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Resumen

Los ceparios preservan la diversidad bioldégica de muestras de interés para
realizar actividades de investigacion y docencia. Por ello, proponemos la
creaciéon de un cepario basado en morfotipos bacterianos; provenientes de
muestras de suelo en ecosistemas distintos como: vegetacién preservada, y
perturbada (tierras de cultivo), empleando la técnica de muestreo compuesto al

azar.

En este cepario se analiz6 la capacidad de producir compuestos antibacterianos
(metabolitos secundarios con capacidad bacteriostatica o bactericida) bajo la
premisa de investigacion “Tiny Earth Project” que a partir de bacterias aisladas
de muestras de suelo pretende combatir la crisis mundial de resistencia
bacteriana ante antibidticos actuales. Esta iniciativa fue desarrollada en la
Universidad de Wisconsin y se expande a nivel mundial, en México colabora el
Dr. José Antonio Cervantes Chavez-Facultad de Ciencias Naturales y el Dr.
Francisco Barona Gomez del Langebio. La creacion del cepario es vital, puesto
que, a partir de éste, procederemos a evaluar la capacidad de produccién de
antibiéticos en contra de las bacterias denominadas ESKAPE; acrénimo de E.
faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa y Enterobacter
spp., estas bacterias han sido clasificadas como criticamente prioritarias por la
OMS. Para ello se trabajé con bacterias denominadas como parientes seguros,
los cuales son bacterias genéticamente cercanas pero carecen de factores de
patogenicidad facilitando asi su manejo; los resultados obtenidos seran
extrapolables a las bacterias ESKAPE. Se aislaron 148 bacterias de cuatro
muestras de suelo. Las bacterias que presentaron mayor inhibicion del
crecimiento de los parientes seguros se identificaron inicialmente por su perfil
metabdlico, posteriormente a nivel molecular lo cual arrojé corresponder a:
Priestia megaterium, Enterobacter asburiae, Klebsiella variicola y Serratia
nematodiphila, todas ellas reportadas en la literatura por sus capacidades

antimicrobianas y biotecnoldgicas.
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Summary

Cepariums preserve the biological diversity of samples of interest for research
and teaching activities. For this reason, we propose the creation of a strains
collection based on bacterial morphotypes; From soil samples in different
ecosystems such as: preserved and disturbed vegetation (cropland), using the
random composite sampling technique.

In this strain collection, the ability to produce antibacterial compounds (secondary
metabolites with bacteriostatic or bactericidal capacity) was analyzed under the
premise of the "Tiny Earth Project" research that, from bacteria isolated from soil
samples, aims to combat the global crisis of bacterial resistance to current
antibiotics. This initiative was developed at the University of Wisconsin and
expands worldwide, in Mexico Dr. José Antonio Cervantes Chavez-Faculty of
Natural Sciences and Dr. Francisco Barona Gémez del Langebio collaborates.
The creation of the strain collection is vital, since, from it, we will proceed to
evaluate the capacity to produce antibiotics against the bacteria called ESKAPE;
An acronym for E. faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa and Enterobacter spp., these bacteria have been classified as
critically priority by the WHO. To this end, we worked with bacteria called safe
relatives, which are genetically close bacteria but lack pathogenicity factors, thus
facilitating their management; the results obtained can be extrapolated to
ESKAPE bacteria. A total of 148 bacteria were isolated from 4 soil samples. The
bacteria that showed greater inhibition of the growth of the safe relatives were
initially identified by their metabolic profile, later at the molecular level, which
corresponded to: Priestia megaterium, Enterobacter asburiae, Klebsiella variicola
and Serratia nematodiphila, all of them reported in the literature for their
antimicrobial and biotechnological capabilities.

Keywords
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1.- Introduccion

1.1.- Biodiversidad microbiana presente en suelo.

El estudio de los suelos con respecto al conocimiento de su microbiota ha
representado un recurso importante dentro de la agricultura; debido a la relacién
que se atribuye de un suelo “sano” dependiendo de la presencia y concentracion
de diferentes componentes ya sea quimicos, fisicos y bioldgicos con respecto a
la presencia de comunidades de microorganismos, lo cual indica que el sustrato
es fértil para un cultivo en especifico. Sin embargo, desde una perspectiva
integral observamos que el aislamiento y estudio de los miembros de esta
microbiota nos permite ampliar su uso en aplicaciones ambientales, industriales

y farmacéuticos (Rodriguez et al., 2018).

En un suelo sano se estima que por un gramo de suelo seco se
encuentran entre 10° - 108 de bacterias y 10* — 10° de hongos, estos valores son
mayores en la rizosfera debido a las sustancias organicas que liberan las raices
(Osorio-Vega, N. W., 2009). A su vez, la cantidad de estos microorganismos
dependen de la profundidad a la cual se haga el muestreo (a mayor profundidad,
menor diversidad), observando una curva decreciente debido al cambio de
factores como pH, humedad, minerales, oxigeno (Carrillo, 2013).

1.2.- Caracteristicas del suelo

El suelo es la capa més superficial de la corteza terrestre donde ocurren
interacciones bioldgicas, estd constituido de 4 componentes: materia mineral,
agua, aire y material organico. Existen 12 érdenes de suelo en los que hay hasta
19,000 series de suelo pero, una regla general para clasificarlos depende de la
proporciéon de las siguientes caracteristicas:

e Textura
o Arena: particulas gruesas, una gran proporcion de esto ocasiona
un suelo suelto, bajas reservas de nutrientes y se satura con poca
agua mientras que seca rapidamente.
o Limo: granulos de tamafo medio, se conglomeran y se disgregan

facilmente al generar presion.



o Arcilla: particulas finas con gran retencion de agua, no se drenan
ni se secan facilmente y contienen buenas reservas de nutrientes.
e Color (depende de los minerales por los que se compone):
o Rojos: 6xido de hierro
o Negros: altos contenidos de materia organica y 6xido de hierro
o Grises: exceso de sales alcalinas y deficiencia de hierro

o Amarillos: éxidos de hierro con mucha agua

o Alcalino
o Neutro
o Acido

(Tarbuck & Lutgens. 2005; Sanchoyarto, 2020; FAO. 2010)

1.3.- Tipos de microorganismos presentes en suelo

En el suelo es posible encontrar una amplia gama de microorganismos de
los que destacan bacterias, hongos, actinomicetos, cianobacterias, algas, virus
y protozoarios. Los que presentan una mayor diversidad son las bacterias, sin
embargo, hay géneros que predominan en el ambiente como lo son:
Agrobacterium, Azotobacter, Bacillus, Clostridium, Pseudomonas,
Xanthomonas, Rhizobium y Arthrobacter. En el caso de los actinomicetos se
pueden encontrar: Nocardia y Streptomyces (Benintende y Sanchez, 2009; y
Osorio-Vega, 2009).

1.4.- Beneficios que aportan los microorganismos al suelo

Su rol principalmente esta enlazado a procesos biogeoquimicos (como los
ciclosde: C, O, N, Py S), degradacion de materia organica, asociacién simbiotica
(con raices de plantas para proteccién y obtencién de nutrientes) y de manera
artificial son utilizados como agentes biorremediadores al ser capaces de
detoxificar moléculas de diferentes metales pesados, la degradacién de
moléculas estables y por ello se ocupan como biofertilizantes en cultivos
agricolas especialmente en leguminosas por su capacidad de crear micorrizas,
la cual es un tipo de simbiosis en la que producen sustancias inhibitorias de
fitopatogenos e incluso pueden sintetizar fitohormonas para beneficiar al



huésped que a cambio les proporciona un habitat donde establecerse (Osorio-
Vega, 2009; Pavone, 2022).

1.5.- Resguardo del acervo microbiano

Los ceparios bacterianos actian como un recurso genético desde su
desarrollo en el siglo XIX, en el cual se preserva diversidad biologica y
disponemos de ella para actividades diversas, por ejemplo, usos comerciales
(Universidad Pedagogica Nacional, s.f.). Cabe destacar que los ceparios se rigen
bajo las caracteristicas de microbiostasis; manteniendo inactivo al agente (no
crece y tampoco se reproduce) y homogéneo con la finalidad de preservar la
integridad del mismo en las caracteristicas “microscopica, macroscopica,
bioquimica, fisioldgica y genética” puesto que es esencial para evitar variaciones
fenotipicas o mutaciones (Gutiérrez et al., 2015). Conforme nuestras
necesidades econdmicas y metas de uso, preservacion a corto o largo plazo
(Piazza, s. f.). Aunque existe una tendencia en la que los laboratorios disponen
de una coleccién propia de ceparios, lo mas comun es que su conformacién
incluya géneros bacterianos exclusivamente; lo cual aporta informacion puntual,
pero tienden a componerse con integrantes limitados, contrastante con
colecciones microbiolégicas dedicadas a morfotipos bacterianos que han

empezado a figurar como una opcidn.

1.6.- {Qué son los antibiéticos? Y su descubrimiento

Desde el punto de vista antropocéntrico, los antibi6ticos son moléculas
con capacidades bactericidas y se usan como tratamiento para enfermedades
infecciosas. Altamente usadas en el area de la medicina dado que nos permiten
eliminar bacterias patdgenas de un organismo. Claro ejemplo es la penicilina, el
primer antibiético aplicado a humanos con fines terapéuticos, producto del hongo
del género Penicillium. Cualidad que descubrié Alexander Fleming. Esto provocé
un gran cambio en la segunda guerra mundial, controlando y contrarrestando las
infecciones bacterianas que podrian ocurrir en los heridos de la guerra (Giraldo,
2021., Del Arco, 2014).

Sin embargo, Fleming advirtié los riesgos de la resistencia a antibibticos, pero no

fue tomado en cuenta. Aflos mas tarde se reportaron los primeros casos de



resistencia a antibioticos en bacterias. La causa fue su uso excesivo en
hospitales, ganaderias e incluso su empleo en la vida diaria, con la
automedicacion, se contribuye a que las bacterias desarrollen resistencia contra
estos antibidticos. Aunado a ello, la falta de desarrollo de nuevos antibiéticos por
parte de la industria farmacéutica incrementa la problematica, en la que
actualmente hay bacterias resistentes a casi todos los antibiéticos comerciales.
Estas bacterias son denominadas pandrogoresistentes, multidrogoresistentes, o
coloquialmente y de manera general, resistentes a antibiéticos (Gonzalez et al.,
2019).

1.7.- Tipos de antibiéticos y mecanismo de accidon

Los antibiéticos se dividen en grupos los cuales son: betalactamicos,
aminociclitoles, lincosamidas, rifamisinas, glucopéptidos, estreptograminas,
fenicoles, tetraciclinas, sulfonamidas, diaminopirimidinas, fluoroquinolonas,
ionéforos, nitrofuranos y nitroimidazoles. Los mecanismos de accion de éstos se
dividen en las siguientes regiones de ataque (Figura 1): pared bacteriana,
membrana bacteriana sintesis de proteinas y sintesis de acidos nucleicos (FAO,

2023) Antibiotic Targets  Antibiotic Resistance

Celt wall Flunrogquinolones
P-lactams e Aminoghycosides
‘Vancomycin Tetracyclines

fi-lactams
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Macrolides
TS
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Rifarmycing
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Trimethoprim
Sulfonamides
Peniciilins
Protein Synthesis Inactivating Enzymas Macrofides
Linezald frlactams Aminoghycosides
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Macrolides Macrolides

Aminoglycosides Rifamycins

Figura 1. Mecanismos de resistencia bacteriana y blancos de accién. Lozano, 2019.

1.8.- Genética de la resistencia a antibioticos
Para que una bacteria desarrolle resistencia a antibioticos existen

diferentes mecanismos genéticos (Figura 2) como son:

e Transformacién: fragmentos de ADN externo entran al interior de las

bacterias y se acopla al ADN propio tomando y sintetizando las
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particularidades del ADN externo. En este caso, no existe contacto fisico
entre dos microorganismos ya que el ADN externo puede tomarse de una
célula muerta o de un plasmido.

e Transduccion: el ADN obtenido proviene de un virus. En este caso se da
una interaccion fisica entre el virus y el hospedero. Debido a la necesidad
de replicacién del virus (bacteriéfago) este infecta a la célula en la cual
hara el proceso y a veces parte del ADN de la bacteria se mezcla con el
ADN viral provocando que, al volver a infectar otra célula, este ADN del
primer hospedero llegue y se acople al ADN del segundo hospedero.

e Transposicion: un gen ya existente en el ADN principal se copia y “salta”,
conocido como transposén el cual actia por la accion de la enzima
transposasa, esta reconoce regiones de secuencias repetidas e
invertidas, cortando la seccidn y liberandola para su reinsercién entre ellos
puede ser un plasmido que puede intercambiarse facilmente por medio de
otros mecanismos genéticos.

e Conjugacion: existe un donante y un receptor para la transferencia de
material genético por medio de un pili, formandose el tubo de conjugacion
en el que el gen se transfiere (generalmente se transfieren plasmidos), a
veces estos plasmidos contienen un ADN llamado factor de fertilidad el
cual codifica para la formacion del pili sexual dando la capacidad a quien
lo tenga de transferir su ADN a otra célula (Bruslind, 2020).
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Figura 2. Representacion de la genética de resistencia a antibioticos. Sultan, 2018.
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A partir de estos procesos se pueden compartir diferentes mecanismos de
resistencia, de los cuales destacan 6 y se dividen en 3 grupos: a) Inactivacion
del antibiético; destruccién o modificacion de la estructura quimica del antibiotico
por enzimas. b) Alteracion del sitio blanco del antibiético; altera el sitio donde
actua el antibiético gracias a modificaciones en la permeabilidad de la pared y
membrana celular, asi como subunidades ribosomales 50S o 30S, ademas,
pueden inducir la sobreexpresion del sitio blanco para disminuir el efecto. c)
Alteracion de barreras de permeabilidad; a partir de cambios en los receptores
bacterianos especificos para antibioticos o debido a alteraciones estructurales
en la permeabilidad de la membrana celular, ademas de la expresion de bombas
de eflujo las cuales expulsan el antibidtico de la célula y finalmente la creacidn
de biofilm la cual actia como barrera aislando a la bacteria del ambiente
(Calderon et al., 2016; Khan Academy, 2017).

1.9.- Modificacién del antibiético para aumentar su espectro

Se han buscado diferentes maneras para eliminar a las bacterias
resistentes a antibidticos, dando como resultado las siguientes opciones:
modificar las moléculas con actividad antibidtica ya existentes, desarrollar
compuestos que inhiban los mecanismos de resistencia, desarrollo de
compuestos que actuen como adyuvantes, implementar el uso de bacteriéfagos
y descubrimiento de nuevos antibibticos. Esta ultima, es una situacién compleja
ya que es un area poco desarrollada en el mundo y abandonada por la industria
farmacéutica desde hace algunos anos (Cardenas et al., 2018).

1.10.- La resistencia a antibiéticos, un problema de salud publica.

Actualmente, la OMS ha descrito a un grupo de 6 bacterias como aquellas
que es urgente la atencién para el desarrollo de nuevos antibiéticos, debido a la
crisis politica, econdémica y de salud publica. Dicho grupo recibe el nombre de
ESKAPE, cabe mencionar que estos 6 patégenos son resistentes a multiples
farmacos; el acronimo ESKAPE represente a: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp. (Pérez, 2020; Guevara et al.,
2021).



La creacién de un nuevo antibiético de novo implica un gasto econémico
fuerte con un costo aproximado de 2,500 millones de dolares por farmaco, asi
como una gran inversion de tiempo, aproximadamente de 10 a 15 afos (Weber,
2021), su fase de desarrollo consiste en diversas etapas iniciando por el
descubrimiento del farmaco que engloba la seleccion de la diana, la busqueda y
optimizacion de la molécula y la evaluacibn de sus caracteristicas.
Posteriormente se hace el desarrollo preclinico en el cual se determina la
farmacocinética, analisis de toxicidad y formulaciéon en seres no humanos. Una
vez realizado lo anterior se empieza el desarrollo clinico que posee pruebas en
humanos para conocer la tolerabilidad del antibidtico, los efectos secundarios,
su eficacia y dosis observando los efectos a largo plazo y su efecto en una
poblacion. Al final si se pasan todos los estandares se aprueba su produccion y
su posicionamiento en el comercio (Ritter et al., 2020).

Debido a que el tiempo de desarrollo y prueba es muy largo, se opta por
la modificacién estructural de antibiéticos ya existentes en el mercado,
denominandoles como “generaciones”. Sin embargo, la reserva de antibioticos
no es suficiente pues la resistencia a estas se lleva a cabo con una rapidez de

tan solo 11 dias aproximadamente por parte de las bacterias (Srakocic, 2022).

La creciente tasa de resistencia bacteriana ha impactado mundialmente
causando millones de muertes como se refleja en diversos estudios que a pesar
de diferir en las cifras, han generado preocupacién por la gran cantidad de
muertes que presentan (Figura 3). Conforme el Diario Oficial de la Federacién
(DOF, 2022), en la estrategia nacional de accion contra la resistencia a los
antimicrobianos se analizé que en el proyecto GRAM (Global Research on
Antimicrobial Resistance) del 2019 en 204 paises las muertes asociadas a
infecciones bacterianas resistentes a antimicrobianos son 4.95 millones de las
cuales 1.27 fueron relacionadas directamente con la RAM: 100,000 por S. aureus
y 50,000 a E. coli, A. baumannii y K. pneumoniae cada uno (DOF, 2022).
Mientras que en el estudio realizado por “GBD Antimicrobial Resistance
Collaborators” en el mismo afno, se cuantificé que de 13.7 millones de muertes
relacionadas a infecciones bacterianas, 7.7 millones estuvieron asociadas a

bacterias resistentes a antibidticos, lo cual ejemplifica la magnitud de este



problema de salud publica (GBD 2019 Antimicrobial Resistance Collaborators,
2022).
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120,000
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Figura 3. Proyeccion de cantidad de muertes atribuidas a RAM en el mundo. O’Neil,
2016.

1.11.- Iniciativas actuales para combatir la resistencia a antibiéticos
Debido a la problematica actual la Organizacion Mundial de la Salud ha
liderado varias iniciativas a nivel mundial, entre ellas se destacan la “Semana
Mundial de Concienciacion sobre el Uso de los Antibioticos”, el “Sistema Mundial
de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos”, la “Alianza Mundial para
la Investigacion y el Desarrollo de Antibiéticos” y el “Grupo de coordinacion

interinstitucional sobre la resistencia a los antimicrobianos” (OMS, 2023).

1.12.- Importancia de la busqueda de nuevos antibiéticos.

A nivel mundial se han implementado iniciativas para encontrar nuevos
antibioticos. En el caso del gobierno de USA, se planted la iniciativa “Tiny Earth”
creada en la Universidad de Wisconsin por la Dra. Jo Handelsman, ésta
promueve la investigacion colectiva de jovenes e instituciones a nivel mundial
sobre la diversidad de bacterias en suelo (dénde la presencia de bacterias con
capacidad de producir metabolitos secundarios con efectos antimicrobianos es
abundante). La informacidn obtenida se colecta y organiza en una base de datos
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Unica de la misma organizacion para obtener informacién de manera global que
pueden utilizarse para estos fines. De esta manera se busca contribuir a mitigar
la problematica de la resistencia a antibioticos, cuyo combate por la industria
farmacéutica ha ido en declive (Hernandez, 2018).

Por otro lado, en México se han disefiado y propuesto diferentes planes
de trabajo. En el caso de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM)
desarrollé el Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana
(PUCRA) el cual es una organizacion que recopila informacién de instituciones
de salud, la analiza con ayuda de profesionistas y divulga los datos obtenidos
referentes a los casos de resistencia antimicrobiana en México. Mientras que el
gobierno mexicano publicé la Estrategia Nacional de Accién Contra la
Resistencia a los Antimicrobianos la cual tiene en sus objetivos mejorar la
concientizacion y comprension de la problemética, reforzar los conocimientos de
la misma, reducir la incidencia de las infecciones con medidas preventivas,
utilizar de forma o6ptima los agentes antimicrobianos asi como el desarrollo de

nuevos medicamentos y su inversién sostenible (DOF, 2022; UNAM, 2019).

1.13.- Microorganismos, biofabricas productoras de antibioticos

Como anteriormente se menciond, la busqueda de nuevos antibibticos ha
tenido una mayor relevancia partiendo de bacterias principalmente aisladas en
suelo. En el caso del suelo asociado a plantas, encontramos la zona de la
rizosfera. En esta regidbn se han reportado la presencia de organismos que
secretan antibiéticos de manera natural como método de defensa contra otros
microorganismos; ya sea por competencia de espacio, nutrientes, por ejemplo:
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Pantoea agglomerans y el género
Streptomyces. Este Ultimo es conocido por ser organismos ampliamente
distribuidos en el suelo y originan més del 70 % de los antibiéticos conocidos
(Carrillo, 2013; Parada, 2017).



2.- Hipotesis

Las caracteristicas intrinsecas del suelo y su entorno impactan en la diversidad
bacteriana. Algunas de las bacterias alli presentes producen antibiéticos que
inhiben el crecimiento de bacterias ESKAPE parientes seguros.

- Objetivo general
- Aislar, identificar y conservar morfotipos bacterianos provenientes de
muestras de suelo para analizar su capacidad de producir metabolitos

secundarios con capacidad antimicrobiana.

- Objetivos especificos

- Establecer un cepario a partir de bacterias aisladas de muestras de suelo
con caracteristicas contrastantes.

- Seleccionar e identificar bacterias capaces de producir antimicrobianos
que antagonicen bacterias ESKAPE parientes seguros.

- Preparar extractos crudos de metabolitos secundarios de las bacterias de
interés para probarlos contra los parientes seguros.

- Caracterizar e identificar a nivel bioquimico las bacterias seleccionadas.

- Realizar la identificacion molecular de las bacterias que presentaron

mayor capacidad para inhibir las bacterias ESKAPE parientes seguros.
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3.- Materiales y métodos

3.1.- Muestreo

Durante la estacién de verano 2022 en los Estados de Guanajuato,
Michoacan y Querétaro se delimitaron dos puntos de muestreo predominantes
en vegetacion del tipo “selva baja caducifolia” y “matorral templado”; para la
obtencidn de suelo en una zona preservada y otra perturbada (en ambos casos
se realizé un reporte de la ubicacién en coordenadas y condicion del terreno: tipo
de vegetacion, tipo - textura de suelo y valor de pH). Asi mismo se obtuvo

material de tierras de cultivos conocidas por su manejo organico.

Partiendo de un disefio de muestreo cuadriculado (con limite externo de
5 m x 5 m en el area de trabajo) se llevd a cabo la extraccién del suelo con
“muestreo compuesto” al azar para cada sitio de investigacion (lo cual resulté en
dos muestras de andlisis); a partir de 15 submuestras obtenidas por parcela,
donde cada una tuvo el peso de 200 gramos y se extrajo a 10 cm de profundidad
con un muestreador cilindrico. Finalizada la toma se homogeneizaron las
submuestras en una sola bolsa plastica rotulada y fue resguardada dentro de
una hielera (para prevenir el cambio abrupto en las condiciones de humedad y
temperatura de la muestra) (Facultad de Ciencias Agropecuarias, 2015). Las
muestras que no se utilizaron inmediatamente se almacenaron en refrigeracion

a condiciones de 5 — 10 °C por no mas de 24 horas (Vargas, 2015).

3.2.- Procesamiento y siembra de muestras

Se secaron ambas muestras de analisis (formando una capa fina) de
manera independiente sobre una superficie estéril de papel y/o plastico a
humedad y temperatura ambiente por minimo 24 horas para minimizar la
actividad biologica. Posteriormente se tamiz6 el suelo en malla de 2 mm vy el
almacenamiento de éste se resguardd en recipientes de plastico con su
respectiva identificacién: nimero de muestra, fecha y tamano del tamizaje
(Facultad de Ciencias Agropecuarias, 2015).

Para el procesamiento de muestras se realizaron diluciones seriadas
decimales con agua destilada estéril, de las cuales se sembraron 100 pl de cada
dilucién (el uso de éstas varié conforme la carga bacteriana presente en cada
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suelo, empleando desde la dilucion 1:100 hasta 1:10,000) en tres agares
distintos: nutritivo (AN), infusién cerebro corazén (BHI) y actinomicetos, las
placas se incubaron a 28 °C por 24 a 48 horas. Posteriormente, aquellas placas
que presentaron crecimiento bacteriano fueron marcadas y seleccionadas para
aislar colonias cuya morfologia no se repita en la misma caja, de manera que
obtuvimos cultivos puros de los que se realizo la respectiva descripcion de
morfologia colonial, éstas fueron clasificadas en cddigo con el cual se cred la
base de datos para la siguiente fase experimental Tabla 1 (Mau et al., 2011).

- Tabla 1. desgloce del significado en la nomenclatura del cepario.
Cada columna hace alusién a una letra/simbologfa que mantiene cada
cepa bacteriana almacenada en el laboratorio de microbioclogfa molecular.

Muestra Origen Medio de cultivo = Cifra
A(Aeropuerto)
F(Frijol) N (Agar nutritivo)
R(Raiz de maiz)
M WiMaiz) B (Agar BHI) # Numero de morfotipo

1(R.P.;mix mancha oscura y anaranjada)
2(R.P.;agua y sedimento)

3(R.P.;estromatolito, planta y zona semi-seca) | A (Actinomicetos)

4(R.P.;zona seca, profundidad 30 cm)

Ejemplo: Muestra + Origen + Medio + # + Numero.

El mismo proceso fue repetido con todas las muestras y se cuantificé en ambos
casos la cantidad de morfotipos bacterianos para cada tipo de suelo.

3.3.- Formacion del cepario; crioconservacion

Las colonias de interés se recuperaron en el medio correspondiente al
cual crecieron. Posteriormente se prepard un cultivo liquido utilizando 5 ml de
caldo nutritivo (CN) en un tubo coénico de 50 ml. Las colonias de interés se
inocularon de manera independiente y se incubaron a 28 °C por 24 horas a 150
rpom. Posteriormente, en campana de flujo laminar, en tubos de plastico estériles
con capacidad 1.5 ml previamente rotulados con su respectivo codigo; se
vertieron 400 pl de glicerol estéril a cada tubo y se agregaron 900 pl del cultivo
homogeneizado en vortex por 1 minuto y cada tubo se guardé en orden sucesivo
en un compartimento de una caja de carton para crioconservacion (se repitio el
proceso para cada morfotipo) (Gutiérrez et al., 2015; Piazza, s. f.). Finalmente se

almacenaron en el ultracongelador a -75 °C.
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3.4.- Prueba de inhibicion de crecimiento de bacterias ESKAPE parientes
seguros

a) Estriado cruzado

Para seleccionar las bacterias del cepario con potencial inhibitorio contra las
bacterias ESKAPE parientes seguros (EPS) se usé la técnica de inhibicién por
estriado cruzado, que consiste en sembrar las EPS en estriado primario (para
ello se tomé la bacteria EPS ajustada a DO de 1.0 esparciendo con ayuda de un
hisopo estéril al centro de la caja usando los medios AN y BHI, mientras que
perpendicularmente se realizan pequenas estrias (con una distancia entre estas
de aproximadamente 5 a 6 mm) a la cual corresponde cada bacteria que
conforma el cepario, (Figura 4). La placa se incub6 por un lapso de 24 horas a
28 °C, esto con el objetivo de observar la capacidad de la bacteria para inhibir el
crecimiento de la bacteria EPS.

Una vez que se determiné cudles bacterias del cepario son capaces de inhibir
en mayor medida a las bacterias EPS y a mayor nimero de éstas, se
seleccionaron para su posterior identificacién bioquimica y molecular (Egas-
Rosero, 2016).

Bacteria
""" ESKAPE

Bacteria del
cepario

Figura 4. Esquematizacion del estriado cruzado

b) Prueba Patch - Patch
Para confirmar la actividad inhibitoria por parte de las bacterias del cepario
creado se uso la prueba Patch — Patch, en la que se hizo lo siguiente: se
inocularon en CN las EPS y bacterias con resultados positivos de inhibicién, se

incubaron por 24 horas a 28 °C con 150 rpm. Pasado el tiempo de incubacién se
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ajustd la densidad optica a 0.2 (DOeoo) para las EPS y 1 para las bacterias

productoras de antimicrobianos para ello se utilizo la siguiente formula:

(cantidad en pl deseada * densidad optica deseada ) B

valor de la cepa

cantidad de cepa a anadir + completar con medio liquido

Para las EPS se distribuyeron 200 ul a manera de tapete con ayuda de un
hisopo estéril previamente humedecido por 5 segundos con agua destilada
estéril. Posteriormente, se inocularon gotas de 10 ul de las bacterias productoras
de antimicrobianos en disposicidn circular en direccidén de las manecillas del reloj
(maximo 10 por caja) (Figura 5). Una vez secas, las placas se incubaron a 28
°C por 24 horas. La presencia de un halo de inhibicion alrededor de la bacteria
probada, indica un resultado positivo.

Tapete
ESKAPE

Gota bacteria
del cepario

Figura 5. Esquematizacion de la prueba Patch - Patch

3.5.- Cepas sobresalientes en la inhibicion de ESKAPE
Todos los resultados se recopilaron usando el programa Excel para crear
un resumen de las bacterias sobresalientes del cepario, asi como el efecto

inhibitorio observado en cada una de las EPS.
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3.6.- Tincion de Gram

Las bacterias seleccionadas en el apartado anterior se identificaron como
Gram + o — utilizando la tincién de Gram con el siguiente proceso: tomar una
muestra de la colonia y realizamos un frotis sobre un portaobjetos con una gota
de agua destilada y fijar la muestra al calor, cuando ésta esté seca iniciar el tren
de tincion. Utilizar cristal violeta por 60 segundos, seguir con lugol por 60
segundos, después enjuagar con alcohol al 70 % en un lapso de 10 a 15
segundos, por ultimo, verter safranina por 60 segundos (enjuagar con agua
destilada entre cada colorante). Observar al microscopio e identificar la

morfologia celular (Gonzalez, et al., 2015)

3.7.- Identificacion de las bacterias por pruebas bioquimicas

a) Prueba api® 20 E™
Se siguié la metodologia indicada en el manual de la prueba comercial api®
20 E™ y se us6 su software para obtener los porcentajes de similitud con los
géneros arrojados del resultado visto en las tiras reactivas.

b) Prueba de movilidad y gelatinasa

Se prepararon tubos de ensayo de vidrio con medio SIM para movilidad (por
cada 1000 ml, 3.5 g agar, 20 g peptona de caseina, 6.1 g peptona de carne, 0.2
g sulfato de hierro y amonio, 0.2 g tiosulfato de sodio. pH final 7.3 £ 0.2) y gelatina
bacteriolégica (gelatinasa) aproximadamente 5 ml en cada uno. Para la prueba
gelatinasa (BDBioxon®); por cada 1000 ml, 5 g peptona de gelatina, 3 g extracto
de carne, 120 g gelatina. pH final 6.8 + 0.2). Posteriormente se inocularon con
ayuda de un asa bacteriologica por puncién en ambos casos. Se incubaron a 28
°C por 72 a 96 horas. Pasado este lapso los tubos en la prueba de gelatinasa se
refrigeraron por 24 horas y se observé la licuefaccién del medio en una prueba
positiva y en el caso de la negativa, presenta consistencia sélida, se incluy6
como control un tubo de medio fresco sin inocular. Para la prueba de movilidad
se analizd que el crecimiento de la bacteria se presente fuera de la puncién en
la que se realiz6 la inoculacion (Fernandez, 2010).
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c) Prueba de lipasa
Se inocularon las bacterias seleccionadas en una cuadricula en una caja de
medio produccion de lipasas (peptona 10 g/L, agar 20 g/L, NaCl 5 g/L,
CaCl2-2H20 0.1 g/L y Tween 80 10 ml/L) por estria simple, se incubaron a
temperatura ambiente por una semana, cuando la prueba de lipasa es positiva,
se forma un halo blanco alrededor de la colonia debido a la capacidad de
degradar lipidos (Fernandez, 2010).

3.8.- Prueba de compatibilidad

Se seleccionaron aquellas bacterias capaces de inhibir el crecimiento del
mayor numero de EPS. Cada una de ellas se sembraron 200 pl a manera de
tapete en cajas de agar Miller Hinton a partir de un cultivo liquido (DOsoo 0.2,
1x107 UFC/mL). Una vez seco el tapete, se dispens6 una gota de 15 pl (DOsoo
1) por cada bacteria a probar a manera circular. Las placas se incubaron a 28 °C
por 24 horas. Posteriormente se determind el crecimiento de cada una de las
bacterias sobre el tapete, o bien la presencia de un halo de inhibicién. Las
bacterias que presentaron compatibilidad se usaron para formar consorcios
(Batra et al., 2020).

3.9.- Extraccion en crudo de metabolitos secundarios bacterianos (MS)

Se seleccionaron aquellas bacterias de interés, a partir de una colonia con
crecimiento de 24 horas en AN, se tom6 una muestra con palillo de madera estéril
y se inoculdé en 5 ml de CN en un tubo estéril tipo Falcon de 50 ml y se incubé a
28 °C por 24 horas a 150 rpm. Posteriormente se vertié un volumen de 200 pl de
indculo a forma de tapete en una caja de agar BHI y se repitié el proceso hasta
tener 8 cajas, se incubaron a 28 °C por 72 horas. Una vez pasado el tiempo se
recortd el agar en cuadrados de aproximadamente 5 mm y se deposité en un
frasco Schott de 500 ml con tapa con el contenido de 4 cajas cada uno (2 frascos
en total por cada cepa), los frascos se cubrieron con papel aluminio. Se
congelaron las muestras a -75 °C por 48 horas. Después se atemperd y se
agreg6 un volumen 120 ml de solvente (acetato de etilo para un frasco y hexano
para otro) mas 60 ml de agua destilada estéril en cada frasco, se agité por 24

horas a 100 rpm.
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Al finalizar el tiempo de agitacion se filtrd el contenido en un embudo con
magitel para recuperar la parte liquida. Con un embudo de separacion se
recupero la fase organica (aprox. 110 ml) en un matraz Erlenmeyer (en la que se
encuentran los metabolitos extraidos por el solvente), dependiendo de la
densidad del solvente ubicamos en qué zona esta situada la fase organica. Se

resguardo a -20 °C envuelto en aluminio hasta su uso.

Con ayuda de un rotaevaporador se eliminé el solvente excedente hasta
tener aproximadamente 3 ml del concentrado, éste se recuper6 a un matraz de
25 ml previamente pesado con su respectivo etiquetado y torunda para conocer
el contenido total en mg de metabolitos recuperados, para ello se colocaron los
matraces a bafio maria para evaporar todo el solvente y se pesé, el proceso se
repitié para cada frasco. Con la siguiente férmula se determiné la cantidad de
MS obtenida, preparandola a una concentracion 5,000 pg/pl, usando como

solvente metanol 70 %:

peso en seco en ug
50 pl

= cantidad de solvente a aiadir en pl

Los MS obtenidos se conservaron a -20 °C para realizar los antibiogramas.

a) Antibiogramas

Se realizaron pruebas de inhibicion de crecimiento (efecto antimicrobiano)
para determinar la efectividad de los MS obtenidos. Para ello se sembraron las
bacterias EPS en medio liquido (CN) a 28 °C por 24 horas a 150 rpm.
Posteriormente se inocularon cajas de agar Muller Hinton (medio disefiado para
observar sensibilidad frente antimicrobianos debido a que no contiene sustancias
inhibitorias como 1o es el acido p-amino benzoico conocido por anular la
reproductibilidad bacteriana) con 200 ul de la bacteria EPS (una por caja), el
cultivo se ajusté a una densidad Optica de 0.2 a 600 nm, éste volumen se
distribuy6 a manera de obtener un tapete bacteriano con ayuda de un hisopo
estéril previamente sumergido en agua destilada estéril y se dej6 secar en la
campana de flujo laminar. Una vez seco se colocaron 5 discos de papel filtro
estéril de 6 mm de didmetro en los que se colocaron los respectivos MS en
diferentes cantidades, como control se incluyé metanol al 70 %. Las placas se
incubaron a 28 °C por 24 horas, se observo la presencia de halos de inhibicion
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formados alrededor de los discos, éste se midié con ayuda de un Vernier
(Ramirez, 2016; Caycedo, 2021).

3.10.- Identificacion molecular

a) Extraccion de DNA en bacterias

A partir del cultivo puro de cada una de las bacterias de interés en 50 mi
de CN obtenido de un dia anterior (incubado con 150 rpm de agitacién a 28 °C
por 24 horas), se centrifug6 la muestra a 6,500 rpm a 23 °C por 6 minutos para
obtener la pastilla al fondo del tubo coénico (se descarto la fase liquida). La
muestra se resguardo en ultracongelador a -75 °C.

Se retir6 el material del ultracongelador al igual que la muestra. Se
congeld el mortero y pistilo con suficiente nitrégeno liquido. Se colocé la pastilla
de células en el mortero, se tritur6 hasta crear un polvo fino y uniforme agregando
tanto nitrogeno liquido como fuese necesario. Posteriormente se traspasé el
material molido a un tubo de 1.5 ml (previamente congelado con nitrégeno

liquido).

A cada muestra se agregaron 200 pl de TSNTE (Tritén x-100 2 %, SDS 1
%, NaCl 100mM, Tris pH=8 10 mM, EDTA 1mM) al igual que perlas de vidrio (45
uM), asi como 300 pl de fenol-cloroformo, se llevé a vortex por 3 a 4 minutos
pasado este tiempo se anadieron 200 pl de TE (Tris pH=8 10 mM, EDTA 1mM).
Se centrifugd a 13 krpm por 8 minutos, se recuperé la fase acuosa en un tubo
nuevo, esta fase se enjuag6 con 500 pl de cloroformo y se centrifugé a 13 krpm
por pulsos, al terminar se tomo el sobrenadante. A esta fase se le agreg6 1 ml
de etanol al 100 % frio, se mezclé invirtiendo el tubo. Se incub6 por una hora a -
20 °C, al finalizar se centrifugé a 13 krpm por 8 minutos, se descartd el
sobrenadante y se re-suspendié la pastilla en 400 pl de TE con 30 ul RNAsa (2
mg/ml) y se incubd a 37 °C por 20 minutos. Después se anadieron 10 pl de
acetato de sodio 4M y 1 ml de etanol al 100% frio, se mezcld e incub6 una vez
mas a -20 °C por 5 minutos, posteriormente se centrifugd a 12 krpm por 8
minutos. Se descart6 el sobrenadante, luego se afnadieron 400 ul de etanol al
70% para desprender la pastilla y se centrifugé a 13 krpm por 5 minutos, se

descart6 el sobrenadante. Se colocé el tubo boca abajo sobre una sanita para
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secar el DNA, para su disolucién se agregd agua grado biologia molecular entre
50-100 pl, 30 segundos a vortex, y se incubd a 70 °C por 5 minutos. Una vez
disuelto el DNA se cuantific6 en Nanodrop (utilizando 2 pl) y se realizé una
muestra de 5 ul en gel de agarosa. La electroforesis se corrié a 100 voltios por
40 minutos y se observé en un fotodocumentador. Finalmente se prepararon 100
ul de solucion de DNA a 25 ng/ul (Hoffman & Winston, 1987; Universidad de
Puerto Rico, 2013).

b) Reaccién en cadena de la polimerasa “PCR”

Se mezcld 7.5 pl de mix de reaccion con 5 pl de solucién DNA (25 ng/ul)
en tubos para PCR para tener un volumen final de 12.5 ml. El contenido del mix
es: 4.925 ul de H20, 1.25 pl de buffer, 0.375 de MgClz, 0.30 pl de dNTPs, 0.15
ul de Taqg DNA polimerasa recombinante y 0.5 pl (100 ng/ul) de oligonucleétidos
para el fragmento del gen ribosomal 16S: 27F. AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AGy 1492 RTAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T.

Se centrifugd y se coloc6 en el termociclador bajo las siguientes
condiciones de amplificacion: 94 °C - 3 minutos, 94 °C - 30 segundos, 62 °C - 30
segundos, 72 °C - 1:50 minutos (35 x), 72 °C - 5 minutos. Posteriormente se
corrid en electroforesis (5 pl de producto de PCR), una vez observada la banda
del tamano esperado, se prepar6 la muestra para secuenciacién (Hernandez,
2018). Los productos de PCR amplificados se limpiaron con el Kit “ZymocleanTM

Gel DNA Recovery Kit” segun lo indicado por la casa comercial.

c) Analisis filogenético
Las secuencias obtenidas del LANGEBIO, se analizaron usando el programa

BLAST (https:/blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi), posteriormente se alinearon las

secuencias a probar usando el programa MUSCLE, las secuencias se depuraron
usando los programas Mesquite 3.81 y MEGA 11.0.13 al finalizar se hizo el
analisis heuristico, Bootstrap/Jackknife y Neighbor-Joining test usando los
programas Mr. Bayes y MEGA 11.0.13.

19


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

4.- Resultados

4.1.- Toma de muestra

Las muestras se colectaron en cuatro puntos de interés, correspondientes a:

- Ejido Bolanos, Santiago de Querétaro, Qro. - Campus Aeropuerto
(Universidad Auténoma de Querétaro): tierra conservada. Coordenadas:
20°37°25.5” N 100°21°58.2” O, tipo de suelo: arcilloso, pH: 6, tipo de vegetacion:
selva baja caducifolia, altitud: 1977 msnm y caracteristicas: muestra por debajo
de un mezquite, sin cuerpos de agua cercanos (recolectado en junio de 2022).

La Calera, lrapuato, Gto.: tierra conservada. Coordenadas: 20°25'45.1” N
101°14°’53.4” O, tipo de suelo: arcilloso, pH: 9, tipo de vegetacién: selva baja
caducifolia, altitud: 1680 msnm y caracteristicas: cuerpo de agua presente (por
temporada) y cercania a plantas haléfilas (recolectado en julio de 2022).

Panindicuaro, Michoacan: tierra perturbada por cultivo. Coordenadas: tipo de
suelo: franco arcilloso, pH: 4, tipo de vegetacion: matorral templado, altitud: 1800
msnm y caracteristicas: obtenido de una zona de cultivo, aun con restos de
vegetacion correspondiente a maiz y frijol (muestras diferentes entre si)

(recolectado en julio de 2022).

Rancho el Naranjo, Concé, Qro.: tierra perturbada por cultivo. Coordenadas:
21°26'57.3” N 99°38'00.6” O, tipo de suelo: franco, pH: 6, tipo de vegetacion:
selva baja caducifolia, altitud: 564 msnm y caracteristicas: obtenido de una zona
de cultivo en rotacién (tierra en reposo) (recolectado en agosto de 2022) (Figura
6).

20



Figura 6. Muestras de suelo y tipo al que corresponden; a) Campus Aeropuerto
(arcilloso), b) La Calera (arcilloso), c) Panindicuaro (franco arcilloso) y d) Los Naranjos
(franco).

4.2.- Procesamiento y siembra de muestras

Se prepararon diluciones decimales hasta 1:10,0000 partiendo de 1 g de suelo
diluyendo con agua destilada estéril. Para la siembra, se utilizé6 agar nutritivo
(AN), actinomicetos y BHI (Brain Heart Infusion), las placas se incubaron a 28 °C
por 24 h. Se seleccion6d aquella dilucién que contuviera aproximadamente 30 a
300 unidades formadoras de colonia (UFC). La mejor distribucién de las UFC se

obtuvo en la dilucion de 1:10,000 en la mayoria de los casos. Sin embargo, para
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las muestras de “La Calera” fue necesario usar la dilucién 1:100 debido a la baja

cantidad de UFC obtenidas en muestras mas diluciones.

4.3.- Formacion del cepario; crioconservacion

Una vez que se obtuvo el crecimiento de las diferentes muestras y en los
diferentes medios de cultivo, se obtuvo un total de 148 morfotipos bacterianos

en los tres medios utilizados.

Para su almacenamiento y organizacion, se creoé el siguiente cédigo (Tabla 2):

Tabla 2. Codigo de clasificacion para el cepario.

Muestra + lugar de muestreo + medio de cultivo + # + nimero de celda de crecimiento

(A) Campus aeropuerto

(F) Muestra de cultivo de frijol

(N) Agar nutritivo
(M) Muestra de cultivo de maiz

(R) Muestra de raiz de maiz

(1) Muestra 1
M # 1-25
(2) Muestra 2 (B) Agar BHI

(3) Muestra 3

(4) Muestra 4

(A) Agar

(N) Muestra de cultivo de naranjal \ ;
actinomicetos

(P) Muestra de cultivo en pausa

De los morfotipos encontrados, se seleccionaron aquellos que presentaron una
diferencia morfolégica marcada entre cada colonia y se criopreservaron. Para
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ello se utilizaron los criterios de seleccion: forma, borde, tamano, pigmentacién,

transparencia, brillo, textura, elevacién y consistencia. (Figura 7, Tabla 3).

Figura 7. Ejemplos de morfologias obtenidas en distintos medios. a) Agar nutritivo b) Agar

cerebro corazon c¢) Agar actinomicetos

Tabla 3. Base de datos del cepario.

Grupo Medio Muestra |Colonia Descripcion de colonia
3 Circular, borde entero, opaca, brillante,
lechoso, liso, convexo, suave
Primeras BH| Maiz 9 Circular, borde entero, opaca, brillante,
muestras lechoso/grisaceo, liso, convexo, suave
10 Mediana, circular, borde entero, opaca,

brillante, lechoso, liso, elevada, suave
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Raiz de
maiz

Pequenfia, circular, entero, opaca,
brillante, lechosa/grisacea, lisa,
convexa, suave

Circular, entero, opaca, brillante,
lechosa, lisa, elevada, suave

11

Grande, irregular, ondulado,
transparente, no pigmentada
(ligeramente lechoso), lisa, elevada,
suave

22

Circular, entero, opaca, brillante,
lechoso/grisaceo, lisa, convexa, suave

Frijol

Pequenfia, circular, entero, opaca,
brillante, cafesosa, lisa, elevada, suave

Circular, entero, opaca, brillante,
cafesosa/lechosa, lisa, convexa, suave

Circular, entera, opaca, brillante,
blanca, lisa, convexa, suave

14

Circular, entera, opaca, brillante,
cafesosa, lisa, elevada, suave

18

Circular, entera, opaca, brillante,
blanca con bordes cafés, lisa, convexa,
suave

Aeropuerto

Forma irregular, borde ondulado,
brillante, medio lechosa transparente,
lisa, convexa, mucoide

Forma irregular, borde rizado, sin brillo,
color blanquecino, textura rugosa,
elevada, dura

Forma circular, borde entero, brillante,
color cafesoso, textura lisa, convexa,
mucoide

Forma irregular, borde rizado, brillante,
color cafesoso, textura lisa, convexa,
mucoide

25

Forma irregular, borde ondulado,
brillante, blanquecino, liso, convexa,
suave

Agar Nutritivo

Maiz

Irregular, borde rizado, opaca,
ligeramente brillante, lechoso, rugosa,
elevada, dura
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Irregular, borde rizado, transparente,
brillante, amarillo/naranjosa, rugosa,
plana, dura

Circular, borde entero, opaca, sin brillo,
lechoso, rugosa, elevada, dura

Circular, borde entero, opaca, brilloso,
lechoso, lisa, elevada, suave

Irregular, borde ondulado,
transparente, brillante, lechosa, rugosa,
elevada, dura

12

Circular, borde entero, transparente,
brillante, no pigmentada, lisa, convexa,
mucoide

16

Circular, entera, opaca, sin brillo,
lechosa/grisacea, rugosa, elevada,
dura

Raiz de
maiz

Irregular, rizado, transparente, no
pigmentada, rugosa, plana, suave

Circular, entero, transparente, brillosa,
no pigmentada, lisa, elevada, suave

Irregular, rizado, transparente, no
pigmentada, rugosa, elevada, suave

Circular, entero, transparente, brillosa,
ligeramente lechosa, lisa, elevada,
suave

Irregular, rizado, opaca, brillante,
anaranjada, lisa, elevada, suave

Circular, entero, transparente, brillante,
ligeramente lechosa, lisa, elevada,
suave

Irregular, rizada, transparente, brillante,
amarilla, rugosa, elevada, dura

13

Circular, entero, transparente, brillante,
lechosa, lisa, elevada, suave

16

Irregular, rizada, opaca, sin brillo,
ligeramente lechosa, rugosa, convexa,
suave

18

Irregular, rizada, opaca, brillante,
lechosa, lisa, convexa, suave

24

Circular, entero, opaca,
lechoso/grisaceo, rugosa, convexa,

suave
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25

Irregular, ondulado, transparente,
brillante, no pigmentada, rugosa,
elevada, suave

Frijol

Circular, entera, opaca, brillante,
lechosa, lisa, convexa, suave

Circular, entera, opaca, brillante,
lechosa/cafesoso, lisa, convexa, suave

Circular, entera, opaca, brillante,
lechosa/grisaceo, lisa, convexa, suave

Irregular, ondulado, opaca, brillante,
lechosa, lisa, elevada, suave

Irregular, ondulado, opaca, brillante,
lechosa/grisacea, lisa, elevada, suave

12

Irregular, rizado, opaca, brillante,
lechosa/anaranjada, lisa, elevada,
suave

22

Irregular, ondulada, opaca, brillante,
lechosa, rugosa, elevada, suave

Aeropuerto

Forma irregular, borde rizado, opaca,
sin brillo, blanquecino, rugosa, elevada,
dura

Forma circular, borde entero, brillante,
color lechoso, textura lisa, elevada,
mucoide

Forma irregular, borde rizado,
transparente, sin brillo, medio
lechoso/grisaceo, convexa, suave

Forma circular, borde entero,
transparente, brillante, medio
lechoso/grisaceo, elevada, suave

Forma irregular, borde rizado,
transparente, sin brillo, medio
lechoso/grisaceo, plana, dura

Forma irregular, borde rizado,
transparente, medio opaco, medio
lechoso/grisaceo, convexa, suave

10

Forma circular, borde entero, opaca,
brillante, lechosa, convexa, suave

11

Forma irregular, borde ondulado,
opaca, brillosa, lechoso/grisaceo,
rugosa, elevada, dura
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14

Grande, forma circular, borde entero,
opaco, sin brillo, blanquecino/grisaceo,
convexa, dura

20

Forma irregular, borde rizado,
transparente, sin brillo,
lechosa/grisacea, rugosa, convexa,
dura

21

Forma circular, borde entero, opaca,
sin brillo, lechosa/grisacea, lisa,
convexa, suave

23

Forma circular, borde entero, opaca,
brillante, lechosa, convexa, mucoide

25

Forma irregular, borde ondulado,
opaca, brillante, blanca, lisa, convexa,
suave

Agar
Actinomicetos

Maiz

Circular, entera, opaca, brillosa,
lechosa, lisa, elevada, suave

Grande, forma irregular, borde
ondulado, opaca, sin brillo,
lechosa/grisacea, lisa, elevada, suave

10

Circular, entera, opaca, brillosa,
lechosa, lisa, convexa, suave

Raiz de
maiz

Irregular, rizado, opaca, brillante,
lechosa, lisa, elevada, suave

Irregular, ondulado, transparente,
brillante, no pigmentada, lisa, convexa,
suave

Irregular, ondulado, opaco, brillante,
lechosa, lisa, convexa, suave

Circular, entera, transparente, brillante,
amarilla, rugosa, elevada, suave

Frijol

Circular, entero, opaca, brillante,
lechoso, lisa, convexa, suave

Puntiforme, circular, entero,
transparente, brillante, no pigmentada,
lisa, plana, suave

Circular, entera, opaca, brillante,
lechosa/anaranjada, lisa, elevada,
suave

14

Circular, entera, opaca, brillante,
lechosa/grisacea, lisa, convexa, suave
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Forma irregular, borde ondulado,
opaca. Brillante, amarilla, lisa, elevada,
suave

Forma irregular, borde rizado, opaca,

2 brillante, blanca, rugosa, convexa,
suave
3 Circular, borde entero, opaca, brillante,
amarilla, lisa, convexa, suave
4 Circular, borde entero, opaca, sin brillo,
blanco, polvoso, elevada, dura
5 Circular, borde entero, opaca, sin brillo,
lechoso/grisaceo, lisa, elevada, suave
Aeropuerto 5 Circular, entero, opaca, brillante,
lechosa/grisacea, lisa, convexa, suave
Irregular, borde rizado, opaca, brillante,
9 color lechoso/amarillento, lisa,
convexa, suave
14 Circular, borde entero, opaca, brillante,
lechosa/grisacea, lisa, convexa, suave
17 Circular, borde entero, transparente,
brillante, amarilla, lisa, elevada, suave
18 Circular, borde entero, opaca, brillante,
amarilla, lisa, convexa, suave
19 Circular, borde entero, opaca, brillante,
lechosa, lisa, convexa, suave
Irregular, rizada, opaca, brillante,
2 anaranjada/rojiza, rugosa, convexa,
suave
- Circular, entera, opaca, brillante,
Agar Nutritivo | Aeropuerto . P .
6 lechosa/amarillenta, lisa, elevada,
suave
Ronda 2 : ,
12 Circular, entera, opaca, brillante,
lechosa/cafesosa, lisa, elevada, suave
Maiz 1 Irregular, ondulada, opaca, brillante,
Agar lechosa, lisa, elevada, suave
Actinomicetos Eritol 3 Circular, entera, opaca, brillante,
) lechosa, lisa, plana, suave
Muestra 1 - -
La Calera BHI Clrcular, entero, transpargnte, brillante,
Muestra 2 2 ligeramente cafesoso, lisa, elevada,

suave
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Irregular, ondulado, transparente, no
pigmentada, lisa, plana, suave

Circular, entera, opaca, brillante,
amarilla, lisa, elevada, suave

Circular, entera, transparente, brillante,
ligeramente lechosa, lisa, elevada,
suave

Irregular, lobulado, transparente, no
pigmentada, lisa, plana, suave

Irregular, ondulada, opaca, sin brillo,
lechosa, lisa, crateniforme, suave

Muestra 3

Muestra 4

Grande, irregular, ondulado, opaco,
brillante, lechoso, liso, elevado, suave

Mediana, circular, entero, opaco,
brillante, lechoso, liso, convexo, suave

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso/cafesoso, liso, convexo, suave

Grande, irregular, ondulado, opaco,
brillante, lechoso/cafesoso, liso,
convexo, suave

Agar Nutritivo

Muestra 1

Grande, irregular, ondulado,
transparente, no pigmentado, rugosa,
plana, dura

Irregular, ondulado, transparente, no
pigmentado, rugosa, plana, dura

Muestra 2

Muestra 3

Pequefio, circular, entero,
transparente, brillante, no pigmentado,
liso, convexo, suave

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso, liso, convexo, suave

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso/grisaceo, liso, convexo, suave

Muestra 4

Circular, entero, opaco, brillante,
anaranjado/lechoso, liso, convexo,
suave

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso, liso, convexo, suave
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Puntiforme, Circular, entero,
transparente, brillante, no pigmentada,
lisa, plana, suave

Irregular, ondulado, opaca, brillante,
lechoso, elevada, suave

Agar
Actinomicetos

Muestra 1

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso, liso, plana, suave

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso/grisaceo, liso, convexo, suave

Grande, irregular, ondulado,
transparente, amarillo, rugoso, plana,
suave

Muestra 2

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso, liso, convexo, suave

Irregular, ondulado, opaco, brillante,
naranjoso/rojizo, liso, convexo, suave

Circular, entero, opaco, brillante,
naranjoso/rojizo, liso, convexo, suave

Muestra 3

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso/amarillo, liso, elevado, suave

Circular, entero, opaco, brillante,
amarillo, liso, convexa, suave

Puntiforme, circular, entero, opaco,
brillante, blanco, liso, convexo, suave

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso, liso, elevado, suave

12

Puntiforme, circular, entero, opaco,
brillante, lechoso, liso, convexo, suave

17

Circular, entero, opaco, brillante,
lechoso/amarillo, liso, convexo, suave

Muestra 4

Circular, entera, opaca, brillante,
lechosa, lisa, elevada, suave

Circular, entera, opaca, brillante,
grisacea, lisa, elevada, suave

Irregular, ondulada, opaca, brillante,
amarilla, lisa, convexa, suave

25

Irregular, ondulada, opaca, brillante,
grisacea, lisa, elevada, suave

Conca

Agar Nutritivo

Naranjo

Irregular, rizado, opaca, sin brillo, sin
pigmento, lisa, plana, suave
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Irregular, entera, opaca, sin brillo, sin

2 : )
pigmento, lisa, convexa, suave
3 Circular, entera, opaca, brillante, sin
pigmento, lisa, convexa, mucoide
5 Irregular, rizado, opaca, brillante,
blanca, lisa, convexa, suave
6 Circular, entera, opaca, brillante,
blanca, lisa, convexa, mucoide
8 Irregular, rizado, opaca, brillante,
blanca, lisa, convexa, mucoide
9 Circular, entera, opaca, brillante,
blanca, lisa, convexa, suave
] Circular, rizado, opaca, brillante,
blanca, lisa, convexa, mucoide
5 Circular, entera, opaca, brillante,
blanca, lisa, convexa, mucoide
4 Circular, rizado, opaca, brillante,
blanca, lisa, convexa, suave
Pausado
5 Circular, entera, opaca, sin brillo,
lechosa, lisa, elevada, suave
8 Circular, entera, opaca, sin brillo,
lechosa, lisa, convexa, mucoide
10 Pequena, circular, entera, opaca, sin
brillo, blanca, lisa, plana, suave
Mediana, irregular, ondulada, opaca,
2 sin brillo, blanca, rugosa, convexa,
dura
4 Circular, entera, opaca, sin brillo,
Naranjo blanca, lisa, convexa, mucoide
BHI 8 Circular, entera, opaca, sin brillo,
lechosa, lisa, elevada, suave
9 Circular, entera, opaca, sin brillo,
blanca, lisa, convexa, mucoide
Circular, entera, opaca, sin brillo,
Pausado 2 P

blanca/grisacea, lisa, convexa, suave
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Circular, entera, opaca, sin brillo,
lechosa, lisa, convexa, suave

Circular, entera, opaca, sin brillo,
blanca, lisa, convexa, mucoide

Circular, entera, transparente, sin
brillo, lechosa, lisa, plana, suave

Circular, entera, opaca, sin brillo,
lechosa, convexa, dura

Circular, entera, opaca, brillante,
blanca, lisa, convexa, mucoide

Naranjo 9

Pequena, circular, entera, opaca, sin
brillo, amarilla/naranja, lisa, convexa,
suave

10

Pequena, circular, entera, opaca, sin
brillo, blanca, lisa, convexa, suave

Agar
Actinomicetos 11

Irregular, rizada, opaca, sin brillo, lisa,
lechosa, plana, suave

Irregular, entera, opaca, brillante,
lechosa, lisa, convexa, suave

Irregular, rizado, opaca, brillante,
blanca, rugosa, plana, suave

Pausado

Irregular, rizado, transparente, sin
brillo, no pigmentada, plana, suave

11

Circular, entera, opaca, sin brillo,
blanca, elevada, suave

4.4.- Prueba de inhibicion de crecimiento de bacterias ESKAPE parientes

seguros

a) Estriado cruzado

Para determinar la capacidad de las bacterias que conforman el cepario de inhibir

el crecimiento de los ESKAPE parientes seguros (EPS), procedimos a realizar la
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prueba de estriado cruzado. Con este analisis determinamos que algunas

bacterias son capaces de inhibir a varios EPS, puesto que se observd la

inhibicion del crecimiento de la linea que corresponde a la bacteria EPS, ya que

se alteré el éptimo crecimiento (Figura 8) para conocer mas detalles ver

apéndice 1.

E. aerogenes Agar Nutritivo: inhibicién por
cepa MAB#1 (tercer fila posicion 3).
Incubado a 27 °C

E. aerogenes Agar Nutritivo: inhibicién por
la cepa MRN#25 (segunda fila posicion 4).
Incubado a 27 °C

S. aureus Agar Cerebro Corazén: inhibicién
por la cepa MAA#3 (tercer fila posicion 3).
Incubado a 27 °C

S. aureus Agar nutritivo: inhibicion por la
cepa MPB#2 (primer fila posicién 1),
MPB#3 (primer fila posicion 2), MPB#4
(primer fila posicion 3), MPB#7 (primer fila
posicion 4), MNA#5 (segunda fila posicidén
1), MNA#7 (segunda fila posicién 2),
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MNA#9 (segunda fila posicion 3), MNA#10
(segunda fila posicién 4), MNA#11 (tercer
fila posicion 1), MPA#1 (tercer fila posicion
2), MPA#6 (tercer fila posicion 3), MPA#9
(tercer fila posicion 4), MPA#11 (cuarta fila
posicion 1). Incubado a 27 °C

L. monocytogenes Agar Nutritivo: inhibicion

por la cepa MPB#7 (primer fila posicién 4),

MNA#5 (segunda fila posiciéon 1) y MPA#6
(tercer fila posicion 3). Incubado a 27 °C

S. aureus (primer linea) y 830 (segunda
linea) Agar Cerebro Corazon: inhibicion por
cepa MRB#3 (tercer fila posicion 4),
MRB#5 (tercer fila posicion 5) y MRB#1 1
(cuarta fila posicién 1). Incubado a 27 °C

Figura 8. Imagenes representativas de la prueba estriado cruzado.

b) Prueba Patch — Patch

Otra prueba utilizada para determinar la capacidad de inhibir el crecimiento por
parte de las bacterias del cepario fue la prueba de Patch-Patch. Para ello, de las
148 bacterias analizadas por la prueba de estriado cruzado, se seleccionaron 45

morfotipos aislados que mostraron un efecto inhibitorio en las bacterias EPS por

estria cruzada. En este caso, se sembrd un tapete de la bacteria EPS y sobre

ella se colocaron gotas de las bacterias a probar, en aquellas en la que se

desarrolla un halo de inhibicién, es indicativo de la actividad antimicrobiana de la

cepa de interés contra el EPS (Figura 9), para conocer mas detalles ver

apéndice 2.
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Figura 9. Prueba Patch — Patch en medio BHI. Bacteria ESKAPE 830 en la base de la caja
Bacterias MRB#3 (posicion 2), MRB#5 (posicion 3), MRB#22 (posicion 5), MAB#1 (posicion 7),
MMN#9 (posicion 8) y MRN#3 (posicion 10). La placa se incubé a 28 °C por 24 horas.

4.5.- Cepas sobresalientes en la inhibicion de ESKAPE

Posterior a realizar los dos escrutinios, del total de 148 bacterias analizadas,
seleccionamos 9 bacterias con morfotipos distintos que demostraron poseer la
mejor capacidad de inhibicién de crecimiento contra los EPS retados, como
criterio de seleccidn se consider6 que inhibieran a la mitad o mas de las bacterias
EPS utilizadas (cinco de los ocho analizados) (Tabla 4) Con la informacién asi
generada se procedid a realizar los siguientes experimentos con los EPS:
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Enterobacter aerogenes, Bacillus
subtilis y Pseudomonas putida , ademas se incluyeron las siguientes bacterias
patégenas de humanos Listeria monocitogenes, Klebsiella pneumoniae y
Staphylococcus aureus. Bacterias de gran importancia en el area clinica y de
inocuidad de alimentos.
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Tabla 4. Desempefio de las bacterias del cepario con mayor capacidad de
inhibicién de crecimiento contra bacterias EPS.

Muestra

MRB#3
MRB#5
MRB#22
MFB#3

MRN#3
MRN#25

ESKAPE parientes seguros*

*S. a=S. aureus, E. c = E. coli, S. e = S. epidermidis, E. a = E. aerogenes, B. s = B. subtilis, K.

p = K. pneumoniae, L. m= L. monocitogenes y P. p = P. putida

Leyenda

Sin inhibicién de crecimiento

Inhibicién de crecimiento prueba 1

Inhibicién de crecimiento prue

ba 2

Inhibicién de crecimiento prueba 1y 2
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4.6.- Identificacion por tinciéon de Gram

Posterior a analizar los resultados obtenidos de las pruebas de inhibicién de
crecimiento se determiné que 9 bacterias fueron las mas efectivas, para proceder
a realizar su identificacion, se comenzé con una tincion de Gram. Datos
representativos de bacterias MRB#3 y MAA#2 (Figura 10 y Tabla 4), para
conocer mas detalles ver apéndice 3.
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Figura 10. a) MRB#3 diplococos Gram negativos (muestra de suelo de raiz de maiz) objetivo
100X. b) MAA#2 bacilos Gram negativos (muestra suelo de campus aeropuerto) objetivo 100X.

4.7.- Identificacion de las bacterias por pruebas bioquimicas

a) Prueba api® 20 E™
Para realizar la identificacion de las 9 bacterias seleccionadas basado en sus
caracteristicas bioquimicas, se procedi6 a utilizar las pruebas api®-20E™. Como
dato representativo se muestra los resultados obtenidos de las bacterias MRB#5
(Figura 11) y MAN#7 (Figura 12), para conocer mas detalles ver apéndice 4.
Con esta prueba se obtuvo la identificacion preliminar de la bacteria, una vez
analizado el bionumero generado con esta prueba se obtuvo un porcentaje de

similitud con otras bacterias (Tabla 5).
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Figura 11. MRB#5 prueba API 20-E.

e 0

gy B it iR ™ L " L

e

Figura 12: MAN#7 prueba API-20E.

b) Prueba de movilidad y gelatinasa
Como complemento a las tiras reactivas de pruebas bioquimicas se realizaron
pruebas de movilidad y gelatinasa. Para la prueba de movilidad fue positivo en
todos los casos. Para la prueba de gelatinasa, dieron resultados positivos las
bacterias 4, 7, 8 y 9 (Tabla 5, Figura 13).

c) Prueba de lipasa
Para finalizar las pruebas bioquimicas se determiné la capacidad de degradacion
de lipidos por medio de la produccion de la enzima lipasa. Las bacterias 4,7y 8
mostraron resultados positivos ya que desarrollaron un halo blanquecino lo cual

indica la produccién de lipasa (Tabla 5. Figura 13).
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Positivo

Negativo

Figura 13. a) Ejemplo de prueba gelatinasa positiva (bacteria 7) y negativa (bacteria 5). b)
Resultado de la prueba de lipasa mostrando reacciones positivas al mostrar un halo blanco
alrededor de las colonias (bacterias 4, 7 y 8).

Bacterias T 8 9
LIPASA - - + = g + + :
GELATINASA - - - + - - + + +
MOVILIDAD + + + + + + - + +
ARA + + + + + + + - +
AMY + + + + + + + + +
MEL + + + + + + + + +
SAC + + + + + + + + +
RHA + + + + + + - - +
‘SOR + + + + + + + + +
INO + + + + + - + + =
MAN + + + + + + + - +
GLU + + + + + + + + +
GEL - - - - - - + + +
VP + + + + + + + = a
IND - - - - - - - -
TDA = + < F g + + + +
URE - - = + E - + - =
H2s 5 e - = = - - Z =
CcIT + + + + + + + + +
obc + + + + + + + + +
Lbc - + + + + - + + +
ADH + + + + + + - + +
ONPG + + + + + + + - +

Las casillas verdes son pruebas complementarias a las incluidas en las tiras API.

Bacterias 1 2 3 4 S 6 7 8 9
IMORFOLOGIA BACT.| Diplococos | Diplobacilos | Diplobacilos Bacilos  |[Estafilococos| Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos
: E. cloacae E: E; E, E: E. cloacae St E. cloacae
IDENTIFICACION API 91.4% aerogenes | aerogenes | aerogenes | aerogenes 97 7% marcescens - 60.6%
) 53.3% 53.3% 28.4% 53.3% i 88.5% )
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4.8.- Prueba de compatibilidad

El crecimiento de 2 bacterias en el mismo espacio estimula la produccién de
metabolitos secundarios como resultado del estrés por competencia de recursos.
Es por esto que se optdé por el uso de consorcios bacterianos con el fin de
aumentar la sintesis de MS o bien que su composicion sea diferente, esto para
posteriormente determinar su capacidad inhibitoria de los metabolitos
secundarios producidos en el crecimiento de EPS (Tabla 7). Posterior a realizar
esta prueba, se consolidaron 2 consorcios usando las bacterias MRB#5 y
MRB#22 (consorcio 1) y las bacterias MFB#3 y MAN#7 (consorcio 2).

MRB#22 | MFB#3 | _MRN#3_| MRN#2S | MAN#7 | MAA®2 | MPA%6

MRN#25

4.9.- Extraccion en crudo de metabolitos secundarios bacterianos

a) Extraccion
Se extrajeron los metabolitos secundarios de 8 bacterias y 2 consorcios
empleando 2 solventes, acetato de etilo y hexano: Los 20 extractos preparados

se re-suspendieron en metanol 70 % para su almacenamiento y posterior uso.

b) Antibiograma
Una vez extraidos los metabolitos secundarios, se procedié a probarlos contra
las bacterias EPS para comprobar su efecto inhibitorio de crecimiento usando el
método de antibiograma. En la Figura 14 se muestran los resultados de los MS
extraidos de los mejores 9 morfotipos.
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S. aureus: prueba de antibiéticos. 1.- MS1
(extraido con acetato de etilo). 2.- MS2
(extraido con acetato de etilo). 3.- MS1

(extraido con hexano). 4.- MS2 (extraido
con hexano). 5.- Metanol 70 % (control).

Agar Miiller Hinton. Se incubaron a 27 °C

por 24 horas.

S. aureus: prueba de antibiéticos a
concentracion de 100ul. 1.- MS1 (extraido
con acetato de etilo). 2.- MS2 (extraido con

acetato de etilo). 3.- MS1 (extraido con
hexano). 4.- MS2 (extraido con hexano). 5.-
Metanol 70% (control). Agar Miller Hinton
Se incubaron a 27 °C por 24 horas.

—— 100 uL
5,000 pg

S. aureus: prueba de antibiéticos a
concentracion de 100ul. 1.- MS3 (extraido
con acetato de etilo). 2.- MS4 (extraido con

acetato de etilo). 3.- MS3 (extraido con
hexano). 4.- MS4 (extraido con hexano). 5.-
Metanol 70% (control). Agar Muller Hinton.
Se incubaron a 27 °C por 24 horas.

E. coli: prueba de antibi6ticos en 2
concentraciones diferentes. 1.- MS1
(extraido con acetato de etilo). 2.- MS2
(extraido con acetato de etilo). 3.- MS1
(extraido con hexano). 4.- MS2 (extraido
con hexano). 5.- Metanol 70% (control).
Agar Miiller Hinton.  Se incubaron a 27 °C
por 24 horas.
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100 L
5,000 pg

ol

100 pL
5,000 pg

E. coli: prueba de antibi6ticos a
concentracion de 100ul. 1.- MS1 (extraido
con acetato de etilo). 2.- MS2 (extraido con
acetato de etilo). 3.- MS1 (extraido con
hexano). 4.- MS2 (extraido con hexano). 5.-
Metanol 70% (control). Agar Miller Hinton
Se incubaron a 27 °C por 24 horas.

E. coli: prueba de antibiéticos a
concentracion de 100ul. 1.- MS3 (extraido
con acetato de etilo). 2.- MS4 (extraido con
acetato de etilo). 3.- MS3 (extraido con
hexano). 4.- MS4 (extraido con hexano). 5.-
Metanol 70% (control). Agar Miller Hinton
Se incubaron a 27 °C por 24 horas.

—— 20pL
1,000 g

E. aerogenes: prueba de antibi6ticos en 2
concentraciones diferentes. 1.- MS1
(extraido con acetato de etilo). 2.- MS2
(extraido con acetato de etilo). 3.- MS1
(extraido con hexano). 4.- MS2 (extraido
con hexano). 5.- Metanol 70% (control).
Agar Miiller Hinton Se incubaron a 27 °C
por 24 horas.

E. aerogenes: prueba de antibiéticos a
concentracion de 100ul. 1.- MS1 (extraido
con acetato de etilo). 2.- MS2 (extraido con
acetato de etilo). 3.- MS1 (extraido con
hexano). 4.- MS2 (extraido con hexano). 5.-
Metanol 70% (control). Agar Miller Hinton
Se incubaron a 27 °C por 24 horas.
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~——— 100 pL
5,000 g

aouL — L
2,000 ug

= 20 uL
1,000 pg

E. aerogenes: prueba de antibi6ticos a
concentracion de 100ul. 1.- MS3 (extraido
con acetato de etilo). 2.- MS4 (extraido con

acetato de etilo). 3.- MS3 (extraido con
hexano). 4.- MS4 (extraido con hexano). 5.-
Metanol 70% (control). Agar Miller Hinton

Se incubaron a 27 °C por 24 horas.

B. subtilis: prueba de antibiéticos en 2
concentraciones diferentes. 1.- MS1
(extraido con acetato de etilo). 2.- MS2
(extraido con acetato de etilo). 3.- MS1
(extraido con hexano). 4.- MS2 (extraido
con hexano). 5.- Metanol 70% (control).
Agar Miiller Hinton Se incubaron a 27 °C
por 24 horas.

= 100 pL
5,000 pg

B. subtilis: prueba de antibi6ticos a
concentracion de 100ul. 1.- MS1 (extraido
con acetato de etilo). 2.- MS2 (extraido con

acetato de etilo). 3.- MS1 (extraido con
hexano). 4.- MS2 (extraido con hexano). 5.-
Metanol 70% (control). Agar Muller Hinton
Se incubaron a 27 °C por 24 horas.

B. subtilis: prueba de antibi6ticos a
concentracion de 100ul. 1.- MS3 (extraido
con acetato de etilo). 2.- MS4 (extraido con
acetato de etilo). 3.- MS3 (extraido con
hexano). 4.- MS4 (extraido con hexano). 5.-
Metanol 70% (control). Agar Muller Hinton
Se incubaron a 27 °C por 24 horas.
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— 20l
1,000 ug

—— 100 pL
5,000 pg

K. pneumoniae: prueba de antibiéticos en 2
concentraciones diferentes. 1.- MS1
(extraido con acetato de etilo). 2.- MS2
(extraido con acetato de etilo). 3.- MS1
(extraido con hexano). 4.- MS2 (extraido
con hexano). 5.- Metanol 70% (control).
Agar Miiller Hinton Se incubaron a 27 °C
por 24 horas.

K. pneumoniae: prueba de antibiéticos a
concentracion de 100ul. 1.- MS1 (extraido
con acetato de etilo). 2.- MS2 (extraido con
acetato de etilo). 3.- MS1 (extraido con
hexano). 4.- MS2 (extraido con hexano). 5.-
Metanol 70% (control). Agar Muller Hinton
Se incubaron a 27 °C por 24 horas.

K. pneumoniae: prueba de antibiéticos a concentracion de 100ul. 1.- MS3 (extraido con
acetato de etilo). 2.- MS4 (extraido con acetato de etilo). 3.- MS3 (extraido con hexano).
4.- MS4 (extraido con hexano). 5.- Metanol 70% (control). Agar Miiller Hinton Se
incubaron a 27 °C por 24 horas.

Figura 14. Pruebas de inhibicion contra ESKAPE usando los metabolitos secundarios
extraidos. Antibiético 1: MS de la bacteria MRB#3. Antibi6tico 2: MS de la bacteria MPA#6.
Antibiético 3: MS de la bacteria MRB#5. Antibiético 4: MS de la bacteria MRB#22.

En la Tabla 8 podemos observar la interaccién de los metabolitos secundarios

contra las cepas ESKAPE de manera resumida. S. aureus mostré ser susceptible

a la mayoria de metabolitos recuperados con ambos solventes, mientras que E.

coliy K. pneumoniae fueron los menos afectados por los MS.
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Tabla 8. Prueba de inhibicién con MS a bacterias EPS

S. aureus E.coli |E. aerogenes| B. subtilis |K. pneumoniae

MRB#3
MPAS —
MRB#S_| [— | E—
con Acetato| 01|
o L

MRN#25
MAN#7
Consorcio 1

Consorcio 2 |

| MRB#s |
| MRN#25 |

Consorcio 2

Celda verde: Inhibicién fuerte. Celda amarilla: Inhibicion débil. Celda roja: No hay inhibicién.
Por otro lado, también se utilizd el extracto obtenido a partir de los consorcios
bacterianos. En este caso, se mostré una potencializacion en el efecto inhibitorio
por parte del consorcio 2 como se muestra en la Tabla 9. Puesto que las
bacterias MFB#3 y MAN#7 de manera independiente no fueron tan efectivas en

controlar el crecimiento (Tabla 8), en comparacion a cuando se utilizaron como

consorcio.
Tabla 9. Prueba de inhibicién con MS a bacterias EPS
_ S.a E.c E.a B.s
Extractocon| .o rcio 1
Acetato de -
Etilo | Consorcio 2 |
ar Consorcio 2

Celda verde: Inhibicion fuerte. Celda amarilla: Inhibicion débil. Celda roja: No hay inhibicidn.

S.a=S. aureus, E. c = E. coli, E. a = E. aerogenes, B. s = B. subtilis, K. p = K. pneumoniae.
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4.10.- Identificacion molecular de las bacterias seleccionadas del cepario.
Una vez analizado el resultado obtenido con las pruebas API, se considerd que
las pruebas no arrojaron un resultado confiable, esto debido al bajo porcentaje
de similitud a otras bacterias conforme la plataforma API. Se opt6 por identificar
a nivel molecular a las 4 bacterias con mejor desempefio mostrado en la
inhibicion de bacterias EPS por accion de sus MS (Figura 14). Entre ellas se
encuentran los integrantes del consorcio 2 (MFB#3 y MAN#7) y las bacterias
MPA#6 y MRB#22. Para ello se amplifico por PCR la regién 16S del ADNr de 1.5
kb (Figura 15). Este producto de PCR una vez secuenciado, se analizé usando
el programa BLAST, asi como la base de datos GenBank determinamos asi la
identidad de las 4 bacterias como se muestra en la Tabla 10.

\r s |
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#n
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b

Figura 15. Electroforesis de la PCR mostrando la amplificacion del gen 16S ADNr

Codigo de Cepario Identidad Codigo de GenBank | % de similitud
MFB#3 Priestia megaterium 0OP565020 100
MPA#6 Enterobacter asburiae KF031146 997

MRB#22 Klebsiella variicola ON880418 99.87
MAN#7 Serratia nematodiphila NR044385 100
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El dato obtenido de analisis BLAST, indicé que contamos con 4 géneros y

especies distintas. Sin embargo, para validar dicha informacién y relacionar

filogenéticamente nuestras cepas seleccionadas con especies ya determinadas

cuya informacién genética se encuentra en GenBank, se procedié a realizar el

arbol filogenético para cada una de las cuatro secuencias que se encuentran en

la Figura 16 (las secuencias de las bacterias analizadas se encuentran en el

apéndice 5).

Serratia marcescens ONBTB364

Serralia marcescens OPSG5006

— Sematia ficana AJ279054
4L|TI 84

Serratia odorifera AF286870

L

{ Serratia marcescens AJ233431
Serratia marcescens ABSS7H56

Serratia rubidaea AJ233436
— o

Serralia rubidasa AB0OD4751

4 055

01

47

1.00

4

Bacillus atrophaeus AB363731

Bacillus amylohguefaciens NR117945
092
Bacillus amylofiquefaciens NR0O41455

——t Bacillus atrophaeus ABGS0855

Bacilius atrophasus ABG&1057
Bacillus atrophasus OPS65021
052

Bacillus atrophasus QP56501E
Bacilius atrophasus OP565000
Bacillus afrophasus ONET8208

Friesiia megatenum OP555009

Frieslia megaterium OF585019

! g:r'ssna megaterium OP565020

MFB#3



Klebsiella pneumoniae LC141104

Klebsiella pneumoniae JF772079

— MPA#6

Enterobacter asburiae KF031146

Enterobacter helveticus DQ273688

Klebsiella variicola ONB80418

0.84
Enterobacter ludwigii NR042349
0.99
1.00 Enterobacter ludwigii AJ853891
Enterobacter roggenkampii MK818758
0.82
B
0.01
Enterobacter cloacae JF513137
Enterobacter amnigenus HQ242724
Kiebsiella oxytoca AF129440
Klebsiella pneumoniae HQ622341
0.67
Klebsiella pneumoniae JETT72079
0.99
0.99
C

Kiebsiella michiganensis JQ070300
0.01
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Xenorhabdus bovienii X82252

Photorhabdus luminescens subsp. luminescens X82248

Citrobacter freundii AJ233408
1.00

— Enterobacter cloacae AJ251469

1.00
Klebsiella pneumoniae Y 17656
i Serratia liguefaciens AB004752

— Serratia ureilytica AJ854062

— Serratia marcescens subsp. marcescens AJ233431
0.91
- Serratia marcescens subsp. sakuensis AB061685

0.91
MAN#T

100 Serratia ficaria AJ233428
—i 098
Serratia odorifera AJ233432

Serratia fonticola AJ233429

{ Serratia nematodiphifa EU036887

1.00
— Serratia grimesii AJ233430

1.00

Serratia plymuthica AJ233433

—— Serratia enfomophila AJ233427

i — Serratia rubidaea AJ233436

Figura 16. A) Arbol Filogenético de la bacteria MFB#3. B) Arbol Filogenético de la bacteria
MPA#6. C) Arbol Filogenético de la bacteria MRB#22. D) Arbol Filogenético de la bacteria
MAN#7.
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5.- Discusion

5.1.- Toma y procesamiento de muestra

La cantidad y diversidad de morfotipos presentes en las muestras de suelo
dependen de los aspectos fisioldégicos y quimicos del lugar de colecta, asi como
el grado de perturbacion que presente, esto se observd en nuestros resultados
donde en suelos perturbados tuvimos una media de 16 morfotipos por muestra
la cual contrasta con el suelo conservado del Ejido Bolafos (Qro.) que presenta
32 morfotipos por muestra. En el caso de las muestras obtenidas de la Calera
(Gto.), se obtuvo una media de 9 morfotipos por muestra a pesar de ser un sitio
conservado. Esto se debe a la condicion de un ambiente extremofilo por su alta
concentracion salina (ademas de la presencia de un cuerpo de agua) lo cual
genera un pH alcalino provocando que los requerimientos basicos de los medios
utilizados no sean los adecuado para el éptimo crecimiento de las bacterias
presentes en este suelo y dado a que el uso de medios enriquecidos especificos
no entra en el interés del proyecto, se descarté ahondar al respecto. Otra razén
es que las distintas cualidades de los medios (ajenos al proyecto) interferirian
con el 6ptimo crecimiento de las EPS al momento de hacer las pruebas, debido
al desarrollo bacteriano en condiciones limitantes dando como posibles
consecuencias: cambios en la expresion génica resultando en una produccién
alterna de metabolitos secundarios, asi como el desarrollo de mecanismos de
resistencia (anteriormente mencionados) (Carrillo, 2013; Enriquez-Velazquez,
2017; Gonzalez y Aranda, 2023).

5.2.- Prueba de inhibicion de crecimiento de bacterias ESKAPE parientes
seguros

Con la prueba de estriado cruzado fue posible seleccionar las bacterias
que presentan produccion de metabolitos secundarios con propiedades
antibacterianas, esto se observa al presentarse halos de inhibicién en las
bacterias EPS retadas. De los 148 morfotipos que conforman el cepario
bacteriano, a 45 de ellos se les atribuye esta capacidad (algunos de estos forman
halos reducidos). Para confirmar y analizar el desempefio de la inhibicién
producida por las bacterias implementamos la técnica Patch-Patch arrojé que,
de la cifra anterior 9 mostraron el mejor desempeno. Algo que captd nuestra
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atencion fue la incidencia de inhibicién en las mismas EPS con 8 de las 9
bacterias del cepario. Para conocer esta relacion se investigd las
susceptibilidades naturales de L. monocytogenes y E. aerogenes puesto que
estas son susceptibles a Beta-lactamicos, mientras que E. coli, S. aureus junto
con B. subtilis presentan susceptibilidad a aminoglucésidos y fluoroquinolonas
por lo que es posible que las bacterias analizadas produzcan moléculas
pertenecientes a estos grupos de antibidticos, ademas S. epidermidis es
conocida por producir betalactamasas confiriéndole resistencia a los beta
lactamicos, lo cual apoya esta idea ya que no present6 inhibicion, sin embargo,
cabe aclarar que es una suposicion que deberia ser investigada a profundidad
con otros estudios debido a que existen diversos factores por los que puede
inhibirse o detener el crecimiento bacteriano por ejemplo: que las bacterias
produzcan moléculas que inhiben procesos celulares a nivel de replicaciéon del
DNA, o moléculas que puedan danar la membrana celular, o bien, que generen
un ambiente oxidativo con la consecuente degradacidén de biomoléculas (Yassin
& Ahmad, 2012; Kibret & Abera, 2011; Stock, 2002; Akanbi, 2017; Garcia, 2003;
Prieto et al., 2016).

De los 148 morfotipos bacterianos aislados, 45 presentaron capacidad de
produccién de MS con actividad antimicrobiana lo cual representa 30.4 % del
total, si lo comparamos con investigaciones similares, podemos afirmar que entra
en el estandar (aprox. 27 - 47 %), consideramos primordialmente las
investigaciones “Busqueda De Bacterias Productoras De Antibioticos A Partir Del
Culturoma Rizosférico” y “Busqueda de bacterias productoras de antibioticos
como estrategia para generar futuras estrategias de control de microorganismos
patdbgenos de humanos” debido a que usan una cantidad de morfotipos
comparable a las usadas en nuestra investigacion. Sin embargo, es complicado
comparar si obtuvimos pocos o muchas bacterias debido a que las muestras
obtenidas son de distintos lugares (variando en tipos de suelo), cambiando la
carga bacteriana de cada uno, ademas de que en investigaciones similares no
usan ESKAPE estrictamente (Ramirez, 2022; Egas & Tinajero, 2016; Fernandez,
2020).
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5.3.- Efecto antibiotico de los metabolitos secundarios

De los solventes utilizados para la extraccién de metabolitos secundarios
observamos una mayor eficiencia usando acetato de etilo (polar) que con hexano
(no polar) lo cual se puede verificar al consultar bibliografia. Debido a que el
acetato de etilo puede disolver una amplia variedad de compuestos polares asi
como compuestos hidrofilicos y lipofilicos, otra caracteristica a resaltar es que
no es téxico y tiene un punto de ebullicion bajo (77 °C) lo cual facilita la
recuperacion de los MS al usar el rotaevaporador (destilacion) (Sanli Fengxiang,
2023).

Después de analizar los resultados de las pruebas antibacterianas con los
metabolitos secundarios, decidimos realizar pruebas de compatibilidad entre los
9 morfotipos para determinar la posibilidad de crear consorcios bacterianos; esto
con la intencidbn de inducir estrés por competencia de recursos y por
consecuencia producir un aumento de metabolitos secundarios con capacidad
antibacteriana. De los 2 consorcios que fue posible establecer, el que presentd
mejor rendimiento fue el consorcio 2 ya que hubo un aumento considerable en
la inhibicion de crecimiento comprobable al observar los halos de inhibicion
producidos (crecimiento nulo de la bacteria, asi como el tamafio del halo). Este
dato indica la relevancia de establecer consorcios, los cual potencia su actividad
gue de manera individual es menor (Martinez, 2018).

Finalmente, de los 9 morfotipos analizados se seleccionaron los mejores 4 para
identificarlos molecularmente. Se tomé como criterio: eficiencia individual y haber
inhibido a mas de la mitad de los EPS probados. Ademas, se incluyeron a los
integrantes del consorcio con mejor desempeio (Dawan & Ahn, 2022).

5.4.- Identificacion molecular

Cabe destacar que conforme el diagnostico molecular obtuvimos que las 4
bacterias secuenciadas son diferentes entre si, demostrando que la seleccion
por morfotipos es una buena opcién en trabajos con una gran cantidad de
muestras y cepas desconocidas que respaldan la elaboraciéon de ceparios por
morfotipo bacteriano. Las pruebas APl mostraron un porcentaje de
compatibilidad muy bajo, ademas de que no coincide con algunos resultados ya

determinados de las especies, debido a que las tiras reactivas ocupadas en esta
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investigacion son especificas para bacilos Gram negativos de baja exigencia, por
lo que otras pruebas (de la misma marca) pueden resultar mas efectivas para la
identificacion de las mismas. Ademas, en el caso de Klebsiella variicola y
Enterobacter asburiae existe una estrecha relacién con Klebsiella pneumoniae 'y
Enterobacter cloacae respectivamente que sélo puede ser diferenciada por la
secuenciacion de su genoma, lo cual puede generar un sesgo al utilizar pruebas
bioquimicas unicamente. En el caso de la tincibn de Gram si coinciden las

morfologias bacterianas a los descritos en la bibliografia (Li et al., 2023).

A continuacién, discutimos las especies determinadas en cuestion.

5.4.1.- Priestia megaterium

Descrita por primera vez en 1884 por De Bary, es un bacilo gram positivo aerobio,
formador de esporas cuyo nombre megaterium hace alusion a su gran tamano
celular de aproximadamente 4 x 1.5 pm (Calderén, 2022). Conocido
anteriormente como Bacillus megaterium, este organismo, asi como otros del
género Bacillus fueron reclasificados en 2020 por Gupta et al. Debido a que este
género tenia varios clados marcados por indeles conservados (inserciones y
deleciones genéticas) y por ello se propusieron que estos clados fueran

reconocidos como nuevos géneros, entre ellos Priestia.
Algunas de las caracteristicas mas destacables de Priestia megaterium son:

Alta capacidad de resistencia a condiciones hostiles como elevadas
concentraciones salinas y exposicion a metales pesados como; mercurio,
arsénico, cobre, cobalto, cadmio, zinc y aluminio. Lo cual brinda posibilidades de
cultivo en tierras contaminadas con metales (desarrollo de técnicas de
biorestauracion) y el estudio de la interaccion planta-bacteria (Guzman-Moreno
et al., 2022).

Ademas, esta especie es uno de los productores biotecnolégicos mas usados y
estudiados, ejemplo de ello es su aprovechamiento en la sintesis de vitamina
B12, biopolimeros (polihidroxibutirato) con caracteristicas quimicas y fisicas
similares al plastico convencional y produccién del acido indol acético (auxina
natural presente en la mayoria de plantas, cuyo propédsito es regular diversos
proceso del desarrollo vegetal como la mejora del crecimiento del fruto) por lo
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tanto actia como un promotor de crecimiento en plantas, esto se relaciona con
nuestros resultados ya que nuestra cepa fue extraida de cultivo de frijol
(Calderon, 2022; Biedendieck et al., 2021; Castillo et al., 2005; Mata & Natera,
2009). En otras investigaciones se ha determinado que esta bacteria promueve
la sintesis de lignina, asi como la acumulacién de &cidos salicilicos libres y la
expresion de genes relacionados con la defensa contra patdogenos en A. thaliana
(Li, 2022). Otros fitopatdogenos que P. megaterium inhibe son Septoria tritici en
trigo, Aspergillus flavus en arroz y Erwinia amylovora (fuego bacteriano o tizén
en perales), segun Zeling Cui, debido a la gran cantidad de metabolitos
secundarios que P. megaterium produce; entre ellos se encuentra un amplio
espectro de lipopéptidos (surfactinas, liquenisina, iturina A y fengicinas A y B).
Los responsables del efecto inhibitorio en E. amylovora son los lipopéptidos
surfactina e iturina A (Cui, 2023).

Recientemente se demostrd la capacidad antimicrobiana de P. megaterium
contra S. aureus y E. coli. Donde a partir de la extracciébn de metabolitos
secundarios del sobrenadante y pastilla, se observaron distintos efectos sobre
los patdgenos (Liu et al., 2023), para el sobrenadante usaron acetato de etilo
mientras que para la pastilla usaron acetona. Mostrando mejor efecto de
inhibicién sobre S. aureus con los metabolitos del sobrenadante, mientras que
con los metabolitos de la pastilla a E. coli. Gracias al aporte de Diego Guzman
(2018) se determiné que los MS de P. megaterium presentan estructuras

quimicas similares a la familia de los Beta-lactamicos.

5.4.2.- Enterobacter asburiae

Descrita por primera vez en 1986 por Brenner et al. E. asburiae es un bacilo
Gram negativo, no pigmentado, no formador de esporas, facultativo anaerdbico,
no mévil (en su mayoria, aunque depende de la cepa ya que algunas presentan
movilidad como es nuestro caso), que actia como un patégeno oportunista
pertenecientes al género Enterobacter, cuyas especies son dificiles de identificar
con pruebas bioquimicas y filogenéticas, por ejemplo: E. asburiae es
bioquimicamente similar a E. cloacae (Brenner etal.,, 1986; Kato, 2024;
Mardaneh & Dallal, 2016).
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Algunas caracteristicas de Enterobacter spp. es que presentan resistencia
natural a ampicilina, amoxicilina y cefalosporinas de primera generacion e
inhibidores de B-lactamasas (acidoclavulanico, sulbactama y tazobactama)
conferida por una B-lactamasa cromosémica (Lopardo et al., 2016).

Otras caracteristicas de E. asburiae es su capacidad como bacteria promotora
de crecimiento, donde se ha reportado su actividad en plantas como: palma de
datiles, trigo, camote, entre otros. Las cuales son de gran importancia econémica
en todo el mundo, brindando un gran potencial al empleo de esta bacteria en los
cultivos (Kato, 2024). Ademas, en el estudio realizado por Anirudha (2016)
encontrdé una cepade E. asburiae capaz de degradar niquel presente en suelo,
en este determinaron la produccién de moléculas promotoras de crecimiento (1-
aminociclopropano-1-carboxilato desaminasa, acido indolacético y sider6foros)
en plantas. Estos aspectos lo vuelven un posible candidato para su
aprovechamiento en biorremediacion en suelos contaminados por niquel y como
promotor de crecimiento vegetal en tierras contaminadas (Paul & Mukherjee,
2016).

En el caso de otras aplicaciones, se encuentra el aprovechamiento de los
metabolitos secundarios con capacidad antimicrobiana en acuicultura, en el
estudio de Li (2023) se evalué la eficiencia de una cepa de E. asburiae como
posible probidtico en la dieta de la carpa comun (Cyprinus carpio) contra
Aeromonas veronii (patbgeno mortal en peces) generando una mayor tolerancia
ambiental y nulo dafio al huésped. E. asburiae actia como inmunoestimulante
para la regulacién positiva de algunas respuestas inmunitarias y humorales.
Ademads, presenta una excelente actividad antibacteriana contra las siguientes
cepas: Aeromonas hydrophila, A. veronii, A. caviae, A. media, A. jandaei, A.
enteropelogenes, A. schubertii, A. salmonicida, Pseudomonas aeruginosa, P.
putida, Plesiomonas shigelloides y Shewanella. Debido a estas caracteristicas
seria posible implementar a E. asburiae como un producto seguro y ecoldgico en
la acuicultura, ademas de poder extrapolarlo a otro tipo de industrias como la
agricultura (Li et al., 2023).

En el caso de las bacterias del género Enterobacter, se recomienda usar otro
marcador filogenético ya que el basado en el gen 16S ribosomal, no es suficiente
por si solo, el marcador recomendado es el gen gyrB el cual tiene un papel critico
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en la replicacion del ADN y esta ampliamente distribuido en especies
bacterianas. Ademas, se considera que esta secuencia es util para discriminar
por sobre la 16S ribosomal (Li et al., 2023).

5.4.3.- Klebsiella variicola

Descrita por primera vez en 2004 se diferencio de Klebsiella pneumoniae dando
origen a otra especie del género Klebsiella. Esta se determind utilizando pruebas
bioquimicas, de resistencia/sensibilidad a antibiéticos y analisis filogenéticos de
6 genes marcadores moleculares: rpoB, gyrA, nifH, infB, phoE y mdh.
Actualmente estas 2 especies no son posibles de diferenciar utilizando pruebas
bioquimicas convencionales. K. variicola se caracteriza por la fijacion de
nitrégeno, ser patdégeno oportunista, no fermenta adonitol, se encuentra en
diferentes habitats (agua, suelo y abundar en plantas) y ademas representan
menos del 10% de aislados clinicos (Rodriguez, 2019; Peralta, 2023; Martinez,
2018).

K. variicola es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, no mévil, forma
colonias circulares, convexas y mucoides. También es un patdégeno emergente
en humanos cuya resistencia a antibiéticos incrementa exponencialmente e
incluso se considera como reservorio de genes de resistencia a antibidticos (B-
lactamicos y quinolonas). Poseen una gran capacidad de colonizar raices y
actian como rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal. Debido a la
presencia de genes que contribuyen en esta labor: operon nif (fijaciébn de
nitrégeno), indol-3-piruvato descarboxilasa (produccion de acido indol acético),
entre otros. Ademas de la sintesis de fitohormonas como auxinas y giberelinas
que controlan el crecimiento vegetal, germinacién, floracién y formaciéon de
frutos. Actualmente K. variicola es utilizada como modelo de estudio de
rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal resistentes a condiciones de
desecacidén extrema, conservando la capacidad de colonizar y promover el
crecimiento vegetal. Otra caracteristica importante es la capacidad de potenciar
sus efectos (anteriormente mencionados) por medio de la creaciéon y empleo de
consorcios bacterianos (Rosete, 2019; De la Vega, 2023).

Existe registro de la produccion de metabolitos secundarios con capacidad
antimicrobiana, Guato-Molina et al., (2019) menciona que K. variicola inhibe el
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crecimiento de los hongos Moniliophthora roreri causante de moniliasis del cacao
y Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici responsable de la marchitez en el
tomate. También se ha documentado que pueden producir otros tipos de
sustancias inhibidoras como acidos organicos, sideréforos, antifungicos vy
bacteriocinas (Cesa, 2020). Ademas, Okudo, (2020) registré que una cepa de K.
variicola mostré efectos antimicrobianos contra cepas clinicas de bacterias Gram
positivas y negativas (Okudo, 2020). Esto abre la posibilidad de usar esta
bacteria como solucién contra organismos fitopatégenos asi como de usar los

metabolitos secundarios para desarrollar nuevos antibiéticos.

En el aspecto biotecnoldgico, se han investigado en el aprovechamiento de
produccién de biocombustibles, la biorremediacién en suelos contaminados con
plomo y la degradacion del colorante azoico rojo 198 utilizado en la industria
textil, curtidurias e impresién que contamina cuerpos de agua debido a su no-
degradabilidad, esto es de gran importancia, debido a que se trata de un
colorante cancerigeno y mutagénico. La remocion de este colorante ha sido
posible con un consorcio bacteriano entre Enterococcus faecalis y Klebsiella

variicola eliminando mas del 98% del contaminante (Pancho, 2023).

5.4.4.- Serratia nematodiphila

Descrito por primera vez en 2009 por Zhang et al., S. nematodiphila tiene forma
de bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, quimioorganotrofo, cuyas
colonias bacterianas presentan las siguientes caracteristicas: circulares,
convexas y lisas. Encontramos esta especie en diversos habitats, como en suelo,
aguay en plantas, este Ultimo en raices ya que S. nematodiphila es conocida por
su capacidad de promover el crecimiento vegetal (rizobacterias) gracias a la
produccién de acido indol acético, HCN, sideréforos, solubilizacion de fosfatos y
la posibilidad de crecer en ambientes libres de nitrégeno; exitosamente probado
el efecto como bioestimulante y biofertilizante en pimienta negra (Piper nigrum
L.) y en arroz (Zhang et al., 2009; Dastager, 2010).

Por otro lado, se ha documentado que la inoculacién de S. nematodiphila en las
semillas de hierba mora (Solanum nigrum L.) incrementé la fitorremediacion de
metales pesados por la misma planta, resultando en un incremento en la

produccién de la biomasa y pigmentos fotosintéticos en hojas. Otro efecto fue la
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induccion de actividades enzimaticas antioxidativas en esta planta, esto posibilita
el uso de suelo contaminado por metales pesados, asi como la biorremediacidon
de estos (Khoa et al., 2016).

S. nematodiphila tiene la capacidad de producir metabolitos secundarios con
actividad antibacteriana. Se han identificado los siguientes compuestos activos:
bacteriocinas del grupo A o B, DNA extracelular, prodigiosina, carbapenémicos
y enzimas lipido-hidroliticas como la mayoria de los integrantes del género
Serratia. Se ha documentado su efecto antagonista contra la bacteria
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Khoa et al., 2016; Soenens & Imperial, 2019).
Ademas, se ha demostrado que la prodigiosina puede inhibir el crecimiento de
las siguientes bacterias: Listeria sp., Pseudomonas sp., Yersinia sp. y Shigella
sp. La prodigiosina a pesar de no tener un rol primario en su fisiologia, ha sido
reportado por tener otras actividades (ademas de las antimicrobianas), como
inmunomodulante, antimalarico, y anticancerigeno (Gondil et al., 2017).

Finalmente, S. nematodiphila ha demostrado tener la facultad de producir
potentes proteinas insecticidas como la familia Sep (SepA, SepB y SepC) (Al-
Ghanem, 2018). Debido a la gran cantidad de metabolitos secundarios que
produce y sus diversos efectos, es posible aprovechar de manera biotecnolégica
y mejorar diversos procesos y problemas que enfrenta la industria.

5.5.- Analisis filogenéticos

Se realizaron arboles filogenéticos de cada una de las bacterias secuenciadas,
para poder conocer y confirmar la filogenia bacteriana de nuestras cepas, ya que,
aunque molecularmente posean una alta compatibilidad con secuencias de
bacterias ya clasificadas en la plataforma GenBank, es necesario determinar la
relacion filogenética con organismos del mismo género, asi como anclar el clado
con organismos parientes, con la finalidad de asegurar el correcto parentesco.
Una de las principales dificultades de la filogenia bacteriana es la continua
transferencia de genes, por lo tanto es importante establecer el criterio que
manejaremos para la seleccidn del gen a secuenciar, buscando los mas
conservados para un buen analisis, en nuestro caso fue el marcador molecular
16S ribosomal ya que son secuencias cortas que aparecen en la mayor parte de

un clado filogenético y raramente se encuentran en otro clado, por lo tanto, se
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esperan modificaciones genéticas compartidas entre clados. Otro punto por
considerar es la gran cantidad de secuencias mal clasificadas que encontramos
en la plataforma debido a factores como, una reclasificacion repentina, falta de
secuencias a comparar y la mala seleccién del gen a secuencias y analizar como
lo menciona Li et al., (2023) (Del Rosario Rodicio & Del Carmen Mendoza, 2004;
Li et al., 2023).

Finalmente, el anadlisis molecular realizado indic6 que las cuatro bacterias
secuenciadas y analizadas, muestra alta importancia en lo que se refiere a la
produccién de metabolitos secundarios, por lo cual estas bacterias seran sujetos
de estudios posteriores en los que se analice su perfil de antibidticos, su efecto
contra bacterias resistentes a antibiéticos, asi como su posible uso en el area de
promocion de crecimiento en plantas, al haber sido obtenidas de muestras de
suelo (Liu et al., 2023; Li et al., 2023; Guato-Molina et al., 2019; Khoa et al.,
2016).
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6.- Conclusiones

1.- Se aislaron 148 bacterias con diferente morfologia colonial a partir de 10

muestras de suelo.

2.- Del suelo obtenido de Campus Aeropuerto se obtuvo mayor diversidad.
Influenciado por el pH, la condicion de perturbacidn del suelo y ecosistema (tipo
de vegetacion).

3.- De los 148 morfotipos bacterianos, 45 producen metabolitos secundarios con
capacidad para inhibir el crecimiento de EPS.

4.- Los metabolitos secundarios obtenidos con acetato de etilo mostraron mejor
desempefio al momento de retar a los EPS.

5.- La actividad antibi6tica de los metabolitos secundarios obtenidos a partir del
consorcio fue mayor. Este dato indica la importancia de establecer consorcios
microbianos cuyo efecto se ve potenciado, superando el efecto de los miembros

del consorcio de manera individual.

6.- Cuatro cepas bacterianas resultaron candidatos interesantes debido a su alta
capacidad de inhibicién de EPS.

7.- La identificacibn molecular de las cuatro cepas revelé6 que pertenecen a
géneros distintos, validando la seleccion de bacterias realizadas basada en los
morfotipos desplegados en caja Petri.

8.- Se identificaron las 4 bacterias seleccionadas como: Priestia megaterium,
Enterobacter asburiae, Klebsiella variicola y Serratia nematodiphila. Cuya
capacidad de produccion de metabolitos secundarios se ha confirmado en contra
de diversos patdgenos, éstas estan catalogadas como rizobacterias promotoras
de crecimiento vegetal con requerimientos nutricionales bajos y con potenciales
aplicaciones biotecnolégicas.
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7.- Perspectivas

1.- Identificar los metabolitos secundarios producidos por las bacterias
analizadas usando cromatografia liquida, electroforesis capilar vy
espectrofotometria de masas.

2.- Determinar el efecto antibidtico de las bacterias seleccionadas contra
bacterias resistentes a antibiéticos de origen clinico.

3.- Determinar la concentracion minima inhibitoria de los metabolitos secundarios

contra bacterias ESKAPE y bacterias fitopatogenas.
4.- Conocer la toxicidad de los metabolitos en células eucariotas.

5.- Determinar el perfil bioquimico caracteristico de bacterias promotoras de
crecimiento vegetal, para valorar su potencial implementacién como agentes de

control biologico.
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9.- Apéndice

1.- Resultados estriado cruzado

ESKAPE 296: inhibicion por cepa
MRB#22 (segunda fila en posicion 2) y
MAB#1 (tercer fia en posicion 3)

ESKAPE 296 (primer linea) y 851
(segunda linea): inhibicién por cepa
MRB#3 (tercer fila en posicién 4) y

MRB#5 (tercer fila en posicién 5)

ESKAPE 1140: inhibicién por cepa
MMB#10 (primer fila en posicion 3)

ESKAPE 831: inhibicion por cepa
MRN#1 (cuarta fila en posicion 3)
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ESKAPE 830: inhibicion por cepa
MAB#1 (tercer fila posicién 3)

ESKAPE 1044: inhibicion por cepa
MFB#3 (segunda fila posicion 4)

ESKAPE 1044 (primer linea) y 830
(segunda linea): inhibicion por cepa
MMN#9 (primer fila posicion 2) y
MRN#6 (cuarta fila posicion 4)

ESKAPE 296 BHI: inhibicion por cepa
MRB#3 (primer fila posicion 4), MRB#5
(primer fila posicion 5), MRB#22
(segunda fila posicion 2) y MFB#18
(tercer fila posicién 3)
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ESKAPE 296 (primer linea) y 830
(segunda linea) BHI: inhibicién por cepa
MRB#3 (tercer fila posicion 4), MRB#5
(tercer fila posicion 5)y MRB#11 (cuarta
fila posicion 1)

ESKAPE 830 BHI: inhibicién por cepa
MAB#1 (primer fila posicién 3)

ESKAPE 831 BHI: inhibicién por cepa
MRB#11 (segunda fila posicion 1)

ESKAPE 831 (primer linea) y 851
(segunda linea) BHI: inhibicién por cepa
MRN#3 (segunda fila posicion 5),
MRB#3 (tercer fila posicion 4) y MRB#5

(tercer fila posicion 5)
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ESKAPE 851 BHI: inhibicién por cepa
MRN#3 (cuarta fila posicion 5)

ESKAPE 1044 BHI: inhibicion por cepa

MRB#3 (primer fila posicion 4), MRB#5

(primer fila posicion 5) y MAB#1 (tercer
fila posicién 3)

ESKAPE 1044 (primer linea) y 1140
(segunda linea) BHI: inhibicidn por la
cepa MAB#1 (segunda fila posicion 5)

ESKAPE 1208 BHI: inhibicién por la
cepa MRB#5 (primer fila posicion 5) y
MRB#22 (segunda fila posicién 2)
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ESKAPE 830 A. Nut: inhibicion por la
cepa MAN#5 (tercer fila posicién 1) y
MAN#7 (tercer fila posicion 3)

ESKAPE 831 (primer linea) y 296
(segunda linea) A. Nut: inhibicién por la
cepa MRN#9 (tercer fila posicién 4)

ESKAPE 296 A. Nut: inhibicién por la
cepa MAN#7 (tercer fila posicion 1) y
MAN#11 (tercer fila posicion 3)

ESKAPE 851 A. Nut: inhibicién por la
cepa MRN#25 (segunda fila posicion 4)
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ESKAPE 851 (primer linea) y 1044
(segunda linea) A. Nut: inhibicién por la
cepa MRN#9 (tercer fila posicidon 4) y
MRN#25 (cuarta fila posicion 4)

ESKAPE 296 BHI: inhibicion por la cepa
MRN#9 (segunda fila posicion 4) y
MFEN#5 (tercer lia posicién 3)

ESKAPE 296 (primer linea) y 830
(segunda linea) BHI: inhibicion por la
cepa MRN#9 (cuarta fila posicion 4)

ESKAPE 830 BHI: inhibicion por la cepa
MFN#3 (primer fila posicion 2)
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ESKAPE 851 BHI: inhibicion por la cepa
MRN#2 (segunda fila posicién 4) y
MRN#6 (tercer fila posicion 2)

ESKAPE 851 (primer linea) y 1044
(segunda linea) BHI: MFN#3(primer fila
posicion 2), MEN#5 (primer fila posicidon

3), MFN#8 (primer fila posicion 4),

MRN#8 (tercer fila posicion 3) y
MRN#25 (cuarta fila posicién 4)

ESKAPE 1140 (primer linea) y 1208
(segunda linea) BHI: inhibicion por la
cepa MRN#25 (cuarta fila posicion 4)

ESKAPE 1217 BHI: inhibicidén por la
cepa MAN#14 (primer fila posicién 5)
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ESKAPE 831 A. Nut: inhibicion por la
cepa MAA#19 (tercera fila posicién 1),
M2B#2 (tercera fila posicién 2), M2B#6
(cuarta fila posicién 1) y M2B#7 (cuarta

fila posicién 2)

ESKAPE 296 (primer linea) y 830
(segunda linea) A. Nut: inhibicién por la
cepa MAA#19 (primer fila posicion 3)

ESKAPE 831 (primer linea) y 851
(segunda linea) A. Nut: inhibicién por la
cepa M2B#3 (primer fila posicion 3)

ESKAPE 1044 A. Nut: inhibicién por la
cepa MRA#8 (primer fila posicién 5)
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ESKAPE 1044 (primer linea) y 1140
(segunda linea) A. Nut: inhibicién por la
cepa M2B#3 (primer fila posicién 3) y
MFA#2 (cuarta fila posiciéon 3)

ESKAPE 1140 A. Nut: inhibicién por la
cepa MAA#2 (primer fila posicién 2),
MAA#3 (primer fila posicién 3) y M2B#3
(tercer fila posicién 3)

ESKAPE 296 BHI: inhibicién por la cepa
MAA#3 (tercer fila posicion 3)

ESKAPE 296 BHI: inhibicion por la cepa
M4B#3 (segunda fila posicion 5)
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ESKAPE 851 BHI: inhibicion por la cepa
MRA#8 (primer fila posicion 5)

ESKAPE 851 (primer linea) y 1044
(segunda linea) BHI: inhibicién por la
cepa MRA#8 (tercer fila posiciéon 5)

ESKAPE 296 BHI: inhibicién por la cepa
M3A#12 (cuarta fila posicidn 4)

ESKAPE 851 (primer linea) y 1044
(segunda linea) BHI: inhibicién por la
cepa M4N#2 (cuarta fila posicién 3)
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ESKAPE 296 A. Nut: inhibicién por la
cepa MPB#2 (primer fila posicién 1),
MPB#3 (primer fila posicién 2), MPB#4
(primer fila posicién 3), MPB#7 (primer
fila posicién 4), MNA#5 (segunda fila
posicién 1), MNA#7 (segunda fila
posicion 2), MNA#9 (segunda fila
posicién 3), MNA#10 (segunda fila
posicion 4), MNA#11 (tercer fila
posicion 1), MPA#1 (tercer fila posicién
2), MPA#6 (tercer fila posicién 3),
MPA#9 (tercer fila posicién 4), MPA#11
(cuarta fila posicién 1)

ESKAPE 830 A. Nut: inhibicién por la
cepa MPB#7 (primer fila posicién 4) y
MPA#6 (tercer fila posicién 3)

ESKAPE 851 A. Nut: inhibicion por la
cepa MPB#2 (primer fila posicion 1) y
MPB#7 (primer fila posicién 4)

ESKAPE 1044 A. Nut: inhibicién por la
cepa MPB#2 (primer fila posicion 1),
MPB#7 (primer fila posicién 4)
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y MPA#6 (tercer fila posicién 3)

ESKAPE 1140 A. Nut: inhibicién por la
cepa MPB#2 (primer fila posicién 1),
MPB#3 (primer fila posicién 2), MPB#4
(primer fila posicion 3), MPB#7 (primer
fila posicién 4), MNA#5 (segunda fila
posicién 1), MNA#7 (segunda fila
posicion 2), MNA#9 (segunda fila
posicién 3), MNA#10 (segunda fila
posicion 4), MNA#11 (tercer fila
posicion 1), MPA#1 (tercer fila posicidon
2), MPA#6 (tercer fila posicién 3),
MPA#9 (tercer fila posicién 4), MPA#11
(cuarta fila posicién 1)

ESKAPE 1208 A. Nut: inhibicién por la
cepa MPB#7 (primer fila posicion 4),
MNA#5 (segunda fila posicién 1) y
MPAG#6 (tercer fila posicién 3)

ESKAPE 1217 A. Nut: inhibicién por la

ESKAPE 851 (primer linea) y 1044
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cepa MPB#2 (primer fila posicién 1),
MPB#7 (primer fila posiciéon 4) y MPA#6
(tercer fila posicidon 3)

(segunda linea) BHI: inhibicién por la
cepa MPA#6 (segunda fila posicién 3)

ESKAPE 1044 BHI: inhibicion por la
cepa MPA#6 (cuarta fila posicion 3)

ESKAPE 1217 BHI: inhibicién por la
cepa MPA#6 (segunda fila posicion 3)

2.- Resultados prueba Patch — Patch

ESKAPE

Ejemplo de estructura para prueba de
reinhibicién Patch-Patch, los circulos
pequenos son las bacterias a prueba y
la ESKAPE es el tapete

ESKAPE 296 A. Nut: reinhibicion por
las cepas MRB#3 (posicion 2), MRB#5
(posicion 3), MRB#22 (posicion 5),
MFB#3 (posicién 6), MAB#1 (posicidn
7), MRN#1 (posicion 9) y MRN#3
(posicion 10)
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ESKAPE 830 A. Nut: reinhibicién por las
cepas MRB#3 (posicion 2), MRB#5
(posicion 3), MRB#11 (posicion 4),

MRB#22 (posicion 5), MFB#3 (posicion

6), MAB#1 (posicion 7), MMN#9
(posicién 8) y MRN#3 (posicién 10)

ESKAPE 851 A. Nut: reinhibicion por
las cepas MRB#3 (posicion 2), MRB#5
(posicion 3), MRB#22 (posicion 5),
MFB#3 (posicion 6), MMN#9 (posicion
8) y MRN#3 (posicién 10)

ESKAPE 1044 A. Nut: reinhibicion por
las cepas MRB#3 (posiciéon 2), MRB#5
(posicion 3), MRB#22 (posicion 5),
MFB#3 (posicién 6), MMN#9 (posicion 8)
y MRN#3 (posicion 10)

ESKAPE 1208 A. Nut: reinhibicion por
las cepas MMB#10 (posicion 1),
MRB#3 (posicion 2), MRB#5 (posicion
3), MRB#22 (posicion 5), MFB#3
(posicion 6), MAB#1 (posicién 7),
MRN#1 (posicion 9) y MRN#3 (posicion
10)
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ESKAPE 296 BHI: reinhibicién por las
cepas MRB#3 (posicion 2), MRB#5
(posicion 3), MRB#22 (posicién 5) y

MRN#3 (posicién 10)

ESKAPE 830 BHI: reinhibicién por las
cepas MRB#3 (posicion 2), MRB#5
(posicion 3), MRB#22 (posicion 5),

MAB#1 (posicion 7), MMN#9 (posicidon

8) y MRN#3 (posicion 10)

ESKAPE 851 BHI: reinhibicién por las
cepas MRB#3 (posicion 2), MRB#22
(posicion 5), MFB#3 (posicion 6),
MMN#9 (posicién 8) y MRN#3 (posicién
10)

ESKAPE 1044 BHI: reinhibicién por las
cepas MRB#3 (posicion 2), MRB#5
(posicion 3), MRB#22 (posicion 5),

MFB#3 (posicién 6), MAB#1 (posicién

7), MMN#9 (posicion 8), MRN#1
(posicion 9) y MRN#3 (posicion 10)
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ESKAPE 1208 BHI: reinhibicion por las
cepas MRB#3 (posicion 2), MRB#5
(posicion 3), MRB#22 (posicién 5) y

MRN#3 (posicion 10)

ESKAPE 296 A. Nut: reinhibicion por la
cepa MRN#9 (posicién 2), MRN#25
(posicion 3), MFN#5 (posicién 5),
MAN#7 (posicién 6), MAN#11
(posicion 8) y MRA#8 (posicion 10)

ESKAPE 830 A. Nut: reinhibicion por la
cepa MRN#9 (posicién 2), MRN#25
(posicion 3), MFN#5 (posicién 5),
MAN#7 (posicién 6), MAN#11 (posicién
8) y MRA#8 (posicién 10)

ESKAPE 851 A. Nut: reinhibicion por la
cepa MRN#9 (posicién 2), MRN#25
(posicion 3), MFN#5 (posicién 5),
MAN#7 (posicion 6), MAN#11
(posicion 8) y MRA#8 (posicion 10)
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ESKAPE 1044 A. Nut: reinhibicion por la
cepa MRN#9 (posiciéon 2), MRN#25
(posicién 3), MEN#5 (posicion 5),
MAN#7 (posicion 6), MAN#11 (posicion

ESKAPE 296 BHI: reinhibicion por la
cepa MAN#11 (posicion 8)

8) y MRA#8 (posicién 10)

ESKAPE 830 BHI: reinhibicién por la
cepa MRN#9 (posicién 2), MRN#25
(posicion 3), MAN#7 (posicién 6),
MAN#11 (posicién 8) y MRA#8 (posicion
10)

ESKAPE 851 BHI: reinhibicién por la
cepa MRN#9 (posicién 2), MRN#25
(posicion 3), MFN#5 (posicién 5),
MAN#7 (posicion 6), MAN#11
(posicion 8) y MRA#8 (posicion 10)
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ESKAPE 1044 BHI: reinhibicion por la
cepa MRN#9 (posicién 2), MRN#25
(posicion 3), MFN#5 (posicién 5),
MAN#7 (posicion 6), MAN#11 (posicién
8) y MRA#8 (posicién 10)

ESKAPE 296 A. Nut: reinhibicion por la
cepa MFA#2 (posicion 1), MAA#2
(posicion 3), M2B#3 (posicion 7) y

MAN#6 (posicion 8)

ESKAPE 851 A. Nut: reinhibicién por la
cepa MAA#2 (posicién 3)

ESKAPE 1044 A. Nut: reinhibicion por
la cepa MFA#2 (posicion 1), MAA#2
(posicién 3), M2B#3 (posicion 7)
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ESKAPE 1140 A. Nut: reinhibicion por la
cepa MFA#2 (posicion 1), MAA#2
(posicién 3) y M2B#3 (posiciéon 7)

ESKAPE 296 BHI: reinhibicién por la
cepa M2B#3 (posicion 7) y MAN#6
(posicion 8)

ESKAPE 294 A. Nut: reinhibicion por la
cepa M4N#2 (posicién 3)

ESKAPE 1044 A. Nut: reinhibicion por
la cepa M4N#2 (posicién 3)
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ESKAPE 296 A. Nut: reinhibicidon por la
cepa MPA#6 (posicion 1)

ESKAPE 851 A. Nut: reinhibicién por la
cepa MPB#2 (posicion 1), MPB#7
(posicidon 4), MNA#5 (posicidn 5),

MNA#7 (posicion 6), MNA#10 (posicion
8), MNA#11 (posicién 9) y MPA#1

(posicién 10)

ESKAPE 851 A. Nut: reinhibicién por la
cepa MPA#6 (posicidn 1)

ESKAPE 1044 A. Nut: MPB#2
(posicién 1), MPB#4 (posicion 3),
MPB#7 (posicion 4), MNA#5 (posicion
5), MNA#7 (posicion 6), MNA#9
(posicion 7), MNA#10 (posicion 8),
MNA#11 (posicion 9) y MPA#1
(posicién 10)
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ESKAPE 1044 A. Nut: reinhibicion por la
cepa MPA#6 (posicién 1) y MPA#11
(posicion 3)

ESKAPE 1140 A. Nut: MPB#2
(posicion 1), MPB#4 (posicién 3),
MPB#7 (posicion 4), MNA#5 (posicion
5), MNA#7 (posicion 6), MNA#9
(posicion 7), MNA#10 (posicion 8),
MNA#11 (posicion 9) y MPA#1
(posicién 10)

ESKAPE 1140 A. Nut: reinhibicion por la
cepa MPA#6 (posicién 1) y MPA#11
(posicién 3)

ESKAPE 1208 A. Nut: reinhibicion por
la cepa MPA#6 (posicion 1)
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ESKAPE 1217 A. Nut: reinhibicion por la
cepa MPA#6 (posicién 1)

ESKAPE 296 A. BHI: reinhibicién por la
cepa MPA#6 (posicién 1)

ESKAPE 851 A. BHI: reinhibicion por la
cepa MPA#6 (posicién 1)

ESKAPE 1044 A. BHI: reinhibicién por
la cepa MPA#6 (posicion 1)
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ESKAPE 1140 A. BHI: reinhibicioén por la
cepa MPA#6 (posicion 1)

ESKAPE 1208 A. BHI: reinhibicién por
la cepa MPA#6 (posicion 1)

ESKAPE 1217 A. BHI: reinhibicion por la cepa MPA#6 (posicion 1)

3.- Tincién de Gram:

A continuacién, se muestran las tinciones vistas al microscopio para los 9
morfotipos seleccionados: MRB#3, MRB#5, MRB#22, MFB#3, MRN#3,

MRN#25, MAN#7, MAA#2 y MPA#6.
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MRB#3 diplococos Gram negativos (muestra de suelo de raiz de maiz) objetivo
100X.

MRB#5 diplobacilos gram negativos (suelo de raiz de maiz) objetivo x100.
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MRB#22 bacilos gram negativos (suelo de raiz de maiz) objetivo x100.
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MFB#3 bacilos gram positivos (suelo de frijol) objetivo x100.
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MRN#25 bacilos gram negativos (suelo de raiz de maiz) objetivo x100.
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MAN#7 bacilos gram negativos (suelo de campus aeropuerto) objetivo x100.
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100X.
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MPA#6 bacilos gram negativos (suelo de cultivo en pausa) objetivo x100.
4.- Pruebas api® 20 E™

Se muestran las pruebas bioquimicas correspondientes (api® 20 E™) para los 9
morfotipos seleccionados MRB#3, MRB#5, MRB#22, MFB#3, MRN#3, MRN#25,
MAN#7, MAA#2 y MPA#6.

MRB#22 prueba api® 20 E™.
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MPA#6 prueba api® 20 E™.

5.- Secuencias:
Priestia megaterium:

TGCAGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCG
GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGG
ATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCTCCTTC
ATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGG
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CCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGC
AACGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGAC
TGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAT
GAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTA
CGAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCAC
GGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGC
GTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTA
AGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAA
ACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTA
GCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC
GGC

Enterobacter asburiae:

CTTGCTCCCGGGTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGG
AAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATA
CCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACG
GCTCACCTAGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGC
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCC
GCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGG
AGGAAGGTGTTGAGGTTAATAACCTCNNCAATTGACGTTACCCGCA
GAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGG
AGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCA
GGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGG
AACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAG
AATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACC
GGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCG
AAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCC
GTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCC
GGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCT

Klebsiella variicola:

TGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAG
CGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGG
GATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGAC
CAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCATGCCATCAGATGTGCCCAGAT
GGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATC
CCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACAC
GGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCT
TCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGGGGAGGAAGGCGATNAGGTTAA
TAACCTTGTCGATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACT
CCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCG
GAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGA
TGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCA
GGCT
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Serratia nematodiphila:

TGCAAGTCGAGCGGTAGCACAGGGGAGCTTGCTCCCCGGGTGACG
AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGG
GGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAG
ACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCATCAGATGTGCCCA
GATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACG
ATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGA
CACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGG
CCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGTGGTGAGCT
TAATACGCTCATCAATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAG
ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTTGAAACTGGC
AAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCC
CCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTT
GGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAA
ATCGACCGCCT
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