esparcié uniformemente en la caja y se dejo incubando durante 3 min para que

bacterias de la suspension se quedaran adheridas al agar LB o PY. El exceso de la suspension
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bacteriana se retird con una pipeta estéril de 5 ml y se dejaron secando las cajas abiertas en la

campana de flujo laminar durante 20 min.

» Preparacién de las cepas productoras

Los preindculos de las cepas productoras crecidos por 24 horas se concentraron. Para esto se
colocé 1.5 ml del prein6éculo en un tubo eppendorf estéril y se centrifugd a 3 min a 13,000 rpm,
posteriormente se retird el sobrenadante, la pastilla se resuspendié con 50 ul de LB liquido.
Finalmente, se realizo la inoculacion de 10 ul de la suspension de las cepas productoras sobre
el tapete de las cepas césped en las cajas de agar. Como control positivo de inhibicion
bacteriana se utilizé 3ul del extracto de canela CinnAcar (Cinnamomun zeylanicum). Las cajas

se incubaron a la temperatura correspondiente (37°C o 30°C).

7.2.6. IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES BACTERIANAS MEDIANTE LA
SECUENCIACION DEL GEN 16S rRNA.
Para la identificacion de las especies de las bacterias de interés, primero realizamos la

extraccion del ADN total, utilizando el kit GenElute™ Bacterial Genomic DNA de la marca

Sigma-Aldrich (Anexo 3).

Al finalizar el aislamiento del ADN, éste se cuantific6 por nanodrop y mediante un gel de agarosa
al 1% se observo su integridad. Posteriormente se realizé una amplificacion por PCR del gen
16S rRNA, usando los oligos: 16S-fD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) y 16S-rP2 (5'-
ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’), en las condiciones que se muestran en la tabla 6.
Después, los productos de PCR se observaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1%,
para asegurar la presencia de un amplicon del tamafio adecuado. Luego, los productos de PCR
se purificaron utilizando el kit DNA Clean and Concentrator de la marca Zymo Research (Anexo
4) y nuevamente se cuantificd la concentracion de DNA por nanodrop. Posteriormente, las
muestras se mandaron a secuenciar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del
Instituto de Biotecnologia, UNAM. Una vez obtenida la secuencia, los cromatogramas se
analizaron y editaron utilizando el programa BioEdit Sequence Alignment Editor. Finalmente,
las secuencias se compararon con las secuencias del gen 16S rRNA depositadas en bases de
datos (Nucleotide BLAST de NCBI y 16S-based ID de EzBioCloud). Para determinar el taxon
de mayor similitud de cada una de las secuencias de las cepas identificadas, en cada base de

datos tomamos en cuenta aquella secuencia que tuviera el mayor porcentaje de identidad.
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Tabla 6. Condiciones del termociclador para realizar la amplificacion
por PCR del gen 16S rRNA.

Namero de ciclos Temperatura
1 ciclo Desnaturalizacion inicial 95°C 5 minutos
Desnaturalizacion 95°C 1 minuto
35 ciclos Alineamiento 55°C 30 segundos
Extensién 72°C 1 minuto 40 segundos
1 ciclo Extension final 72°C 5 minutos
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8. RESULTADOS

8.1 Analisis de la actividad antibacteriana de cepas bacterianas aisladas del gusano de
maguey C. redtenbacheri

Se analiz6 la actividad antibacteriana de un total de 59 cepas bacterianas aisladas de la
microbiota intestinal del gusano del maguey C. redtenbacheri, contra cuatro cepas patdgenas
de referencia (A. baumannii ATCC 17978, K. pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC
27853 y S. aureus ATTC 29213), a dos temperaturas distintas (30°C y 37°C). Un total de 20
cepas aisladas de C. redtenbacheri mostraron actividad inhibitoria del crecimiento contra al
menos una de las cepas patdgenas de referencia (Tabla 7); el 90% (n=18) tuvieron actividad
exclusivamente a 37°C, el 10% (n=2) a ambas temperaturas y ninguna cepa tuvo actividad Unica
a 30°C (Gréfica 1).

Tabla 7. Cepas del gusano del maguey C. redtenbacheri con actividad antibacteriana frente a
cepas patdgenas de referencia

A. K. P.
baumannii pneumoniae aeruginosa S. aureus
ATCC ATCC ATCC ATCC 29213
17978 700603 27853
Stapk_lylgcoccus i i + ) 37°C
vitulinus
Enteroc;occus ) ) + _ 37°C
casseliflavus
Enterococgu.s i i + ) 37°C
canintestini
EM L3-9 - - + - 37°C
EML2-11 - - + - 37°C
EM HDA-Hm1 - - + - 37°C
Athro.bacter i ) + ) 37°C
nicotianae
Bacillus litoralis - - + - 37°C
Brequlmopas i i + ) 37°C
vesicularis
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EM OMRF - - + - 3r°C
EM L2-9 - - + - 3rC
EntrenrljJr::ggicus ) ; + - 37°C
EM L2-2 - - + - 3rc
EM B3 - - + - 3r°C
EM KMRF - - - M 3r°C
EM B7 : - - ’ s7°c
37°C

30°Cy 37°C

EM 17-1 ) +* + +* 30°Cy 37°C
veBIaezlelzlnusS;s i _ ' ' Sre

Cepas con actividad antibacteriana contra 1 patégeno. = Con actividad antibacteriana

-: Sin actividad antibacteriana
*. Actividad a 30° y 37°C

Cepas con actividad antibacteriana contra 2 patégenos.

Cepas con actividad antibacteriana contra 3 patégenos.

Cepas con actividad a
37°C

= Cepas con actividad a
30°Cy 37°C

Gréfica 1. Cepas del gusano del maguey C. redtenbacheri con actividad antibacteriana a 30°C y
37°C

Del total de las cepas con actividad antibacteriana (n=20), el 80% (n=16) tuvo efecto contra un
solo patégeno, el 10% (n=2) contra dos patdgenos y el 10% (n=2) contra tres patdégenos; no
hubo alguna cepa que tuviera actividad contra las cuatro cepas patégenas de referencia

probadas (Grafica 2).
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= Cepas con actividad contra 1
patogeno

= Cepas con actividad contra 2
patogenos

Cepas con actividad contra 3
patogenos

Gréfica 2. Cepas del gusano del maguey C. redtenbacheri con actividad antibacteriana
contra las cepas patdégenas de referencia probadas (A. baumannii ATCC 17978, K.
pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATTC 29213).

Dentro de las cepas que tuvieron actividad contra un solo patégeno, tenemos 14 cepas que
tuvieron actividad inhibitoria contra la cepa de referencia P. aeruginosa ATCC 27853 a 37°C
(Tabla 6) (Figura 13). Mientras que solo dos cepas (KMRF y B7) presentaron actividad Unica
contra S. aureus ATCC 29313.

P. aeruginosa ATCC 27853 P. aeruginosa ATCC 27853

Figura 13. Halos de inhibicién del crecimiento contra la cepa de referencia P. aeruginosa ATCC
27853 generado por las cepas aisladas de C. redtenbacheri. A. Staphylococcus vitulinus,
Enterococcus casseliflavus, Enterococcus canintestini, EM L3-9, EM L2-11, EM HDA-Hm1, A.
nicotinae y Bacillus litoralis. B. Brevudimonas vesicularis, EM OMRF, EM L2-9, Enterococcus
mundtii y EM L2-2.
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Por otro lado, las cepas EM 12-2 y EM 16-1 mostraron actividad inihibitoria de crecimiento contra
las cepas K. pneumoniae ATCC 700603 y S. aureus ATTC 29213

Una de las cepas que tuvo actividad contra tres patdgenos, Bacillus velezensis, afecté a A.
baumannii ATCC 17978, P. aeruginosa ATCC 27853 y S. aureus ATTC 29213. Como se
esperaba, el extracto CinnAcar (control positivo) mostré actividad contra todos los patégenos
probados (Figura 14), ya que el principal compuesto de este extracto es el cinamaldehido que

se conoce tiene efecto antibacteriano de amplio espectro (Erazo-Guijarro, 2017).

A. baumannii/ATCC 17978 B. vélezensis P. aeruginosa ATCC 27853 B. velezensis

C //" .

/ -

- CinnAcar |

\ B. velezensis
A\

A B
S. aureus ATCC 29213 B. velezensis

Figura 14. Halos de inhibicioén de crecimiento generados por la cepa Bacillus velezensis en las cepas
patdégenas de referencia A. baumannii ATCC 17978 (A), P. aeruginosa ATCC 27853 (B) y S. aureus
ATTC 29213 (C).

Estos resultados muestran que en la microbiota del gusano de maguey C. redtenbacheri hay
bacterias que presentan actividad inhibitoria del crecimiento contra diferentes patdégenos

prioritarios.
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8.2 Identificacion de las especies de las cepas aisladas de C. redtenbacheri con
actividad antibacteriana.

Se realizé la identificacion de la especie mediante la secuenciacion del gen 16S rRNA de 12
cepas bacterianas aisladas de C. redtenbacheri que presentaron actividad antibacteriana (EM
L3-9, EM L2-11, EM HDA-Hm1, EM OMRF, EM L2-9, EML2-2, EM B3, EM KMRF, EM B7, EM
12-2, EM 16-1, EM 17-1) y se confirmoé la identidad de 8 cepas previamente identificadas (S.
vitulinus, E. casseliflavus, E. canintestini, A. nicotianae, B. litoralis, B. vesicularis, E. mundtii y
B. velezensis) por el grupo de la Dra. Esperanza Martinez Romero . En la tabla 7 se puede
observar que para la mayoria de las secuencias se obtuvo un porcentaje de identidad que oscild
entre el 99% y el 100%. Ocho de los veinte aislamientos secuenciados presentaron una alta
similitud con bacterias del género Staphylococcus, el resto de las secuencias tuvo similitud con
los géneros Enterococcus, Pseudomonas y Klebsiella. Asi mismo, para confirmar la identidad
de las cepas previamente identificadas (marcadas con un asterisco en la Tabla 8), se secuenci6
el gen ARNr 16S de dichas cepas solo con el oligo 16S-fD1. Observamos que solo las cepas B.
litoralis y B. vesicularis no coincidieron con el género con el que previamente habian sido

identificadas.

Tabla 8. Comparacién de secuencias del gen 16S rRNA de veinte cepas de C. redtenbacheri con
las bases de datos NCBI y EzBioCloud.

Taxén de mayor similitud Porcentaje  Taxén de mayor  Porcentaje

en de similitud en de
\'[0d2]] identidad EzBioCloud identidad
Pseudomonas
abietaniphila PRGOS
EML3-9 98.81% abietaniphila 99.77%
(NZ_FNCO(331000040.1) (FNCO01000040) **
Enterococcus spp. Enterococcus sp
EM L2-11 (N§ZA§2002959653?j1; 99.63% (Cepa KE350284_s) 99.71%
NZ_KZ84656.1) ** ((E350264) ™
. Enterococcus
EM HDA-Hm1 E”tegﬁ‘gcggggcggﬁ‘?’i’za VUS  99.43% casseliflavus 100%
— ’ (AF039903) **
EM OMRF (ﬁ’zebgéngS‘;aégcf)’i* 99.42% qu'gse,-’ii'ﬁ/éi/a 99.71%
— : (CP022823) **
Pseudomonas Pseudomonas
EM L2-9 abietaniphila 99.28% abietaniphila 99.85%
(NZ_FNCO01000040.1) ** (FNCOO01000040) **
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EM L2-2

EM B3

EM KMRF

EM B7

EM 12-2

EM 16-1

EMI7-1

Staphylococcus

vitulinus*

Enterococcus
casseliflavus*

Enterococcus
canintestini*

Arthrobacter
nicotianae*

Bacillus
litoralis*

Mammaliicoccus sciuri
(NZ_CP022046.2) **

Staphylococcus hominis
(NZ_CP033732.1) **

Staphylococcus edaphicus
(NZ_MRZN01000038.1) **

Staphylococcus hominis
(NZ_CP033732.1) **

Staphylococcus borealis
(NZ_CUEEO01000014.1) **

Staphylococcus ureilyticus
(NZ_CP094825.1) **

Staphylococcus
haemolyticus
(NZ_CP013911.1) **

Mammaliicoccus vitulinus
(NZ_CP068061.1) **

Enterococcus casseliflavus
(NC_020995.1) **

Enterococcus spp.
(NZ_AP025635.1;
NC_020995.1) **
Glutamicibacter
halophytocola
(NZ_CP012750) **

Enterococcus casseliflavus
(NC_020995.1) **

Brevundimonas @ Enterococcus casseliflavus

vesicularis*

Enterococcus
mundtii*

Bacillus
velezensis*

*

¥k

:numero de acceso

(NC_020995.1) **

Enterococcus mundtii
(NZ_CP018061.1) **

Bacillus velezensis
(NZ_CP009679.1) **

: cepas previamente identificadas.

99.86%

99.92%

99.71%

99.69%

99.54%

99.92%

99.85%

96.52%

97.70%

98.13%

96.14%

99.78%

99.64%

97.24%

98.05%

Mammaliicoccus
sciuri
(AJ421446) **
Staphylococcus
hominis
(AB233326) **
Staphylococcus
edaphicus
(KY315825) **
Staphylococcus
hominis
(AB233326) **
Staphylococcus
borealis
(MT586030) **
Staphylococcus
ureilyticus
(AB009936) **
Staphylococcus
haemolyticus

(LILFO1000056) **

Mammaliicoccus
fleuretii

(UHDL01000001) **

Enterococcus
casseliflavus
(AF039903) **
Enterococcus
casseliflavus
(AF039903) **
Glutamicibacter
mishrai
(KT444697) **
Enterococcus
casseliflavus
(AF039903) **
Enterococcus
casseliflavus
(AF039903) **
Enterococcus
mundtii

(JXKV01000056) **
Bacillus velezensis

(AY603658) **

100%

99.92%

100%

99.69%

99.85%

100%

99.57%

96.87%

97.68%

96.45%

96.43%

100%

100%

98.22%

97.43%



8.3 Cepas bacterianas aisladas de la microbiota de A. mexicana

En la Tabla 9 se muestra el nUmero total de bacterias que se obtuvieron en los diferentes medios
de cultivo, del exterior y del interior de hormigas A. mexicana. Con base a la morfologia (color,
forma, tamafo, bordes, consistencia) observada en cada medio de cultivo, se seleccionaron
344 colonias en total para probar su actividad antibacteriana (Tabla 10). La tabla 11 indica el
namero de colonias bacterianas de la microbiota externa e interna de las hormigas que se

seleccionaron de cada medio de cultivo.

Tabla 9. Promedio de UFCs obtenidas por hormiga en los diferentes
medios de cultivo usados

Tipo de Sal
_SPRCE Manito| PS€udomonas  Streptomyces
AI?,!:Q-II«]e:tO 282500 278300 204200 15000 13800 1400 2600
Aislamiento = 222500 235900 150900 11000 11400 1300 2100
externo
Aisl ;T;?nto 350000 380000 248300 21400 22400 1700 3100

Tabla 10. Numero de colonias de la microbiota de A. mexicana
seleccionadas por tipo de aislamiento para probar la actividad antibacteriana.

NUmero de colonias
seleccionadas

Tipo de aislamiento

Aislamiento externo 86
Aislamiento interno 80
Aislamiento total 178
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Tabla 11. Numero de colonias de la microbiota de A. mexicana seleccionadas por
cada medio de cultivo para probar la actividad antibacteriana.

Aislamiento

: 37 12 11 9 2 2 13
Interno

Aislamiento ., 5, 1, 12 9 1 8
externo

Aislamiento | g, 44 g 30 22 3 43
total

NUmero total

de colonias 83 50 57 51 33 6 64

seleccionadas

8.4 Analisis de la actividad antibacteriana de las cepas de A. mexicana

Se analiz6 la actividad antibacteriana de las 344 colonias seleccionadas contra las cepas de
referencia A. baumannii ATCC 17978, K. pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC
27853 y S. aureus ATTC 29213, a las temperaturas de 30°C y 37°C. Interesantemente, 74 de
las cepas aisladas de las hormigas presentaron actividad inhibitoria contra alguna(s) de las
cepas patdgenas probadas. El 45% (n=33) de estas cepas presentaron actividad anicamente a
37°C, el 40% (n=30) tuvo actividad exclusiva a 30°C y el resto de las cepas (15%, n=11)
presento actividad a ambas temperaturas (Grafica 3).

Cepas con actividad a
40% 30°C

Cepas con actividad a
37°C

45%

o

Gréfica 3. Cepas de la hormiga A. mexicana con actividad antibacteriana a
30°C y/o 37°C.

= Cepas con actividad a
30°Cy 37°C
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Respecto al nUmero de patdgenos a los que presentaron actividad, el 83% (n=61) de las cepas
aisladas de las hormigas tuvieron actividad contra un solo patégeno, el 16% (n=12) contra 2
patégenos y solo el 1% (n=1) presentd actividad contra 3 patégenos, ninguna cepa presento
actividad contra 4 patogenos (Gréfica 4).

1%

= Cepas con actividad contra 1
patégeno

= Cepas con actividad contra 2
patdgenos

Cepas con actividad contra 3
patdgenos

Gréfica 4. Cepas de la hormiga A. mexicana que presentaron actividad antibacteriana
contra 1,2,3 o0 4 cepas patdgenas de referencia.

Especificamente, la mayoria de las cepas que tuvieron actividad frente a un solo patégeno fue
contra la cepa de referencia P. aeruginosa ATCC 27853, en una menor proporcion estuvieron
las cepas que tuvieron actividad Unica contra S. aureus ATTC 29213 y K. pneumoniae ATCC
700603. Por otro lado, las cepas con actividad antibacteriana contra dos patdgenos presentaron
su efecto en diferentes combinaciones de patdégenos, los cuales fueron: A. baumannii ATCC
17978 y P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 700603 y P. aeruginosa ATCC
27853, S. aureus ATTC 29213 y P. aeruginosa ATCC 27853. Como se observa, todas las
combinaciones involucran la actividad contra P. aeruginosa ATCC 27853. Por ultimo, la cepa
H1AI21, la Unica con actividad contra 3 patdégenos, tuvo efecto inhibitorio contra K. pneumoniae
ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27853y S. aureus ATTC 29213.

Del total de las cepas con actividad antibacteriana aisladas de las hormigas, se eligieron 14
cepas para continuar con las pruebas posteriores (Tabla 12). Estas cepas fueron seleccionadas
con base a su actividad contra mas de un patégeno o que tuvieran efecto contra A. baumannii
ATCC 17978, K. pneumoniae ATCC 700603 o P. aeruginosa ATCC 27853 por su relevancia

clinica.



Tabla 12. Cepas seleccionadas de A. mexicana con actividad antibacteriana contra diferentes
patégenos.

A. K.
baumannii  pneumoniae P. S. aureus
ATCC  ATCC  aTcC 27853 poses
17978 700603
G3AT303 : - L - 20y 37°C
G3AT304 - - - - e
G3AT305 : - L : Bvp—
G1AI314 - - o : o
G3AT319 - - + ) e
H1AIl7 = - + + 3790
H2AT59 : + - : 30°Cy37°C
G1AI96 ) ) N . sooc
G3AT135 . - n " e
G2AE186 + - e : Gy
G3AT299 + - = : Gy
G1AI334 - + + - 37°C
G1AI338 } n N : -
H1AI21 - m - " o

+: Con actividad antibacteriana

~ Cepas con actividad antibacteriana contra 1 patégeno.

Cepas con actividad antibacteriana contra 2 patoégenos. = Sin actividad antibacteriana

........ *. . o o
. Cepas con actividad antibacteriana contra 3 patdgenos. + Actividad a 30%y 37°C
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Las cepas G2AE186 y G3AT299 presentaron actividad contra A. baumannii ATCC 17978 y P.
aeruginosa ATCC 27853 (Figura 15). Estas cepas fueron aisladas de la microbiota externa y

microbiota total de las hormigas, respectivamente, en agar PY.

G2AE186 P. aeruginosa ATCC 27853

D

A. baumanii ATCC 17978 G2AE186 A. baumannii ATCC 17978 G3AT299

Figura 15. Halos de inhibicién de crecimiento generados por las cepas G2AE186 y G3AT299 en las
cepas patogenas de referencia P. aeruginosa ATCC 27853 (A y B) y A. baumannii ATCC 17978 (C y
D).

Las cepas G1AI96 y G3AT135 presentaron actividad contra los patégenos P. aeruginosa ATCC
27853y S. aureus ATTC 29213 (Figura 16). Ambas cepas crecieron en agar MacConkey a partir
de la microbiota interna (G1AI96) y total (G3AT135) de la hormiga A. mexicana.
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P. aeruginosa ATCC 27853 G1AI96 G3AT135

S. aureus ATCC 29213 G1AI96 S. aureus ATCC 29213 G3AT135

Figura 16. Halos de inhibicién de crecimiento generados por las cepas G1AI96 y G3AT135 en las
cepas patogenas de referencia P. aeruginosa ATCC 27853 (A'y B) y S. aureus ATTC 29213 (Cy D)

La Figura 17 muestra las cepas de A. mexicana que tuvieron actividad antibacteriana
Ganicamente contra la cepa patégena P. aeruginosa ATCC 27853. Las cepas G3AT303,
G3AT304 y G3AT305 se aislaron de la microbiota total de la hormiga y se obtuvieron de medios
de cultivo ricos (PY y TSA). Por otro lado, las cepas G1AI314 y G3AT319 fueron aisladas de la
microbiota interna y total respectivamente, éstas crecieron inicialmente en el medio de cultivo

agar Streptomyces.

Figura 17. Halos de inhibicibn de
crecimiento generado por las cepas
G3AT303, G3AT304, G3AT305,
G1AI314 y G3AT319 en la cepa de
referencia P. aeruginosa ATCC 27853.

P. aeruginosa ATCC 27853
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En conjunto, nuestros resultados muestran que en la microbiota de la hormiga A. mexicana hay
bacterias que presentan actividad inhibitoria de crecimiento contra los patdégenos A. baumannii,

K. pneumoniae, P. aeruginosa y S. aureus.

8.5 Identificacion de las especies de las cepas de A. mexicana con actividad
antibacteriana.

Realizamos la secuenciacion del gen 16S rRNA para la identificacion de la especie bacteriana
de las 14 cepas seleccionadas, aisladas de A. mexicana (G3AT303, G3AT304, G3AT305,
G1AI314, G3AT319, H1AI7, H2AT59, G1lAI96, G3AT135, G2AE186, G3AT299, G1lAI334,
G1AI338, H1AI21). En la tabla 13 se puede observar que para la mayoria de las secuencias se
obtuvo un porcentaje de identidad que oscil6 entre el 100% y 99%. De las 14 cepas
identificadas, 6 de ellas presentaron una alta similitud con bacterias del género Staphylococcus,

el resto tuvo similitud con los géneros Serratia, Bacillus, Enterococcus y Enterobacter.

Tabla 13. Comparacién de secuencias del gen 16S rRNA de catorce cepas de A. mexicana con
las bases de datos NCBI y EzBioCloud.

Taxén de mayor Porcentaje Taxén de mayor Porcentaje

similitud en de similitud en de
NCBI identidad EzBioCloud identidad
Staphylococcus Staphylococcus
G3AT303 gallinarum 99.93% gallinarum 100%
(NZ_CP086207.1) ** (D83366) **
Enterococcus Enterococcus
G3AT304 faecalis 99.86% faecalis 99.93%
(NZ_KB944666.1) ** (ASDAQ01000001) **
Serratia ureilytica o Serratia marcescens o
G3AT305 Nz cpo713201) = 9978%  MPQo1000005) = 99297
Staphylococcus Staphylococcus
G1AI314 gallinarum 99.93% gallinarum 100%
(NZ_CP086207.1) ** (D83366) **
Staphylococcus Staphylococcus
G3AT319 gallinarum 100% gallinarum 100%
(NZ_CP086207.1) ** (D83366) **
Staphylococcus Staphylococcus
H1AI7 succinus 99.93% succinus 100%
(NZ_CP018199.1) ** (AF004220) **
Staphylococcus Staphylococcus
H2AT59 succinus 99.49% succinus 99.56%
(NZ_CP018199.1) ** (AF004220) **
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Serratia ureilytica Serratia marcescens

0, (o)
G1AI6 Nz cpo71320.1) =  9985%  jupqotooooosy s 99-8%%
; Serratia sp.
G3AT135  Oe/ratiamarcescens — gg g0, (Cepa CP012685_S) 99.49%
G2AE186 (o oneay e | 9981%  paliiotoon e 90:48%
Bacillus subtilis o Bacillus subtilis o
el (NC_000964.3)  9983%  Apql01000001) =  99-96%
Enterobacter Enterobacter
G1AI334 huaxiensis 99.40% huaxiensis 99.55%
(NZ_CP043342.1) ** (MK049964) **
Enterobacter Enterobacter
G1AI338 huaxiensis 99.48% huaxiensis 99.34%
(NZ_CP043342.1) ** (MK049964) **
Staphylococcus Staphylococcus
H1AI21 pseudoxylosus 99.93% pseudoxylosus 99.93%
(NZ_CP075500.1) ** (MH643903) **

**. nimero de acceso

8.6 Andlisis de la actividad antibacteriana de las cepas de C. redtenbacheriy A.
mexicana contra aislamientos clinicos resistentes a antibiéticos

Basandonos en el aspecto de los halos formados de las cepas de A. mexicana y C.
redtenbacheri con actividad frente a patégenos de referencia, seleccionamos 6 cepas de C.
redtenbacheri (E. casseliflavus, E. canintestini, B. vesicularis, E. mundtii, M, sciuri-L2-2, B.
velezensis) y 8 cepas de A. mexicana (Bacillus subtilis-G2AE186, Serratia sp-G1AI96,
Staphylococcus gallinarum-G3AT303, Serratia sp-G3AT305, Serratia sp-G3AT135,
Staphylococcus gallinarum-G1AI314, Staphylococcus gallinarum-G3AT319 y Bacillus subtilis-
G3AT299) con actividad antibacteriana contra cepas referencia, para evaluar su actividad contra
aislamientos clinicos resistentes a antibiéticos. Como control positivo se utilizé CinnAcar y como
control negativo se utilizo a la cepa B10A que fue aislada de C. redtenbacheri y que no presenté

actividad contra las cepas patdégenas de referencia.

Solo la cepa B. velezensis, aislada de la microbiota del gusano rojo del maguey, presentd
actividad contra aislados clinicos de P. aeruginosa (Tabla 14) (Figura 18). En estos ensayos
obtuvimos un resultado no esperado para la cepa B10A, utilizada como control negativo, ya que
ésta mostro actividad contra la cepa P. aeruginosa P1165 a 30°C y 37°C (Figura 18).

58



Tabla 14. Actividad de B. velezensis aislada de la microbiota de C. redtenbacheri contra
aislados clinicos de P. aeruginosa.

17-3375

C

. _ . . ] ] ]
redtenbacheri | © Velezensis + + + 30°Cy37°C

*. Actividad a 30° y 37°C

B10A P. aeruginosa P1165 B. velezensis

C _m——

P. aeruginosa 17-3375 B. velezensis P. aeruginosa P1483 B. velezensis

Figura 18. Halos de inhibicién de crecimiento generados por la cepa B. velezensis contra
aislamientos clinicos de P. aeruginosa. P1165 (A), P. aeruginosa 17-3375 (B) y P aeruginosa
P1483 (C).

Por otra parte, las cepas aisladas de A. mexicana, Serratia sp.-G1AI96 y Serratia sp.-G3AT135,
fueron evaluadas contra aislamientos clinicos de S. aureus y P. aeruginosa. Sélo Serratia sp.-
G3AT135 presentd actividad contra cepas de S. aureus resistentes a antibidticos (Tabla 15)
(Figura 19).
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Tabla 15. Actividad de Serratia sp.-G3AT135 contra aislados clinicos de S. aureus.

A. Serratia sp.-
. + + + + 30°C
mexicana G3AT135
A B
5'-
S. aureus 24N2A Serratia sp.-G3AT135 S. aureus 18F1 Serratia sp.-G3AT135
C
p.-
5
S. aureus 17N3A Serratia sp.-G3AT135 S. aureus 6N3 Serratia sp.-G3AT135

Figura 19. Halos de inhibicién de crecimiento generados por la cepa Serratia sp.-G3AT135 contra
aislamientos clinicos de S. aureus 24N2A (A), S. aureus 18F1 (B), S. aureus 17N3A (C) y S.
aureus 6N3 (D).

Ninguna de las cepas seleccionadas de C. redtenbacheri (B. velezensis) y de A. mexicana
(Bacillus subtilis-G2AE186 y Bacillus subtilis-G3AT299), presentd actividad inhibitoria de

crecimiento contra los aislamientos clinicos de A. baumannii.

Nuestros resultados muestran que una cepas de la microbiota de la hormiga A. mexicana y una
cepa de la microbiota del gusano del maguey C. redtenbacheri presentan actividad contra

aislados clinicos resistentes a antibiéticos de S. aureus y P. aeruginosa, respectivamente.
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9. DISCUSION

Las bacterias aisladas de ambientes poco explorados representan una fuente prometedora para
para el descubrimiento de nuevos metabolitos con actividad antibacteriana contra cepas

bacterianas resistentes a multiples antibiéticos.

El interés de nuestro estudio fue identificar bacterias de la microbiota del gusano del maguey C.
redtenbacheri y la hormiga A. mexicana que tuvieran actividad antibacteriana contra aislados
clinicos resistentes a antibiéticos de los patdégenos A. baumannii, K. pneumoniae, S. aureus y
P. aeruginosa, debido a que, actualmente, hay una escasa disponibilidad de antibiéticos

eficaces contra estas bacterias multirresistentes.

Inicialmente seleccionamos bacterias que presentaron actividad contra cepas de referencia de
los patdgenos antes mencionados. Se obtuvieron 20 cepas aisladas de C. redtenbacheriy 74

cepas aisladas de A. mexicana que mostraron actividad contra al menos una cepa de referencia.

La mayoria de estas cepas productoras presentaron actividad frente a un solo patdgeno,
especificamente contra P. aeruginosa. Es conocido que las bacterias del género Pseudomonas
presentan una gran diversidad y que suelen habitar una amplia variedad de ambientes
incluyendo plantas, agua y suelo. De hecho, esta reportado que este género de bacterias
también puede ser endofita de plantas de agave y que suelen jugar en éstas un papel benéfico
en el crecimiento y de proteccion contra depredadores como los insectos (Delgado et al., 2017;
Hernandez Flores, 2017). Con estos datos podriamos pensar que las larvas de C. redtenbacheri
al momento roer los tallos de esta planta, podria ingerir bacterias Pseudomonas que podrian
llegar a infectar a C. redtenbacheri. Es posible que las bacterias simbiontes protejan al gusano
C. redtenbacheri de la infecciéon por Pseudomonas, produciendo compuestos con actividad
antibacteriana. Un fendmeno similar puede ocurrir en la hormiga A. mexicana, las bacterias de
su microbiota pueden darle proteccion contra la infeccion de bacterias como Pseudomonas y

Staphylococcus.

Del grupo de cepas con actividad antibacteriana contra patdgenos de referencia, seleccionamos
14 y las probamos contra aislamientos clinicos resistentes a antibidticos de A. baumannii, S.
aureus y P. aeruginosa. Finalmente, las cepas identificadas como B. velezensis (aislada de C.
redtenbacheri) y Serratia sp.-G3AT135 (aislada de A. mexicana) presentaron actividad contra

cepas resistentes a antibidticos de P. aeruginosa y S. aureus, respectivamente.
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La cepa identificada como B. velezensis, aislada de la microbiota intestinal de C. redtenbacheri,
presentd actividad contra 3 aislados clinicos de P. aeruginosa (173375, P1165, P1483). B.
velezensis es una bacteria aerdbica, Gram-positiva, formadora de endosporas y, segun
diversos estudios, con una amplia actividad antimicrobiana. Se ha reportado que esta especie
promueve el crecimiento de las plantas y que también tiene otras propiedades que suprimen el
crecimiento de patdégenos microbianos, incluidas bacterias, hongos y nematodos en plantas.
Algunos de los compuestos bioactivos con actividad antibacteriana que se ha identificado que
esta bacteria produce estan en la Tabla 16 .También se ha reportado su actividad
antimicrobiana contra especies bacterianas patogenas de peces (Aeromonas hydrophila) (Yi
et al., 2018). Recientemente se informd que péptidos antimicrobianos obtenidos de cepas de B.
velezensis aisladas de productos de meliponinos (abejas sin aguijon) tienen actividad
antibacteriana contra los patégenos: Bacillus cereus, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus , Aeromonas hydrophila, Alcaligenes faecalis y cepas
MRSA de S. aureus (Baharudin etal.,, 2021). Estos resultados coinciden con la actividad
antibacteriana que nosotros obervamos para la cepa de B. velezensis aislada del gusano C.
redtenbacheri, contra bacterias patdgenas de referencia de distintas especies. Adicionalmente,
cabe destacar que nuestros resultados indican que la cepa de B. velezensis aislada del gusano
C. redtenbacheri tiene actividad antibacteriana contra P. aeruginosa, incluyendo cepas
resistentes a antibioticos, lo cual no se habia observado antes. Por los antecedentes
previamente mencionados, podriamos pensar que la actividad antibacteriana presentada por la
cepa de B. velezensis aislada del gusano C. redtenbacheri podria estar mediada por péptidos,

sin embargo, se necesitan realizar varios analisis para determinar esto.
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Tabla 16. Reportes de compuestos con actividad antimicrobiana producidas por cepas de B.
velezensis y S. marcescens.

-Dificidina (macrolido)
_ -Bacilisina (dipeptido)
B. velezensis  _gacilaeno (polieno)
-Fengicina (lipopeptido)
-Plantazolicina (péptido)

-Prodigiosina (alcaloide)

-Serrawettin W1

lipopéptido
Serratia (lipopéptido)

marcescens - Bioemulsionante

Por otra parte, la cepa identificada como Serratia sp.-G3AT135, aislada de la microbiota de A.
mexicana, presentd un gran potencial antimicrobiano contra cuatro cepas clinicas de S. aureus
(6N3, 18F1, 24N2Ay 17N3A). En general, se desconoce el impacto que tiene S. aureus (u otras
especies de Staphylococcus) en el ciclo de vida de la hormiga A. mexicana; sin embargo,
confirmamos que ciertas bacterias de su microbiota, como Serratia spp., son capaces de
producir compuestos antibacterianos en una posible situacién de competencia contra S. aureus
o alguna especie cercana a ésta. Hay estudios sobre compuestos antibacterianos producidos
por Serratia spp (Tabla 16). Un ejemplo representativo es el compuesto llamado prodigiosina,
el cual es un alcaloide y pigmento rojo natural producido por S. marcescens. La prodigiosina

tiene propiedades antimicrobianas contra S. aureus, E. faecalis y S. pyogenes (Lapenda et al.,

-Bacillus anthracis

-Bacillus cereus

-Vibrio parahaemolyticus
-Vibrio alginolyticus
-Aeromonas hydrophila,
-Alcaligenes faecalis

-S. aureus SARM

-S. aureus / S. aureus SARM
-E. faecalis

-S. pyogenes

-P. aeruginosa MDR
-Cryptococcus neoformans.
-Salmonella spp.
-Klebsiella spp.

-Lesteria spp.
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2015). Para nuestro estudio, podemos descartar que la actividad antibacteriana se atribuya a la
prodigiosina porque nuestra cepa no produce este pigmento. Otro ejemplo es otra cepa de S.
marcescens aislada de fuentes ambientales, la cual es productora del biosurfactante serrawetin
W1y de prodigiosina, con actividad contra P. aeruginosa MDR, S. aureus SARM y Cryptococcus
neoformans (Clements et al., 2019). También se ha reportado la actividad de un compuesto
presente en el sobrenadante del cultivo de S. marcescens aislada del intestino de la cucaracha
P. americana, con efecto inhibitorio de crecimiento frente a Lesteria spp., Salmonella spp.,
Klebsiella spp. y S. aureus (Ahmed y Hassan, 2013).

Nuestro estudio aporta datos sobre la capacidad antibacteriana de dos cepas, B. velezensis y
Serratia sp., que podrian ser una valiosa fuente de compuestos antibacterianos, particularmente
contra los patdgenos prioritarios (resistentes a antibiéticos) P. aeruginosa y S. aureus,

respectivamente.

De forma general, nuestro estudio muestra que la microbiota de insectos nativos de México
representa una fuente con gran potencial para la identificaciéon de compuestos con actividad

antibacteriana, y posiblemente también de compuestos con otras actividades bioldgicas.
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10. CONCLUSIONES

-Encontramos 20 cepas del gusano del maguey C. redtenbacheri que poseen actividad
antibacteriana contra diferentes patdgenos prioritarios de referencia, la mayoria contra P.

aeruginosa.

-La cepa identificada como B. velezensis, aislada de C. redtenbacheri, presento actividad contra

aislados clinicos resistentes a antibiéticos de P. aeruginosa.

-Seleccionamos 74 cepas simbiontes de la hormiga A. mexicana, las cuales presentaron
actividad antibacteriana contra diferentes patdgenos prioritarios de referencia, una gran parte

contra P. aeruginosa.

-La cepa identificada como Serratia sp.-G3AT135, aislada de A. mexicana, presentd actividad

contra 4 aislados clinicos resistentes a antibidticos de S. aureus.
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11. PERSPECTIVAS

-Evaluar la actividad de las cepas de B. velezensis y Serratia sp.-G3AT135 contra un mayor
namero de aislados clinicos resistentes a antibiéticos de la respectiva bacteria patdgena que

afectan.

-Evaluar la actividad antibacteriana de sobrenadantes de cultivos y de extractos con solventes

organicos de las cepas B. velezensis y Serratia sp.-G3AT135.

-Caracterizacion de la naturaleza quimica de los compuestos con actividad antibacteriana
producidos por las cepas B. velezensis y Serratia sp.-G3AT135, mediante pruebas de

estabilidad a distintas temperaturas, con tratamiento de proteasas y peryodato de sodio.

-Purificar los posibles compuestos con actividad antibacteriana mediante el uso de diferentes
tipos de cromatografia, como cromatografia en capa fina y cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC).

-Identificar la estructura quimica de los compuestos con actividad antibacteriana, por medio de

Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

-Secuenciar y analizar el genoma de las cepas B. velezensis y Serratia sp.-G3AT135 para la

identificacion de genes relacionados a la biosintesis de compuestos antimicrobianos.
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13. ANEXOS

» ANEXO 1. PREPARACION DE NISTATINA Y MEDIOS DE CULTIVO CON NISTATINA

Para la preparacion de un stock de 10 ml de nistatina a una concentracion de 20 mg/ml, se
pesan 0.2 g de polvo de nistatina y se adicionan a un tubo Falcon con 10 ml de agua MiliQ

estéril. Se mezcla perfectamente y se conserva el stock a 4°C.

Para la preparacion de medios con nistatina, templar el medio de cultivo al que se le agregara
la nistatina, sin dejar que éste empiece a solidificarse. Después, agregar 250 ul de nistatina (del
stock con concentracion 20 mg/ml) al medio de cultivo deseado con volumen de 250 ml. Este
medio de cultivo tendra una concentracion final de nistatina de 20 pg/ml. Homogenizar
perfectamente. Vaciar el medio de cultivo con nistatina a cajas Petri y dejar solidificar. Conservar

las cajas a 4 °C hasta su utilizacion.
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> ANEXO 2. PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Agar LB

Disolver 25 g del polvo de medio LB en 1 litro de agua destilada. Adicionar 15 g de bacto
agar. Mezclar bien y disolver calentando con agitacion frecuente. Hervir durante un
minuto hasta disolver por completo. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
Templar y vaciar el medio de cultivo a cajas Petri, dejar solidificar. Conservar las cajas a

4 °C hasta su utilizacion.

Agar PY

Pesar los componentes sefalados en la Tabla 17 y resuspender en 1 litro de agua
destilada. Calentar agitando suavemente y hervir durante 1 o 2 minutos para disolucion
total. Aparte, prepara una solucion de cloruro de calcio (CaCl2) 10.47 g/100ml. Esterilizar
en autoclave ambas preparaciones a 121°C durante 15 minutos. Templar y agregar al
medio 1 ml de CaClz por cada 100 ml de medio. Homogeneizar perfectamente y vaciar
el medio de cultivo a cajas Petri, dejar solidificar. Conservar las cajas a 4 °C hasta su

utilizacion.
Tabla 17. Formula de preparacion del medio agar PY
Extracto de levadura 39
Peptona de caseina 59

Agar 15¢g

Agar MacConkey

Se pesan 50 g del polvo de agar MacConkey y se resuspende en 1 litro de agua destilada.
Reposar 5 minutos. Calentar con agitacion frecuente y llevar a ebullicién 1 a 2 minutos
hasta disolver completamente. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Templar y vaciar el medio de cultivo a cajas Petri, dejar solidificar. Conservar las cajas a

4 °C hasta su utilizacion.
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Agar sal y manitol

Resuspender 111 g del polvo de medio agar sal y manitol en 1 litro de agua destilada.
Reposar 5 minutos y calentar con agitacion frecuente, llevando a ebullicion durante 1 o
2 minutos para disolucion total. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.
Templar y vaciar el medio de cultivo a cajas Petri, dejar solidificar. Conservar las cajas a

4 °C hasta su utilizacion.

Agar TSA

Disolver 40 g del polvo de agar TSA en 1 litro de agua destilada. Mezclar y reposar 5
minutos. Calentar agitando suavemente y hervir durante 1 o 2 minutos para disolucion
total. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Templar y vaciar el medio de

cultivo a cajas Petri, dejar solidificar. Conservar las cajas a 4 °C hasta su utilizacion.

Agar Pseudomonas

Resuspender 46.4 g del polvo agar Pseudomonas en 1 litro de agua destilada. Agregar
10 ml de glicerina. Calentar con agitacion constante para homogeneizar el producto.
Llevar a ebullicion para que se disuelva por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. Templar y vaciar el medio de cultivo a cajas Petri, dejar solidificar.

Conservar las cajas a 4 °C hasta su utilizacion.

Agar Streptomyces

Pesar todos los componentes sefialados en la Tabla 18 y resuspender en 1 litro de agua
destilada. Calentar agitando suavemente y hervir durante 1 o 2 minutos para disolucion
total. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Templar y vaciar el medio de

cultivo a cajas Petri, dejar solidificar. Conservar las cajas a 4 °C hasta su utilizacion.

Tabla 18. Formula de preparacion del medio Streptomyces

Extracto de malta 10g
Extracto de levadura 49
Dextrosa 49
Carbonato de calcio 249
Agar 12 g

78



> ANEXO 3. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Para la extraccion de AND total se utilizo el kit GenElute ™ Bacterial Genomic DNA de la

marca Sigma-Aldrich, siguiendo el protocolo de extraccion incluido en el kit, el cual
consiste en:
e Preparar:
-Bafio de agua o bloque calentador a 37 °C
-Bloque calentador a 55 °C
-Lisozima a 45 mg/mL

-Lisostafina (para Staphylococcus)

e A.Preparacion de bacterias Gram-negativas
la. Recolecta de células
Concentrar 1.5 ml de un cultivo bacteriano de toda la noche mediante centrifugacion
durante 2 minutos a 12.000-16.000 x g. Retirar completamente el medio de cultivo y
desecharlo.
2a. Resuspender células
Volver a suspender completamente el pellet de células en 180 ul de solucién de lisis
T/buffer STL para el kit de ADN gendmico de mamiferos GenElute™ (B6678). Si el ARN
residual no es una preocupacion, continuar con el paso 3a. Tratamiento opcional con
ARNasa A: si se requiere ADN genomico sin ARN, agregar 20 pL de solucion de ARNasa
A (R6148), mezclar e incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente, luego continuar
con el paso 3a.
3a. Lisis celular
Agregar 20 pL de la solucién de Proteinasa K a la muestra. Mezclar e incubar durante 30
minutos a 55 °C.
4a. Células lisadas
Agregar 200 uL de la Solucién de lisis C (B8803), agitar en el vortex completamente
(alrededor de 15 segundos) e incubar a 55 °C durante 10 minutos. Una mezcla

homogénea es esencial para una lisis eficiente. Continde con el paso 5.
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B. Preparacion de bacterias Gram-positivas

1b. Preparar la solucion de lisozima utilizando lisozima de clara de huevo de gallina
(L4919). Preparar una solucion madre de lisozima de 2,115 x 106 unidades/mL como se
describe en las Instrucciones de preparacion. Para cada extraccion de ADN a realizar,
se requieren 200 uL de Solucién de Lisozima. Preparar una solucion adicional para tener
en cuenta el error de pipeteo.

Nota: Si se trabaja con especies de estafilococos, complementar la solucion de lisozima
con 200 unidades/mL de Lisostafina. Para las especies de Streptococcus, complementar
la solucion de lisozima con 250 unidades/ml de mutanolisina (M9901).

2b. Recolecta de células

Concentrar 1.5 ml de un cultivo bacteriano de toda la noche mediante centrifugacion
durante 2 minutos a 12.000-16.000 x g. Retirar completamente el medio de cultivo y
desecharlo.

3b. Resuspender células

Volver a suspender completamente el pellet bacteriano en 200 pL de solucion de lisozima
(preparada en el paso 1b) e incubar durante 30 minutos a 37 °C.

Tratamiento opcional con ARNasa A: si el ARN residual no es un problema, continuar
con el paso 4b. Si se requiere ADN gendmico libre de ARN, agregar 20 pL de solucién
de ARNasa A e incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente, luego continuar con
el paso 4b.

4b. Lisis celular

Agregar 20 pL de la solucién de proteinasa K a la muestra, seguido de 200 pL de Solucién
de lisis C. Mezclar bien (durante 15 segundos) e incubar a 55 °C durante 10 minutos.

Una mezcla homogénea es esencial para una lisis eficiente. Continuar con el paso 5.

Aislamiento de ADN de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
Esta es una continuacién del procedimiento de los lisados preparados en los pasos 1-4a

y/o pasos 1-4b.
5. Preparacion de la columna

Agregar 500 ul de la solucién de preparacion de columna a cada columna de unién
GenElute™ Miniprep preensamblada, asentada en un tubo de recoleccion de 2 ml.

Centrifugar a 12.000 x g durante 1 minuto. Desechar el liquido sobrante.
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Nota: la solucion de preparacion de columnas maximiza la union del ADN a la membrana,

lo que da como resultado rendimientos mas uniformes.
6. Preparacién de la union

Agregar 200 pL de etanol (95-100 %) al lisado celular y mezclar bien durante 5-10

segundos. Una mezcla homogénea es esencial.
7. Carga del lisado

Transferir todo el contenido del tubo a la columna de unién. Utilizar una punta de pipeta
de calibre ancho para reducir pérdidas de ADN al transferir el contenido a la columna.
Centrifugar a 2 6500 x g durante 1 minuto. Desechar el tubo de recoleccion que contiene

el liquido sobrante y coloque la columna en un nuevo tubo de recoleccion de 2 ml.
8. Primer lavado

Agregar 500 pL de solucién de lavado 1 a la columna y centrifugar durante 1 minuto a =
6500 x g. Desechar el tubo de recoleccion que contiene el liquido sobrante y coloque la

columna en un nuevo tubo de recoleccion de 2 mL.
9. Segundo lavado

Agregar 500 pL de solucion de lavado a la columna y centrifugar durante 3 minutos a
maxima velocidad (12 000-16 000 x g) para secar la columna. La columna debe estar
libre de etanol antes de eluir el ADN.

Centrifugar la columna durante 1 minuto mas a maxima velocidad si se observa etanol
residual. Se puede vaciar y reutilizar el tubo de recoleccidn si se necesita este paso de
centrifugado adicional. Finalmente, desechar el tubo de recoleccion que contiene el

liquido sobrante y colocar la columna en un tubo eppendorf nuevo de 1,5 ml.
10. Eluir ADN

Pipetear 80 yL de agua Milli-Q directamente en el centro de la columna; centrifugar
durante 1 minuto a =2 6500 % g para eluir el ADN. Para aumentar la eficiencia de elucion,
incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente después de agregar el agua Milli-Q,

luego centrifugar.

81



> ANEXO 4. PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit DNA Clean and Concentrator de la
marca Zymo Research, siguiendo el protocolo de extraccion incluido en el Kit el cual
consiste en:

*Nota: considerar que todos los pasos de centrifugacién deben realizarse entre 10000 y
16000 x g.

En un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, agregar de 2 a 7 volumenes de buffer de unién
de ADN por cada volumen de muestra de ADN (consultar la tabla 19). Mezclar
brevemente mediante vortex. Transferir la mezcla a una columna Zymo-Spin™
ensamblada en un tubo de recoleccion. Centrifugar durante 30 segundos. Desechar el
liquido sobrante. Agregar 200 ul de buffer de lavado de ADN a la columna. Centrifugar a
30 segundos. Repetir el paso de lavado. Anadir =2 25 ul de buffer de elucién de ADN o
agua directamente a la matriz de la columna e incubar a temperatura ambiente durante
un minuto. Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml y centrifugar

durante 30 segundos para eluir el ADN. EI ADN ultrapuro ya esta listo para su uso.

Tabla 19. Volumen de buffer de unién de ADN a agregar por cada volumen
de muestra de ADN

Plasmido, ADN gendémico

2:1 200 pl: 100 pl
(>2kb) g g
Producto de PCR, Fragmento
5:1 500 pl: 100 pl
de ADN
ssDNA (Ej. cDNA, Fago M13) 7:1 700 pl: 100 pl
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