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Resumen

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son causantes de problemas en salud
publica, de la poblacién peruana y otros paises. Los patotipos de Escherichia coli
pertenecen a los grupos de patégenos causantes de estas infecciones. En el tratamiento
contra estos agentes infecciosos se utilizan antibiéticos; sin embargo, debido al incremento
de la resistencia bacteriana, estos se han vuelto ineficaces. En la busqueda de nuevas
alternativas de tratamiento, el presente trabajo tiene como objetivo determinar la actividad
antagonista de microorganismos ambientales contra Escherichia coli ATCC 25922. Para
este estudio, la actividad antimicrobiana de 33 cepas de Bacillus y 32 cepas de levaduras
fueron evaluadas mediante el método de difusion en pozos y el método de inéculo en
superficie (spot technique), respectivamente. Las levaduras no mostraron actividad
antagonista mientras que las cepas de Bacillus BS3, BS4, BS17 y BS21 presentaron dicha
actividad. La cepa BS4 mostr6 un mayor tamano en el diametro de los halos de inhibicion
con valores de 27.00 + 2.65 mm y 15.67 = 1.15 cuando se utilizé el cultivo bacteriano (CB)
y el sobrenadante libre de células (SLC), respectivamente. Ademas, la actividad antagonista
se mantuvo constante a las 24, 48 y 72 horas de incubaciéon. Segun los resultados
obtenidos, se concluye que el uso del cultivo bacteriano evidenci6 mayor actividad
antagonista en comparacion al sobrenadante libre de células. Los resultados sugieren que
los metabolitos secretados por estas cepas de Bacillus tendrian potencial antimicrobiano
contra Escherichia coli ATCC 25922.

Palabras claves: resistencia bacteriana, metabolitos antimicrobianos, Bacillus, actividad
antagonista



Abstract

Foodborne diseases are the cause of public health problems in Peru and other countries.
Escherichia coli pathotypes are within the group of pathogens that cause these infections.
Antibiotics are used in the treatment against these infectious agents; however, due to
increased bacterial resistance, these have become ineffective. In the search for new
treatment alternatives, the present work aims to determine the antagonist activity of
environmental microorganisms against Escherichia coli ATCC 25922. For this study, the
antimicrobial activity of 33 Bacillus strains and 32 yeast strains was evaluated using the
method of well diffusion and the Spot technique, respectively. The yeasts did not show
antagonistic activity while Bacillus strains BS3, BS4, BS17 and BS21 showed this activity.
The BS4 strain showed a larger size in the diameter of the inhibition zones with values of
27.00 £ 2.65 mm and 15.67 £ 1.15 when the bacterial culture (BC) and the cell-free
supernatant (CFS), respectively, with significant differences. The antagonist activity
remained constant at 24, 48 and 72 hours of incubation. According to the results obtained,
it is concluded that the use of bacterial culture showed greater antagonistic activity than the
cell-free supernatant. The results suggest that the metabolites secreted by these strains
would have antimicrobial potential against Escherichia coli ATCC 25922.

Keywords: bacterial resistance, antimicrobial metabolites, Bacillus, antagonistic activity



1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son un problema en salud que causan
importantes pérdidas econémicas. Segun los reportes de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), entre un 70 y 80% de los casos reportados de enfermedades
gastrointestinales se producen debido a la ingesta de alimentos y aguas contaminadas con
microorganismos patégenos que afectan la salud de quienes los consumen, resultando mas
afectados los niflos menores de cinco afnos (Boschi-Pinto et al., 2008; Yang et al., 2017);
en consecuencia, unas 600 millones de personas se enferman, mientras que 420 000,
fallecen por esta misma causa (Olea et al., 2012).

Estas infecciones se caracterizan por una variedad de sintomas gastrointestinales que
abarcan desde nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal y fiebre (Rosas & Acosta, 2001)
hasta presentar complicaciones severas como sepsis, meningitis, abortos, sindrome de

Guillain-Barré o la muerte (Linscott, 2011).

Las ETA pueden ser producidas por diversos agentes patdégenos como bacterias, virus,
helmintos y protozoarios, segun la OMS (2010). Dentro del grupo de bacterias se
encuentran Salmonella, Campylobacter, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Vibrio cholerae y los diferentes patotipos de Escherichia coli diarreogénicas (Boschi-Pinto
et al., 2008).

Estas infecciones representan un problema de salud creciente en todo el mundo
provocando la disminucion en la productividad de los paises, familias e individuos, a
consecuencia de su magnitud, morbilidad, mortalidad, impacto social y econdmico
(Borgonio, 2019).

Bacterias patégenas como Escherichia coli diarrogénica (DEC) provocan diarrea en paises
en via de desarrollo como el Peru; sin embargo, no siempre pueden ser detectadas en los
laboratorios clinicos. En el afo 2001, se reportdé E. coli en muestras diarreicas de nifios, en
donde se obtuvo una mayor prevalencia de E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli
enteropatégena (EPEC) con 9.9% y 8.5%, respectivamente. El patotipo mas frecuente en
diarreas graves fue E.coli enterotoxigénica (ETEC) mientras que en diarreas mas leves se
encontré EPEC (Ochoa et al., 2011).



El tratamiento convencional de estas enfermedades diarreicas se basa en el uso de
antibiéticos. No obstante, el problema surge cuando se realiza un uso inapropiado o
excesivo de los antimicrobianos, provocando que las bacterias desarrollen diversos
mecanismos que les permiten hacerse inmunes a los tratamientos, los cuales pierden su
eficacia; fendbmeno que se denomina resistencia bacteriana. Este problema se ha
incrementado a lo largo del tiempo, aumentando el costo de la atencién médica con estadias
mas prolongadas en los hospitales y en casos severos, causando la muerte de millones de
personas en el mundo. En el Peru, se ha reportado que el 35.3% de las bacteremias fueron
debido a E. coliy Klebsiella pneumoniae productoras de betalactamasas de amplio espectro
(BLEE), es decir, bacterias resistentes a los antibiéticos betalactamicos. En el analisis que
realizaron sobre la mortalidad, se inform6 que este grupo de bacterias alcanz6 un 63.3%
(Adrianzén et al., 2013).

Debido a este grave problema de la resistencia bacteriana, seria de gran ayuda que se
pudieran utilizar terapias alternativas, como por ejemplo, el uso de extractos microbianos,
aceites esenciales, plantas y metabolitos secundarios como agentes antimicrobianos
potenciales (Nazzaro et al., 2013). Por lo que, en el presente trabajo, se investigd dos
grupos de microorganismos ambientales, productores de metabolitos antagonistas.

Por un lado, levaduras como potenciales fuentes de metabolitos antagonistas, contra
bacterias productoras de ETA. Entre las principales sustancias que estas producen se
encuentran los acidos organicos, factores antibidticos, acidos volatiles, peroxido de

hidrégeno, entre otras (Hatoum et al., 2012).

Por otro lado, el género Bacillus se destaca por producir una gran cantidad de metabolitos
importantes, entre ellos destacan los péptidos ribosomales y no ribosomales con actividad
antimicrobiana (Tamehiro et al., 2002). Algunas cepas de Bacillus sintetizan bacteriocinas,
efectivas contra bacterias de la misma especie mientras que otras producen antibiéticos de
amplio y reducido espectro contra bacterias gram negativas y gram positivas (Stein, 2005).



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general

Determinar la actividad antagonista in vitro de microorganismos ambientales, aislados de
relaves mineros altoandinos y suelos agricolas de Junin, frente a Escherichia coli ATCC
25922.

1.1.2. Objetivos especificos

e (Caracterizar morfo-culturalmente a los microorganismos empleados en el estudio.

e Evaluar la actividad antagonista in vitro de microorganismos ambientales frente a
Escherichia coli ATCC 25922 mediante el método de indculo en superficie (spot

technique) para levaduras y método de difusién en pozos para Bacillus.

e Seleccionar las cepas de microorganismos con mayor actividad antagonista frente
a E. coliATCC 25922.

e Evaluar la influencia del tiempo de incubacién en la actividad antagonista de los

microorganismos seleccionados frente a E. coli ATCC 25922.

e Determinar las fases de la cinética de crecimiento de los microorganismos

seleccionados.
1.2. Hipotesis

1.2.1. Hipotesis

Ha: Los microorganismos ambientales evaluados presentan actividad antagonista frente a
Escherichia coli ATCC 25922.

Ho: Los microorganismos ambientales evaluados no presentan actividad antagonista frente
a Escherichia coli ATCC 25922.



1.2.2. Variables

Independientes: cepas de microorganismos ambientales, Escherichia coli ATCC 25922.

Dependientes: actividad antagonista de microorganismos ambientales frente a Escherichia
coli ATCC 25922, tiempo de incubacién.



2. ESTADO DEL CONOCIMIENTO

Las levaduras constituyen un grupo grande y heterogéneo de microorganismos que, en la
actualidad, atraen cada vez mas la atencion de los cientificos y la industria.
Ademas de su significativa contribuciéon al desarrollo de caracteristicas organolépticas
favorables en los alimentos fermentados, destaca su actividad antagonista hacia las
bacterias contaminantes y los mohos (Hatoum et al., 2012).

El papel antagonista de las levaduras frente a otros microorganismos se ha atribuido a
diferentes mecanismos como: la competencia por nutrientes, produccion de &cidos
organicos o volatiles, produccién de altas concentraciones de etanol, secrecion de
compuestos antibacterianos y liberacion de toxinas (Suzuki et al., 2001; Rima et al., 2012).
Las toxinas son péptidos extracelulares o glicoproteinas dirigidas principalmente contra
levaduras filogenéticamente relacionadas, con la cepa productora (Golubev, 2006).
Aunque, en la actualidad, aun sigue en investigacion si las toxinas solo van dirigidas a otras
levaduras o también tienen efecto contra bacterias patdégenas (Acufna-Fontecilla et al.,
2017). Estas toxinas son producidas por una variedad de levaduras de distintos géneros
tales como Saccharomyces, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Kluyveromyces,
Pichia, Torulopsis, Williopsis, y Zygosaccharomyces.

Existen una variedad de estudios realizados por diferentes investigadores que permiten
enfatizar el reciente uso de las levaduras como potenciales antagonistas in vitro contra
bacterias patdogenas productoras de ETA. El primer indicio de la actividad antagonista de
las levaduras se publicd a principios del siglo XX por Hayduck (1909), quien reporté un
extracto téxico volatil termolabil de levadura con efecto antagonista. Estudios posteriores in
vitro e in vivo han indicado que la levadura Saccharomyces boulardii puede prevenir las
infecciones intestinales causadas por Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Yersinia enterocolitica
y Candida albicans, demostrando ser una buena candidata en la produccién de
antimicrobianos (Czerucka & Rampal, 2002).

Ademas, la investigacién de Younis et al. (2017) reporté que algunas cepas de levaduras
de productos lacteos tales como Candida krusei, C. kefyr C. tropicalis, C. intermedia, S.
cerevisiae, C. intermedia, C. lusitaniae y C. tropicalis, mostraron actividades
antimicrobianas variables contra S. aureus, E. coliy P. aeruginosa. Dentro de las levaduras
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que mas destacan esta C. intermedia, que mostr6é una alta actividad antimicrobiana contra
E. coli (20 mm) y S. aureus (24 mm) y, una baja actividad antimicrobiana contra P.

aeruginosa (6 mm).

En los dltimos afos, ademas de los mecanismos tipicos involucrados en el papel
antagonista de las levaduras, Ng et al. (2020) mencionaron que los compuestos fendlicos
tales como fenilacetaldehido, acido homogentisico y acido fluorético de Saccharomyces
cerevisiae cepa N2 exhibieron actividad antimicrobiana de amplio espectro contra

patégenos alimentarios comunes como E. coliy S. aureus.

Todos los estudios mencionados anteriormente demuestran el potencial rol que tienen las
levaduras como antagonistas de bacterias enteropatdgenas, ya que no solo se reduce a la
produccion de acidos organicos sino a la produccién de distintos metabolitos participantes.

Por otro lado, el otro grupo que destaca en la produccion de sustancias antimicrobianas son
las bacterias, en particular el género Bacillus. Los miembros de este género son capaces
de producir endosporas que son resistentes a condiciones ambientales desfavorables.
Entre las especies mas representativas de este género se encuentran Bacillus subtilis, B.
licheniformis, B. amyloliquefaciens 'y B. pumilus (Sansinenea & Ortiz, 2011).

Bacillus secreta muchos metabolitos secundarios que incluyen antibidticos, antifungicos y
sideroforos. Esta bacteria es capaz de producir mas de 200 antibiéticos, los cuales difieren
en su estructura y en su espectro de actividad (Moore, 2013; Sansinenea & Ortiz, 2011). El
potencial de Bacillus se ha reconocido desde hace 50 anos atras, con la participacién de
péptidos con actividad antagdnica que poseen diferentes pesos moleculares, propiedades
bioquimicas y mecanismos de accién (Sansinenea & Ortiz, 2011; Tamehiro et al., 2002).

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) producidos por Bacillus representan un sistema de
defensa contra bacterias patégenas que invaden los organismos y son efectivos cuando se
usan como terapia contra bacterias resistentes a los antibiéticos. Los AMPs se pueden
dividir en péptidos ribosomales y no ribosomales. Los péptidos no ribosomales representan
una gran familia de metabolitos bioactivos secundarios. Entre los péptidos mas resaltantes
por su actividad como antibiéticos se encuentran la iturina, gramicidina, bacitracina,
polimixinas, lipopéptido surfactina, subtilosina y subtilina (Chalasani et al., 2015; Hagelin et
al., 2004).

Por ejemplo, entre los antibidticos producidos por B. subtilis se encuentra ‘bacilysocina 2’

que es un fosfolipido antimicrobiano que puede ser extraido de esta bacteria utilizando
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butanol (Tamehiro et al., 2002). En cuanto a los lipopéptidos biosurfactantes, estos exhiben
varias actividades bioldgicas incluyendo actividad superficial, asi como actividades anti-
enzimaticas. Los biosurfactantes producidos por Bacillus y Pseudomonas han generado
gran interés gracias a su potencial para la industria agricola, quimica, alimentaria y
farmacéutica (Roongsawang et al., 2011). Ademas, el lipopéptido ‘surfactina 5 es un
poderoso biosurfactante, el cual tiene una accién tipo detergente en las membranas
bioldgicas y destaca por su poder de emulsionante, espumante, antiviral y antimicoplasma
(Carrillo et al., 2003).

Por otro lado, los péptidos ribosomales se encuentran distribuidos en la naturaleza y
contienen entre 12 a 50 residuos de aminodacidos. Las bacteriocinas son AMPs sintetizados
ribosomalmente por Bacillus y en su mayoria, tienen gran efecto contra cepas cercanas a
la productora (Sumi et al., 2015). En este grupo de AMPs se encuentra la subtilina producida
B. subtilis, coagulina de B. coagulans, bacturicina F4 de B. thuringiensis, turicina 17,
entomocina 9y cerecina de B. cereus, entre otras bacteriocinas (Aunpad & Na-Bangchang,
2007; Hammami et al., 2012).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Material biolégico

Se emple6 una cepa de referencia Escherichia coli ATCC 25922, veintinueve cepas de
levaduras nativas aisladas de aguas contaminadas con relaves mineros de la Sierra Central
del Peru (Region Junin y Pasco), tres cepas de levaduras aisladas de suelo fértil de cultivos
de cacao Theobroma cacao L. de la provincia de Pichanaqui (Junin) y, treinta y tres cepas
de Bacillus de la coleccidon del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias Biologicas (FCB) — Universidad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM).

3.2. Metodologia
3.2.1 Reactivacion y caracterizacion de los microorganismos

3.2.1.1. Reactivacion de las cepas de levaduras

Treinta y dos cepas de levaduras se reactivaron en tubos de 16x150 mm que contenian
5 mL de caldo Yeast Peptone Glucose (YPG, por sus siglas en inglés) [extracto de levadura
5 g/L, peptona 10g/L y glucosa 30g/L] a pH 5, incubados por 48 a 72 horas a 28 °C y a una
agitacién de 100 rpm. Una vez observado el crecimiento por turbidez, se realizé tincién de
Gram para verificar la pureza y posteriormente, el cultivo se sembr6 por agotamiento en
placas con agar YPG (Extracto de levadura 5 g/L, peptona 10 g/L, glucosa 30g/L y agar 18
g/L) a pH 5, para observar la morfologia y aislar colonias para los posteriores ensayos.

3.2.1.2. Reactivacion de las bacterias

3.2.1.2.1. Cepas de Bacillus

Treinta y tres cepas de Bacillus se reactivaron en tubos de 16x150 mm con medio Tryptic
Soy Broth (TSB, por sus siglas en inglés) a pH 7.2 durante 24 horas a 28 °C. Se realizé una

tincion de Gram para corroborar la pureza del inéculo, posteriormente se tomé una asada



de caldo y se sembr6 por agotamiento en medio Tryptic Soy Agar (TSA, por sus siglas en
inglés) a pH 7 durante 24 horas a 28 °C, con la finalidad de obtener colonias aisladas.

Las cepas de Bacillus que presentaron actividad antagonista, se sembraron en el medio
Agar HiCrome Bacillus (peptona 10g/L, extracto de HM [equivalente al extracto de carne]
1g/L, D-manitol 10 g/L, cloruro de sodio 10g/L, mezcla cromogénica 3.2g/L, rojo de fenol
0.025 g/L y 15 ¢g/L de agar), con el fin de identificar la especie. Las placas se incubaron
durante 24 — 48 horas a 28°C, posteriormente se evalu6 el aspecto de las colonias que
crecieron y se compararon con el manual del medio de cultivo (Agar HiCrome Bacillus).

3.2.1.2.2. Cepa de Escherichia coli ATCC 25922

La bacteria se reactivo en un tubo de 16x150 mm conteniendo medio TSB durante 24 horas
a 37+0.5°C. Se realizd una tincibn de Gram para corroborar la pureza del inéculo;
posteriormente, se tomé una asada del caldo y se sembré por agotamiento en agar
MacConkey para la obtencion de colonias aisladas. Para los ensayos de antagonismo, esta
bacteria se sembr6 en Agar Mueller Hinton.

3.2.2. Prueba de antagonismo en placa

La determinacién de la actividad antagonista de las levaduras frente a Escherichia coli
ATCC 25922 se realiz6 mediante el método modificado ‘Spot technique” segun Lopes y
Sangorrin (2010).

Para las cepas de Bacillus, la actividad antagonista se determiné mediante el método de
difusion en pozos segun Floriano et al. (1998) con algunas modificaciones. En este caso,
se probo la actividad antagonista tanto del cultivo bacteriano (CB) como del sobrenadante
libre de células (SLC).

3.2.2.1. Preparacion del inéculo de E. coli ATCC 25922

Se seleccionaron 3 a 5 colonias de E. coli ATCC 25922 provenientes de una placa de 18 a
24 horas de incubacién con agar Mueller Hinton y, se colocaron en tubos de 16x150 mm

9



con 5 mL de solucién salina. La turbidez de la suspensién bacteriana se ajust6 a la medida
estandar de 0,5 de la escala de Mc Farland (aproximadamente 1,5 X 108 UFC/mL) segun
el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, 2019).

3.2.2.2. Preparacion del inéculo de levadura

Se obtuvieron cultivos de levadura de la fase de estacionaria (48-72h) en tubos de
16x150 mm con 8 mL de medio YPG a pH 5. La turbidez de las suspensiones de los
cultivos de levaduras indicé una concentracion entre 107 - 108 UFC/mL.

Para estandarizar la concentracion celular de las cepas de levaduras como medida de
la biomasa, se construyd una curva estandar con densidad Optica en funcion de la

concentracion celular.

3.2.2.2.1. Construccion de la curva estandar

Se reactivaron las cepas de levaduras en un tubo con 8 mL de caldo YPG apH 5y se
incubaron a 28°C y 120 rpm de agitacién durante 30 horas. Pasado el tiempo
correspondiente, el inéculo se escalé a un volumen de 72 mL de caldo YPG pH 5
contenido en un matraz de 250 mL y se incubd durante 30-48 horas. El volumen del
indculo se centrifugd a 5000 rpm durante 20 minutos, este proceso se repitié 3 veces y
se realizaron lavados sucesivos con solucion salina al 0.9%. Posteriormente, se
realizaron diluciones de la biomasa obtenida (1/2, 1/4, 1/8 y 1/16) y se procedid a contar
las células en una camara de Neubauer para obtener la concentracion celular.

A cada una de estas diluciones mencionadas (1/2, 1/4, 1/8 y 1/16), se le realizaron
diluciones seriadas (hasta 10° o 10®) y las Gltimas dos diluciones se sembraron en
placas con agar YPG pH 5 para el recuento de colonias. Finalmente, se midi6 la
densidad 6ptica (DO) de cada una de las diluciones en el espectrofotometro a 600nm.
Todos estos datos (conteo en camara de Neubauer, recuento en placa y lectura de la
DO) se utilizaron para armar la curva de calibracién de la biomasa.

3.2.2.3. Preparacion del inéculo de Bacillus

Se obtuvieron cultivos de las cepas de Bacillus de la fase estacionaria (24 horas) en tubos

de 16x150 mm conteniendo 8 mL de medio TSB a pH 7. La turbidez de las suspensiones
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de los cultivos de Bacillus indicé una concentracién de 107 - 108 UFC/mL. Posteriormente,
parte del volumen de cultivo obtenido, se centrifugd a 5000 rpm durante 20 minutos y el
sobrenadante resultante se filtré con filtros Millipore de 0.22 pm. Dicho procedimiento se
realizé ya que, en el ensayo de antagonismo, se probd tanto cultivo bacteriano (CB) como
sobrenadante libre de células (SLC).

Para estandarizar la concentracion celular de las cepas de Bacillus, se construy6 una curva
estandar con densidad O6ptica en funcién de la concentraciéon celular con el mismo
procedimiento que en el caso de las levaduras. Las variaciones que se realizaron fue el
empleo de otro medio de cultivo y el tiempo de incubacion. En este caso, se utilizé caldo
TSB para el crecimiento de la bacteria y agar TSA para el recuento en placa. Finalmente,
las placas se incubaron durante 24 horas a 28°C.

3.2.2.4. Método de indculo en superficie (spot technique) para levaduras

Mediante el método modificado ‘Spot technique’ de Lopes & Sangorrin (2010), se busco
determinar la actividad antagonista de las levaduras frente a E. coli ATCC 25922.

Para este ensayo, se diseminaron 100 microlitros de E. coli ATCC 25922 con un hisopo
estéril en placas que contenian el medio so6lido YGSA (extracto de levadura 5g/L, glucosa
20g/L, triptona 10g/L, NaCl 10g/L y agar 15g/L) a pH 5. La modificacion que se realiz6 en
el medio consistié en no agregar el colorante azul de metileno al 0.003%. Cabe resaltar,
que el medio YGSA fue utilizado en este trabajo, debido a que en el estudio de Acufa-
Fontecilla et al. (2017), se comprobd que este medio permitia el crecimiento de ambos tipos

de microorganismos.

Luego de que se disemind la bacteria testigo (E. coli), se esperé aproximadamente 15
minutos para que el cultivo se absorba en la superficie del agar. Finalmente, se inoculé 10
uL de las suspensiones de cultivo de las levaduras en la superficie del agar, realizdndose
un total de 5 suspensiones de levaduras equidistantes en la placa. Las placas se incubaron
a 28 = 1°C durante 72 horas. El control negativo fue el caldo de cultivo y el control positivo
el antibidtico ciprofloxacino 5ug.
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3.2.2.5. Método de difusion en pozos para Bacillus.

Mediante el método de difusién en pozos segun Floriano et al, 1998, se determiné la
actividad antagonista de Bacillus frente a E. coli ATCC 25922.

Para este ensayo, se sembraron 100 microlitros de E. coli ATCC 25922 por diseminacion
con un hisopo estéril en placas que contenian el medio sélido YGSA (extracto de levadura
5g/L, glucosa 20g/L, triptona 10g/L, NaCl 10g/L y agar 15g/L) a pH 5. Se esper6
aproximadamente 15 minutos para que el cultivo se absorba en la superficie.

Posteriormente, se realizaron 5 pocillos de 6 mm de didametro equidistantes en el medio de
cultivo con un sacabocado estéril. En cada pozo, se depositaron 75uL tanto del cultivo
proveniente de la fase estacionaria (24 horas) como del sobrenadante libre de células de
cada cepa de Bacillus. Las placas se incubaron a 28°C + 1°C por 24 horas. El control
negativo fue el caldo de cultivo y el control positivo fue el disco del antibiético ciprofloxacino
5ug.

La actividad antagonista se evalué midiendo el didmetro de la zona de inhibicién (en mm)y
se interpretdé en comparacion con el control negativo. Ademas, se calcul6 el indice de

actividad de cada cepa usando la formula de Singariya et al., (2011):

Zona de inhibicién de la cepa (mm)
Zona de inhibicion del antibi6tico(mm)

indice de actividad =

3.2.2.6. Determinacion del porcentaje relativo de inhibiciéon (PRI)

El porcentaje relativo de inhibiciébn de las cepas con respecto al control positivo fue

calculado usando la siguiente formula de Dharajiya et al. (2014):

prp~ 100X -V)
- (Z-Y)

Donde, X: Area total de inhibicién producido por cada cepa; Y: Area del control negativo y

Z: Area total de inhibicién producido por el antibiético.
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El area total de inhibicidn fue calculada de la siguiente manera: area = 1ir2, donde r: radio

de la zona de inhibicién.

3.2.3. Seleccion de microorganismos con mayor actividad de

antagonismo.

Se seleccionaron las cepas que mostraron actividad antagonista segun la medida del halo
de inhibicién, su indice de actividad y su porcentaje relativo de inhibicion, con el fin de que
se realicen estudios posteriores.

3.2.4. Evaluacion de la influencia del tiempo de incubacion en la
actividad antagonista de las cepas seleccionadas.

Se evaluo la influencia del tiempo de incubacion en la produccién de metabolitos
secundarios con potencial antimicrobiano por parte de las cepas seleccionadas. Para lo
cual, el cultivo de las cepas se realiz6 en matraces de 250 mL conteniendo 100mL de caldo
TSB a pH 7. Se tomé una alicuota del cultivo a las 24, 48 y 72 horas de incubacién para
realizar la prueba de antagonismo utilizando tanto el cultivo bacteriano como el
sobrenadante libre de células. Los ensayos se realizaron por triplicado con la metodologia
propuesta.

3.2.5. Cinética de crecimiento de las cepas antagonistas

Se realizaron cinéticas de crecimiento de las cepas con actividad antagonista

posteriormente a los ensayos realizados.

3.2.,5.1. Siembra del inéculo
Para realizar el cultivo del inéculo, se emple6 la metodologia propuesta por Granger et
al., 1992; que consiste en escalamiento seriados del inéculo del 10% hasta finalmente

llegar al volumen deseado. Se tomé una asada de los ceparios de Bacillus y se sembr6
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en 10 mL de caldo TSB. Estos volumenes se utilizaron como in6culo inicial
correspondiente al 10% para un total de 100 mL de caldo. Estos se incubaron a 28 °C
y 120 rpm de agitacién durante 24 horas.

3.2.5.2. Escalamiento y evaluacion de la cinética

Previa tincién de Gram para comprobar la pureza del in6culo, se trasvasé el volumen
de cada cepa en un matraz de 250 mL conteniendo 90 mL del caldo de cultivo TSB.
Después de cada 4 horas, se colecté 1 mL de cada matraz en un tubo eppendorf de
2 mL, este procedimiento se realiz6 por triplicado.

Finalmente, pasadas las 48 horas de crecimiento, cada muestra tomada se centrifugd
a 12 000 rpm por 15 minutos, se descarté el sobrenadante y la biomasa obtenida se
lavo y se resuspendid con solucion salina 0.9%. El crecimiento bacteriano se midié en
un espectrofotometro a 600 nm. Las graficas de las cinéticas de crecimientos se
tabularon en UFC/mL y tiempo (horas).

3.2.6. Analisis estadistico

Todos los resultados fueron analizados mediante la prueba de ANOVA de dos vias y la
diferencia entre los grupos se determindé mediante la prueba de Tukey o comparaciones
multiples con test de Dunnett analizadas por el programa GraphPad Prism 9 (Graph Pad,
San Diego, California). Los datos se consideran estadisticamente significativos con un
p <0.05, y los resultados se representaron con la media y la desviacién estandar de la media
(x DE) de las tres repeticiones realizadas por cada ensayo.

14



4. RESULTADOS

4.1 Reactivacion de las cepas

4.1.1. Reactivacion de las cepas de levaduras

Se reactivaron un total de 32 levaduras que poseian diferente comportamiento cultural. Se
diferenciaron segun su morfologia, la cual fue evidenciada mediante coloracion Gram y su

comportamiento cultural en placa.

Segun la morfologia celular, se observaron células ovaladas, grandes y gram positivas (Fig.
1) y células gram positivas, ovaladas y pequenas (Fig. 2) en un microscopio 6ptico a 1000x

de aumento.

Fig. 1. Coloracién Gram de cepa SC: Fig. 2. Coloracic’?r’i Gram’ de cepa
Observaciéon de células Gram positivas, 2RYP11: Observacion de células Gram
ovaladas y grandes (1000x). positivas, ovaladas y pequefias (1000x).

En cuanto al comportamiento cultural, se observaron colonias con diversas morfologias y
pigmentaciones. Se observaron colonias circulares, de borde entero, rugosas, opacas y de
consistencia blanda (Fig. 3), colonias secas, de borde regular y superficie rugosa (Fig. 4) y

colonias rosaceas, cremosas, de borde regular y superficie lisa (Fig. 5).
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Fig. 3. Comportamiento cultural de la cepa TLJ8 en medio YPG: Colonias circulares,
de borde entero, rugosas, secas y opacas.

Fig. 4. Comportamiento cultural de Fig. 5. Comportamiento cultural de
la cepa 2RHP4 en medio YPG: la cepa 2RHP5 en medio YPG:
colonias secas, de borde regular y colonias rosaceas, cremosas, de
superficie rugosa. borde regular y superficie lisa.

4.1.2. Reactivacion de las cepas de Bacillus

Las colonias de las cepas de Bacillus BS3 y BS21 presentaron las siguientes caracteristicas
en agar TSA: Presencia de colonias variables, tamano y forma irregular, borde ondulado,
superficie lisa, de aspecto butiroso, elevadas y de consistencia mucoide. Ademas, en la
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coloracién de Gram se observaron bacilos cortos y gram positivos en un microscopio 6ptico
a 1000x de aumento (Figs. 6-7).

Fig. 6. Comportamiento cultural de la cepa BS3. (A) Colonias irregulares, lisas,
elevadas, butirosas y de consistencia mucoide en agar TSA. (B) Coloracion Gram
de BS3: bacilos Gram positivos, cortos y de borde regular (24 horas).

Fig. 7. Comportamiento cultural de la cepa BS21. (A) Colonias irregulares, lisas,
elevadas, butirosas y de consistencia mucoide en agar TSA. (B) Coloracion Gram de
BS21: bacilos Gram positivos, cortos y de borde regular (24 horas).
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Ademas, se utilizé HiCrome Bacillus Agar (agar cromogénico) para identificar la especie de
Bacillus con la cual se trabajo; sin embargo, segun el manual de dicho medio, ninguna de
las posibles especies coincidia con el crecimiento de las cepas BS3, BS4, BS17 y BS21.
En el caso de estas cepas, las colonias presentaron las siguientes caracteristicas en
HiCrome Bacillus Agar: colonias transparentes, de borde irregular, consistencia butirosa o
mucoide y con crecimiento en la periferia. La lectura de las placas se realizé a las 30 — 48
horas (Fig. 8).

Fig. 8. Comportamiento cultural de Bacillus en HiCrome Bacillus Agar (Agar
cromogénico): (A) BS4 (B) BS3, (C) BS17 y (D) BS21: Colonias transparentes, de borde
irreqular y con crecimiento en la periferia.
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4.1.3. Reactivacion de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922

Se sembré la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 en caldo TSB y posteriormente, se
realizé una tincion de Gram, donde se observaron bacilos cortos gram negativos (Fig. 9A).
Posteriormente, esta bacteria se sembrd en agar TSA, donde se observaron colonias de
borde entero, cremas y planas (Fig. 9B) y, en agar MacConkey, donde se observaron
colonias rosadas, de borde entero que presentaban halo de precipitacién alrededor de las
colonias (Fig. 9C-D).

Fig. 9. Morfologia microscépica y comportamiento cultural de E. coli ATCC 25922.
(A) Coloracion Gram: bacilos cortos y gram negativos, (B) Morfologia de las colonias en
medio TSA, (C y D) Colonias de E. coli ATCC 25922 en medio MacConkey: colonias
puntiformes, rosadas y con halo de precipitacion alrededor de ellas.
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4.1.4. Prueba de antagonismo

4.1.4.1. Prueba de antagonismo de levaduras por el método de inéculo

en superficie (spot technique)

Se realiz6 una prueba de screening de 32 cepas de levaduras nativas para determinar si
poseian actividad antagonista contra Escherichia coli ATCC 25922. Ninguna de las 32
cepas de levaduras presenté dicha actividad (Tabla 1).

Tabla 1. Ensayo de screening de antagonismo realizado en cepas de levaduras nativas
contra E. coli ATCC 25922.

N° Cepas Presenciaf de Ne Cepas Presencia’ de
inhibicion inhibicion
1 AMP3 - 17 4B -
2 1LYP2 - 18 2RHP5 -
3 AMP4 - 19 2RHP4 -
4 AMJ6 - 20  4LYP3 ]
5 1RYL1 - o1 sc )
6 LT81 - 22 4.21 .
7 3RNPT : 23 8JSALT i
8 M : 24 2RYP11 i
9 2SNP2 - o5 13M )
10 2LHJ2 - 26 1821 -
" 3RSJJ1 - 27 2.4.1 -
12 2LQP3 - o8 E1 )
13 AMP5 - 29 2RYP5 i
14 9JSAL1 - 30 TLJ4 .
15 4LYPO - 31 TLJ7 )
16 4A - 32 TLJS ]

(+) Presencia de zona de inhibicion, (-) No zona de inhibicion.
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4.1.4.2. Prueba de antagonismo en placa por método de difusion en
pozos

Se realizé una prueba de screening de 33 cepas de Bacillus para su actividad antagonista
contra Escherichia coli ATCC 25922. Segun los resultados obtenidos, se hallaron 4 cepas
con actividad antagonista frente a E. coli ATCC 25922 mediante el método de difusién en
pozos (Tabla 2).

Tabla 2. Ensayo de screening de antagonismo realizado en cepas de Bacillus contra E.
coli ATCC 25922.

v Copas TSRS o Gy Preselnce
inhibicion inhibicion

1 CatNa2A2 - 18 1PCB -

2 ChiViBa - 19 A3 -

3 CatNa2A1 - 20 J8 -

4 ChiVlAa - 21 10PA -

5 LimVIlIFa - 22 B9 -

6 LimVIlAa - 23 16AH -

7 SulMai6a1 - 24 11PB -

8 ChilAa - 25 5PC -

9 Bti (VHO) - 26 21AH -

10 HD73 - 27 BPA -

11 ChiVICa - 28 LimVIilAa -

12 LimVIliCa - 29 LimViIBa -

13 LimVlliBa - 30 BS3 (+)

14 120A - 31 BS4 (+)

15 LimVIlIC2a - 32 BS17 (+)

16 9AHI - 33 BS21 (+)

17 lca2 -

(+) Presencia de zona de inhibicion, (-) No zona de inhibicion.
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4.1.4.3. Seleccion de microorganismos con mayor actividad
antagonista

Segun los resultados obtenidos en el screening de las cepas de levaduras y de Bacillus se
obtuvo que 4 cepas de Bacillus BS3, BS4, BS17 y BS21 poseian actividad antagonista. Al
repetir el ensayo con las concentraciones referidas en la metodologia, se evalué tanto el
cultivo directo como sobrenadante de estas cepas. En ambos casos, se realiz6 la medicién
del halo de inhibicién considerando los 6 mm del diametro del pocillo.

En el caso del cultivo bacteriano (CB), la cepa con mayor actividad antagonista fue BS4 con
un halo de inhibicién de 27.00 £ 2.65 mm, con un porcentaje relativo de inhibicién (PRI) del
88.69% y un indice de actividad (IA) de 0.94 mientras que la cepa con menor actividad
antagonista fue BS17 con un halo de inhibicion de 21.67 £ 2.89 mm, con un PRI del 57.13%
y un IA de 0.76 (Tabla 3 y Fig 10). De igual manera, cuando se determiné la actividad
antagonista del sobrenadante libre de células (SLC), se hallé que la cepa BS4 presento la
mayor actividad antagonista, con un halo de inhibicién de 15.67 £ 1.15 mm, un PRI de
29.87% y un |A de 0,55 mientras que la cepa con menor actividad fue la cepa BS17, la cual
tuvo la menor actividad, con un halo de 7.33 £ 0.58 mm, un PRI de 6.53% y un IA de 0.26
(Tabla 4 y Fig. 10).

Se mostraron diferencias significativas en todas las cepas de Bacillus empleadas con
respecto a los didmetros de los halos de inhibicion obtenidos por el CB y SLC en
comparacion con el control negativo, excepto la cepa BS17 que no mostr6 diferencia
significativa cuando se utilizé el SLC (Fig. 20). Del mismo modo, hubo diferencias
significativas para los valores de los porcentajes de inhibicion y el indice de actividad.
Ademas, tanto para los valores de CB y SLC, se mostraron diferencias significativas entre
los diametros de los halos de inhibicion entre las cepas de mayor actividad (BS4) y la de
menor actividad (BS17) (data no mostrada).

En resumen, la cepa BS4 present6 la mayor actividad antagonista en comparacién con el
control negativo tanto cuando se probé el CB como con el SLC.
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Tabla 3. Actividad antagonista (zona de inhibicion, indice de actividad y porcentaje relativo
de inhibicion) del cultivo bacteriano de las cepas de Bacillus a las 24 horas de incubacion.

Medicion del halo Zona de Porcentaje
(mm) inhibicion relativo de indice de
Cepas . el e -
(Promedio % inhibicion actividad (1A)
M1 M2 M3
DE) (PRI)
BS3 25 25 24 24.67 £ 0.58 74.04% 0.86
BS4 30 25 26 27.00 £ 2.65 88.69% 0.94
BS17 20 25 20 21.67 +£2.89 57.13% 0.76
BS21 25 22 25 24.00+1.73 70.08% 0.84
Control (+) 28 30 28 28.67 £ 0.58 100% 1
Control (-) - - - - - -

Zona de inhibicion en mm (promedio + DE), incluye 6mm del diametro del pocillo, (-) No zona de

inhibicion, control (+): ciprofloxacino 5ug/mL, control (-): caldo de cultivo, DE: desviacion estandar

Tabla 4. Actividad antagonista (zona de inhibicion, indice de actividad y porcentaje relativo
de inhibicion) del sobrenadante libre de células de las cepas de Bacillus a las 24 horas de

incubacion.
Medicion del halo Zona de Porcentaje .
] Indice de
(mm) inhibicion relativo de .
Cepas L actividad
(Promedio * inhibicion
M1 M2 M3 (1A)
DE) (PRI)
BS3 10 8 11 9.67 +£1.53 11.38% 0.34
BS4 17 15 15 15.67 £1.15 29.87% 0.55
BS17 7 7 8 7.33 +0.58 6.53% 0.26
BS21 12 11 12 11.67 £ 0,58 16.57% 0.41
Control (+) 28 28 30 28.67 +1.15 100% 1
Control (-) - - - - - -

Zona de inhibicion en mm (promedio + DE), incluye 6mm del diametro del pocillo, (-) No zona de

inhibicién, control (+): ciprofloxacino 5ug/mL, control (-): caldo de cultivo, DE: desviacién estandar
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Fig 10. Actividad antagonista de las cepas de Bacillus frente a E. coli ATCC 25922. Se
observaron halos de inhibicion cuando se usé el (A) cultivo bacteriano y (B) sobrenadante libre
de células.

4.1.4.5. Influencia del tiempo en la actividad antagonista de las cepas
seleccionadas

Se realizaron ensayos de antagonismo para evaluar si el tiempo de incubacion (24, 48y 72
horas) influia en la actividad antagonista de las cepas seleccionadas de Bacillus.

Segun los resultados obtenidos con respecto al cultivo bacteriano (CB) de las cepas de
Bacillus, se observo que los diametros de los halos de inhibicién se mantuvieron constantes
a lo largo del tiempo desde las 24 hasta las 72 horas (Tabla 5). Los valores de los halos de
inhibicion a las 24, 48 y 72 horas no presentaron diferencias significativas con respecto a
cada cepa, con excepcion de la cepa BS4, que solo presentd diferencias significativas entre
las 48 y 72 horas de cultivo segun la prueba de Tukey (Fig. 21).

Del mismo modo en el caso de los valores de los halos de inhibicion obtenidos con
sobrenadante libre de células (SLC) (Tabla 6), no se hallaron diferencias significativas en
los diametros de los halos de inhibicién de cada cepa a lo largo del tiempo (Fig. 22).
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La cepa que obtuvo mayor actividad antagonista es la cepa BS4 cuando se probé tanto el
CBy el SLC. Con respecto al CB, los valores de los halos de inhibicién obtenidos a las 24,
48 y 72 horas de incubacion fueron 29.50 £ 0.70 mm, 29.00 £ 1.41 mm y 27.50 £ 0.71 mm,
respectivamente (Fig. 21). Con respecto al SLC, se presentaron zonas de inhibicion a las
24, 48 y 72 horas de incubacion con valores de 24.67 £ 0.58 mm, 25.00 + 0 mm y 25.00 +
1.00 mm, respectivamente (Fig. 22). Las demas cepas mostraron halos de inhibicion de
similar tamano y no presentaron diferencias significativas entre ellas (Fig. 11, 21 y 22).

Ademas, se pudo observar los halos de inhibicién de las 4 cepas a las 72 horas utilizando
tanto el CB y SLC (Fig. 11C y D), donde se evidencia un ligero mayor tamano de los halos

cuando la colonia esté presente.
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Tabla 5. Actividad antagonista (zona de inhibicién, indice de actividad y porcentaje relativo de inhibicién) del cultivo bacteriano de las
cepas de Bacillus en medio TSB en diferentes tiempos de incubacion (24, 48 y 72 horas).

Actividad antimicrobiana

Cepas 24 horas 48 horas 72 horas
Zl PRI 1A ZI PRI IA Zl PRI IA
BS3 26.00 £ 1.41 84.24% 0.90 27.00 + 1.41 88.69% 0.94 27.00+0 88.69% 0.94
BS4 29.50 £ 0.70 105.9% 1.03 29.00 = 1.41 102.3% 1.01 27.50 £ 0.71 92.01% 0.96
BS17 28.00 +2.83 95.38% 0.98 27.50 +2.12 92.00% 0.96 23.50 +2.12 67.19% 0.82
BS21 27.50 + 3.54 92.00% 0.96 26.50 £ 0.70 85.43% 0.92 25.25+0.35 77.57% 0.89
Control (+) 28.67 +£1.15 100% 1 28.67 +1.15 100% 1 28.67 +1.15 100% 1
Control (-) - - - - - - - - -

Zona de inhibicion en mm (promedio *+ DE), incluye 6mm del diametro del pocillo, (-) No zona de inhibicidn, control (+): ciprofloxacino 5ug/mL,

control (-): caldo de cultivo, ZI: Zona de inhibicién. IA: indice de actividad, PRI: Porcentaje relativo de inhibicién
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Tabla 6. Actividad antimicrobiana (zona de inhibicion, indice de actividad y porcentaje relativo de inhibicion) del sobrenadante libre
de células de las cepas de Bacillus en medio TSB en diferentes tiempos de incubacién (24, 48 y 72 horas).

Actividad antimicrobiana

Cepas 24 horas 48 horas 72 horas
Zl PRI 1A V4| PRI 1A Y4 PRI 1A
BS3 22.67 +0.58 62.52% 0.79 24.33 +1.15 72.02% 0.85 24.33 £ 0.57 72.02% 0.85
BS4 24.67 +0.58 74.04% 0.86 25.00+0 76.03% 0.87 25.00 £1.00 76.03% 0.87
BS17 23.00 £1.73 64.36% 0.80 22.67 £ 1,15 62.52% 0.79 24.33 £ 2.31 72.02% 0.85
BS21 22.67 £1.15 62.52% 0.79 22.67 £ 2.08 62.52% 0.79 22.00£1.73 58.88% 0.77
Control (+) 28.67+1.15 100% 1 28.67 £1.15 100% 1 28.67 £ 1.15 100% 1
Control (-) - - - - - - - - -

Zona de inhibicion en mm (promedio *+ DE), incluye 6mm del diametro del pocillo, (-) No zona de inhibicién, control (+): ciprofloxacino 5ug/mL,

control (-): caldo de cultivo, ZI: Zona de inhibicion. IA: indice de actividad, PRI: Porcentaje relativo de inhibicién
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Fig 11. Actividad antagonista de las cepas BS3, BS4, BS17 y BS21 en diferentes tiempos de
incubacion. (A) Sobrenadante a las 24 horas de incubacion, (B) Sobrenadante a las 48 horas de
incubacion, (C) Sobrenadante a las 72 horas de incubacién y (D) Cultivo bacteriano a las 72 horas de
incubacion.
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4.1.5. Cinética de crecimiento de las cepas de Bacillus

Se determiné la cinética de crecimiento de las siguientes cepas: BS3, BS4, BS17 y BS21
en caldo TSB.

4.1.5.1. Cinética de crecimiento en medio TSB

En todas las cepas, se pudo observar que la fase exponencial empieza entre las 2 a 4 horas
de crecimiento (Figs. 12-15).

En el caso de la cepa BS3, su fase exponencial duré aproximadamente 8 horas para
después entrar en fase estacionaria (Fig. 12), en el caso de la cepa BS4, su fase
exponencial duré 6 horas (Fig. 13). Por otro lado, la fase exponencial de la cepa BS17 duré
11 horas (Fig. 14) mientras que en la cepa BS21 dur6 12 horas (Fig. 15), siendo la cepa

con fase exponencial mas prolongada.
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Fig 12. Cinética de crecimiento de la cepa BS3 a través del
tiempo
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Fig 15. Cinética de crecimiento de la cepa BS21 a través
del tiempo

4.1.5.2. Tasa de crecimiento de las cepas de Bacillus

La tasa de crecimiento se determiné para cada cepa (BS3, BS4, BS17 y BS21) a partir de
la regresion lineal de la fase logaritmica de las curvas de crecimiento usando la siguiente
formula:
_ LnXf—LnXo

SV
Donde: Xf: poblacion final; Xo: poblacion inicial; Tf: tiempo final; To: tiempo inicial.

La tasa de crecimiento se expresé como la pendiente en cada una de las ecuaciones de las
regresiones lineales de la fase logaritmica de las curvas de crecimiento de las cepas de
Bacillus sp. (Tabla 7, Figs. 16 -19).

Tabla 7. Tasas de crecimiento de cepas de Bacillus en medio TSB.

Tasa de crecimiento
Cepas de Bacillus

pmax (h-1)
BS3 0.1661
BS4 0.05704
BS17 0.05021
BS21 0.2009
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vii. DISCUSION

Por muchos anos, el metabolismo secundario de los microorganismos fue ignorado ya que
se consideraba un estudio no esencial; sin embargo, en la actualidad, se descubri6é que las
sustancias producidas en la fase estacionaria poseian un rol importante en muchas areas,

entre ellas, la industria farmacéutica (Karlovsky, 2007).

En este trabajo, se abordaron dos grupos microbianos: levaduras y bacterias. En el caso
de las levaduras evaluadas, ninguna de las 32 cepas present6 actividad antagonista frente
a E. coli ATCC 25922 (Tabla 1). A pesar de que, en los antecedentes se describen varios
estudios que respaldan su potencial antimicrobiano, el hecho de que no se presentaran
zonas de inhibicion contra la cepa testigo pudo deberse a la procedencia de las levaduras
empleadas. La procedencia de las levaduras suele ser frutas maduras, bebidas
fermentadas y/o alimentos; por lo cual, es probable que hayan tenido un contacto previo
con bacterias y, por ende, hayan desarrollado mecanismos que beneficien su actividad
antimicrobiana. Mientras que, en el presente estudio, la mayoria de ellas fueron aisladas de
lagunas altoandinas contaminadas con relaves mineros, por lo que, es muy probable que
el escaso o nulo contacto con E. coli haya sido un factor importante para la no produccion
de metabolitos antagonistas.

Asimismo, para reforzar lo mencionado anteriormente, el estudio de Acuna et al. (2010),
sustenta que las levaduras evaluadas presentaban actividad antagonista, siempre y
cuando, existia interaccién entre estas y la bacteria testigo, ya que solo se evidenciaron
halos de inhibicién cuando la levadura estaba presente; por el contrario, cuando se probd
el sobrenadante, no se observo la actividad antagonista. Esta interaccion es importante
debido a que, los nichos habituales de las levaduras, como las frutas maduras, se
caracterizan por una compleja interaccién y competencia con una multitud de cohabitantes
como las bacterias (Barata et al., 2012; Thompson, 1999). Las bacterias suelen secretar
diversos compuestos como enzimas y acidos grasos mientras que las levaduras, a modo
de respuesta, acumulan estresores microbianos como el acido acético, etanol y sustancias
antimicrobianas volatiles (Piskure et al., 2006). Este enunciado se refuerza con el estudio
de Zhou et al. (2018), donde se evalud una competencia por nutrientes entre levaduras y
bacterias. Se emplearon 18 cepas de levaduras de la familia Saccharomycetaceae, las
cuales se sembraron en presencia de bacterias, por al menos 130 pasajes. En el trabajo

del autor en referencia, se demostr6 que el cariotipo de algunas levaduras cambié a lo largo

34



de los pasajes y que 8 de las 18 levaduras sufrieron cambios a nivel genémico. Estas 8
cepas de levaduras desarrollaron actividad antibacteriana, la cual no era evidente en las
cepas ancestrales. Las levaduras mutantes se caracterizaron por una duplicacion en la
produccion de etanol, capacidad de usar mayor numero de fuentes de carbono y mayor
tolerancia al estrés. Con este estudio se puede enfatizar que la interaccién continua entre
ambos microorganismos estimula el desarrollo de los mecanismos necesarios para el

antagonismo.

Por otro lado, el otro grupo evaluado fue el género Bacillus. La importancia de este grupo
bacteriano radica en la sobresaliente produccién de sustancias antibacterianas capaces de
inhibir el crecimiento microbiano. A estas bacterias se les atribuye la produccion de diversos
metabolitos secundarios antagonistas de amplio espectro, como antibiéticos, antifungicos y
sidero6foros (Baruzzi et al. 2011; Velusamy & Gnanamanickam, 2008).

En el presente estudio, se trabaj6é con 33 cepas de Bacillus (Tabla 2). Las cepas BS3, BS4,
BS17 y BS21 empleadas en este estudio no se lograron identificar mediante el uso de
HiCrome Bacillus Agar (Fig. 8). Sin embargo, segun sus caracteristicas morfolégicas, su
comportamiento cultural (Figs. 6y 7) y lo expuesto en el Manual de Bergey de Bacteriologia
Sistematica se trata presuntivamente del género Bacillus (De Vos et al., 2009); sin embargo,
se requiere de pruebas bioguimicas y/o moleculares para lograr su correcta identificacién a
nivel de especie.

Con respecto a la actividad antagonista, las cepas BS3, BS4, BS17 y BS21 presentaron
zonas de inhibicién frente a E. coli ATCC 25922. En este estudio, se inoculé tanto el cultivo
bacteriano (CB) y el sobrenadante libre de células (SLC) de las cepas de Bacillus
mencionadas. Segun los resultados obtenidos (Tablas 3 y 4), se pudo observar que, tanto
en presencia del cultivo como del sobrenadante, las cepas mostraron actividad antagonista
(Fig. 10). En todas las cepas se presentaron diferencias significativas entre los valores de
los diametros de las zonas de inhibicién provocadas por el CB y el SLC frente al control
negativo; donde la cepa BS4 mostr6 halos de inhibicion de mayor tamano, con valores de
27.00 £2.65 mmy 15.67 £ 1.15 mm cuando se utiliz6 el CB y el SLC, respectivamente (Fig.
20).

El género Bacillus suele mostrar actividad antimicrobiana de amplio espectro, es decir, tanto
contra bacterias gram positivas como gram negativas. Sin embargo, en el estudio de Sci
(2008), se demostr6 que las cepas que emplearon, poseian mayor efecto contra bacterias
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gram positivas como S. aureus TISTR 517 y que, cuando se enfrentaban contra bacterias
gram negativas como E. coli TISTR 887, era necesario implementar otros métodos de
evaluacion como cross streak o utilizar necesariamente el cultivo microbiano de Bacillus en
lugar del sobrenadante, para que se evidencie un notorio efecto antagonista. De igual
manera, en el estudio de Yilmaz, Soran & Beyatli (2006), las cepas de B. brevis que
evaluaron tuvieron actividad antagonista contra S. aureus ATCC 25923 mientras que contra
bacterias gram negativas como E.coli NRRL B-704, Yersinia enterocolitica ATCC1501 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 no tuvo efecto inhibitorio. Por lo que, el hecho de
que las cepas empleadas en el presente estudio exhiban una alta actividad antimicrobiana

contra una bacteria gram negativa, demuestra su gran potencial como antagonista.

Asimismo, segun los resultados obtenidos, se observé que se evidenciaron mayores
diametros de halos de inhibicion cuando se utilizé el cultivo bacteriano en comparacion con
el sobrenadante (Figs. 10 y 11). Esta idea se refuerza con el estudio de Dai et al., (2018),
quienes realizaron una prueba de antagonismo de bacterias lacticas contra patdégenos
alimentarios donde probaron células bacterianas, cultivo de bacterias acido-lacticas y
sobrenadante libre de células. Para la mayoria de las cepas, los efectos del cultivo de
bacterias acido-lacticas fueron superiores que los otros dos tratamientos. Este fenémeno
puede atribuirse a las diferentes caracteristicas metabdlicas de cada cepa antagonista, la
producciéon de diferentes tipos de cantidades de metabolitos antibacterianos y la

acumulacién y difusién de los metabolitos.

Por otro lado, al evaluar la influencia del tiempo de incubacién de las cepas en la actividad
antagonista, se evidencié que tanto en el CB y el SLC (Tabla 6 y 7), los halos de inhibicion
se mantuvieron constantes a las 24, 48 y 72 horas de incubacion (Fig.11). No se mostraron
diferencias significativas entre los tres tiempos de incubacién (Figs. 21 y 22). La cepa BS4
presenté mayores valores de halos de inhibicién con respecto a las otras cepas, donde la
mayor actividad se evidenci6 a partir de las 24 horas utilizando CB y a las 72 horas cuando
se utilizé el SLC. En el estudio de Usta & Demirkan., (2013) también evaluaron la influencia
del tiempo en la actividad antagonista, donde se probaron 4 tiempos de incubacién
diferentes: 24, 48, 72 y 96 horas de incubacién. En este trabajo, se evidencié que la
actividad antagonista maxima se obtuvo a las 72 horas; ademas, se menciona que la
actividad antagonista aumentaba gradualmente desde las 24 hasta las 72 horas y que, a
partir de ese tiempo, comenzaba a disminuir; lo cual concuerda con este presente estudio

(Tablas 5y 6). Ademas, ellos indican, que la actividad antimicrobiana maxima depende de
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la cepa de microorganismo con la que se trabaje y del tipo de via metabdlica que se active;
sin embargo, generalmente en Bacillus, el tiempo de la actividad antimicrobiana se
encuentra entre las 24 a 72 horas de incubacion.

Con respecto a las cinéticas de crecimiento que se obtuvieron, se puede observar que, en
la mayoria de los casos, la fase logaritmica de las cepas de Bacillus se inici6 entre las 4 y
5 horas y terminé entre las 10 y 12 horas, posteriormente se inici6 la fase estacionaria (Figs.
12-15). Estos datos, son de gran importancia porque permitirian determinar en qué

momento se generan metabolitos antagonistas secundarios.

Entre las perspectivas futuras de este estudio, se buscara determinar la naturaleza de los
metabolitos antimicrobianos secretados por las cepas prometedoras BS3, BS4, BS17 y
BS21. Segun la literatura, el género Bacillus suele sintetizar y secretar péptidos
antimicrobianos como potenciales candidatos para superar el reto de la resistencia
bacteriana. En algunos de los estudios ya presentados se han detectado péptidos tales
como los lantibidticos, entre ellos la subtilina (Karlovsky, 2007); mersacidina, un péptido
tetraciclico que pertenece también a los lantibidticos y que muestra actividad antagonista
contra S. aureus meticilinoresistentes. Por otro lado, se encuentra la bacitracina, la cual es
producida por B. licheniformis; coagulina producido por B. coagulans, cerecina 7 producido
por B. cereus, entre otras bacteriocinas (Caulier et al., 2019). La importancia de las cepas
del presente estudio radica en su gran actividad antagonista que presenta contra una

bacteria gram negativa, en este caso, E. coli ATCC 25922.
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viii. CONCLUSIONES

e Las treinta y dos cepas de levaduras empleadas en este trabajo no presentaron
actividad antagonista contra Escherichia coli ATCC 25922.

e De las 33 cepas de Bacillus empleadas, solo las cepas BS3, BS4, BS17 y BS21
presentaron actividad antagonista frente a Escherichia coli ATCC 25922, donde la
cepa BS4 mostr6 halos de inhibicién de mayor tamarno con valores de 27.00 + 2.65
mmy 15.67 £ 1.15 mm cuando se utilizé el cultivo bacteriano (CB) y el sobrenadante
libre de células (SLC), respectivamente.

e La actividad antimicrobiana se mantuvo constante a las 24, 48 y 72 horas de
incubacién no mostrando diferencias significativas entre los distintos tiempos. La
mayor actividad se evidenci6 a partir de las 24 horas con el cultivo bacteriano y, a
las 72 horas con el sobrenadante.

e Las cinéticas de crecimiento realizadas a las cepas de Bacillus determinaron que la
fase logaritmica se inicio entre las 4 y 5 horas de cultivo y terminé entre las 10y 12

horas, posteriormente se inici la fase estacionaria.

e El uso del cultivo bacteriano de Bacillus evidencié mayor actividad antagonista en
comparacion al sobrenadante libre de células.
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IX. RECOMENDACIONES

e Se recomienda identificar bioquimica y molecularmente las cepas de Bacillus que
presentaron actividad antagonista.

e Se recomienda evaluar la actividad antagonista de las cepas de Bacillus frente a
otras bacterias ATCC o de origen hospitalario para ver su potencial antimicrobiano

de amplio espectro.

e Posteriormente, se recomienda determinar la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) de las cepas de Bacillus frente a E. coli ATCC 25922.

e Se recomienda analizar el sobrenadante de las cepas para conocer la naturaleza de
los metabolitos antagonistas y caracterizarlos.
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XI. ANEXO

Tabla 8. Cepas de levaduras empleadas en la evaluacion de la actividad antagonista
contra E. coli ATCC 25922.

Cadigo
Caodigo Levaduras de acceso Lugar de muestreo
(Ciudad)
(GenBank)
1 AMP3 Yarrowia lipolytica FR856618.1 Laguna Pacococha
2 1LYP2 Cystobasidium sp. AM774153.1 Relavera Yanamate
3 AMP4 Pichia fermentans MGO015938.1 Laguna Pacococha
4 AMJ6 Yarrowia lipolytica MG015940.1 Laguna Pacococha
5 1RYL1 Meyerozyma MH656369 Represa Yuracmayo
guilliermondii
6 LT81 Yarrowia lipolytica MGO018364 Lago Junin
3RMP1 Meyerozyma MH656385 Milpo
guilliermondii
IM Yarrowia lipolytica MF101734 .1 Lago Junin
2SNP2 Meyerozyma MH656365 Lago Junin
guilliermondii
10 2LHJ2 Meyerozyma MH656367 Laguna Huacracocha
guilliermondii
11 3RSJJ1 Meyerozyma MH656386 Rio San Juan
guilliermondii
12 2LQP3 Rhodotorula MGO018366.1 Laguna Quiulacocha
mucilaginosa
13 AMP5 Yarrowia lipolytica MF101734 .1 Lago Junin
14 9JSAL1 Pichia fermentans KY442835.1 -
15 4LYPO Meyerozyma MF769607.1 Yanamate
guilliermondii
16 4A Rhodotorula MF927654.1 Laguna Canchis

mucilaginosa




17 4B Rhodotorula MG707723.1 Laguna Canchis
mucilaginosa

18 2RHP5 Rhodotorula MG707723.1 Relave Huarén
mucilaginosa

19 2RHP4 Yarrowia lipolytica MF101734.1 Relave Huarén

20 4LYP3 Meyerozyma MG736036.1 Yanamate
guilliermondii

21 SC Saccharomyces KX428530.1 -

cerevisiae

22 4.21. Yarrowia lipolytica MF101734 .1 -

23 8JSAL1 Pichia fermentans KY442835.1

24 2RYP11 Pichia fermentans KY442835.1 -

25 13M Yarrowia lipolytica - -

26 18721 Rhodotorula - -
mucilaginosa

27 2441 NI - -

28 E1 NI - -

29 2RYP5 NI - -

30 TLJ4 NI - Pichanaqui

31 TLJ7 NI - Pichanaqui

32 TLJ8 NI - Pichanaqui
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Tabla 9. Cepas de Bacillus empleadas en la evaluacién de la actividad antagonista contra
E. coli ATCC 25922.

Lugar de Lugar de
N° Cadigo muestreo N° Caddigo muestreo
(Ciudad) (ciudad)

1 CatNa2A2 Piura 17 BS4 Laboratorio
2 CatNa2A1 Piura 18 BS17 Laboratorio
3 ChiVIBa Chiclayo 19 BS21 Laboratorio
4 LimVIIAa Lima 20 120A Lima
5 LimVIIAa Lima 21 Bti (VHO) Lima
6 SulMai6at Sullana 22 9AHI Lima
7 ChilAa Chiclayo 23 Ica2 Lima
8 HD73 Lima 24 1PCB Lima
9 ChiVIAa Chiclayo 25 A3 Lima
10 LimVIIIFa Lima 26 J8 Lima
11 ChiVICa Chiclayo 27 10PA Lima
12 LimVIlICa Lima 28 B9 Lima
13 LimVIlIBa Lima 29 16AH Lima
14  LimVIlIC2a Lima 30 11PB Lima
15 LimVIBa Lima 31 5PC Lima
16 BS3 Laboratorio 32 21AH Lima

33 BPA Lima
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Fig 20. Actividad antagonista del cultivo bacteriano y sobrenadante de las cepas de
Bacillus contra E. coli ATCC 25922. L as barras representan el promedio + desviacion estandar
de las medidas de los halos de inhibicibn en milimetros obtenidos de tres repeticiones
independientes en comparacion con el control negativo. Las barras con significancia estadistica
se denotan como * (p < 0.05), *™* ( p < 0.001) y *** ( p < 0.0001) usando la prueba de
comparacion multiple de Dunnett en ANOVA. Denotacion ‘ns’ representa valores no
significativos.
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Fig 21. Actividad antagonista del cultivo bacteriano de las cepas de Bacillus contra E. coli ATCC
25922 a las 24, 48 y 72 horas de incubacion. Las barras representan el promedio + desviacion
estandar de las medidas de los halos de inhibicién en milimetros obtenidos de tres repeticiones
independientes. La comparacion se realiz6 entre los tres tiempos de incubacion de cada cepa. Barra
con significancia estadistica denotada como **** ( p < 0.0001) usando la prueba de comparacion
multiple de Tukey en ANOVA. Denotacion ‘ns’ representa valores no significativos.
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Fig 22. Actividad antagonista del sobrenadante libre de células de las cepas de Bacillus contra E.
coli ATCC 25922 a las 24, 48 y 72 horas de incubacion. Las barras representan el promedio + desviacion
estandar de las medidas de los halos de inhibicibn en milimetros obtenidos de tres repeticiones
independientes. La comparacién se realizd entre los tres tiempos de incubacion de cada cepa. Barras

denotadas como ns (p>0.05) representa valores no significativos usando la prueba de comparacion
multiple de Tukey en ANOVA.
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