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RESUMEN
Esta investigacion evalué la capacidad antimicrobiana de metabolitos secundarios de
Bacillus subtilis aislada de un cultivo apicola frente a Escherichia coli. Se selecciono el
medio de cultivo Luria-Bertani (LB) para optimizar el crecimiento y la produccién de
metabolitos antimicrobianos, dado que favorecié la esporulacién y la formacién de
compuestos bioactivos. A través de pruebas de inhibicion en agar, se observo que los
metabolitos producidos por B. subtilis exhibieron actividad antimicrobiana contra E. coli,
especialmente entre las 144 y 192 horas de incubacién. Los resultados, obtenidos
mediante el analisis de imagenes con ImageJ, confirmaron que la cepa de B. subtilis
aislada del intestino de abejas tiene un potencial significativo para el biocontrol de E. coli.
Este trabajo aporta nuevos datos sobre la produccién de compuestos antimicrobianos por
cepas de B. subtilis en ambientes especializados.

Palabras claves: B. subtilis, E. coli, antibiograma, metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

This research evaluated the antimicrobial capacity of secondary metabolites of Bacillus
subtilis isolated from a bee culture against Escherichia coli. The Luria-Bertani (LB) culture
medium was selected to optimize growth and production of antimicrobial metabolites,
since it favored sporulation and the formation of bioactive compounds. Through inhibition
tests on agar, it was monitored that the metabolites produced by B. subtilis exhibited
antimicrobial activity against E. coli, especially between 144 and 192 hours of incubation.
The results obtained through image analysis with ImageJ confirmed that the B. subtilis
strain isolated from the bee intestine has significant potential for biocontrol of E. coli. This
work provides new data on the production of antimicrobial compounds by B. subtilis strains
in specialized environments.

Keywords: B. subtilis, E. coli, antibiogram, secondary metabolites.
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I.  INTRODUCCION
Los antimicrobianos son medicamentos que combaten las infecciones causadas por
bacterias, hongos y otros microorganismos 1. Estos pueden actuar de diferentes maneras
para inhibir o eliminar las bacterias como por: sintesis de pared celular, sintesis de
proteinas, interferencia con la replicacion de ADN y la sintesis de acidos nucleicos 2s.
Bacillus subtilis, es un bacilo Gram positivo, el cual es conocido por su habilidad para
producir una variedad de compuestos antimicrobianos, incluidos antibiéticos y péptidos
antimicrobianos 17, que pueden inhibir el crecimiento de patégenos como Escherichia coli,
un bacilo Gram negativo, anaerobio predominante en la flora intestinal humana,
usualmente se mantiene de forma inocua y confinado al lumen intestinal, frecuentemente
asociado con infecciones alimentarias y gastroenteritis 1o0.
La resistencia antimicrobiana es un problema creciente para la salud publica, sobre todo
en bacterias como E. coli que han desarrollado cierta resistencia a multiples antibioticos,
esta situacion ha llevado a la busqueda de alternativas terapéuticas efectivas 1.20.2.
Los antibiéticos que son producidos por B. subtilis son compuestos quimicos producidos
por esta bacteria que tienen la capacidad de inhibir bacterias patégenas, ya que
interfieren con la sintesis de la pared celular bacteriana, lo que impide que la bacteria se

multiplique y cause dafio 7.
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1.1 Objetivos
1.2 Objetivo general

e Evaluar la capacidad de B. subtilis para producir metabolitos extracelulares con la

capacidad de inhibir el crecimiento de E. coli.

1.3 Objetivos especificos
e Seleccionar el medio de cultivo adecuado para el crecimiento de B. subtilis y la
posible produccion de metabolitos secundarios.
e Obtener el sobrenadante a partir de una fermentacién de B. subtilis
e Evaluar la capacidad antimicrobiana de B. subtilis contra E. coli a través del tiempo
con la técnica de antibiograma.
1.4 Hipétesis
Se espera que B. subtilis inhiba el crecimiento de E. coli y que esta inhibicion sea mediada

por lo produccién de compuestos antimicrobianos extracelulares.
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1.5 Justificacion

La resistencia a los antibiéticos es un problema creciente en la salud publica, pues se
refiere a la capacidad de los microorganismos para resistir los efectos de los
antimicrobianos, haciéndolos ineficaces para tratar infecciones; por ello se ha convertido
en un problema global que requiere una respuesta, coordinada entre profesionales de la
salud, investigadores y la sociedad en general. El descubrimiento de nuevos antibioticos
es demasiado lento en comparacion con la habilidad que estan mostrando los
microorganismos para desarrollar resistencia a ellos por lo que cualquier aportacion en
la busqueda de nuevos metabolitos con actividad antimicrobiana podria representar una

ayuda invaluable en la lucha contra los microorganismos patégenos.
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ll.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Patogenicidad de las bacterias

La patogenicidad es la capacidad de un microorganismo para causar enfermedad en un
huésped. En el caso de las bacterias, la patogenicidad se refiere a su capacidad para:
adherirse a las células del huésped, invadir y colonizar tejidos y 6érganos, producir
toxinas u otros compuestos dafiinos y evadir el sistema inmune del huésped s.

Tienen la capacidad para causar enfermedades en los seres humanos, animales o
plantas. Las bacterias patégenas son microorganismos que pueden infectar y dafiar a
su huésped, provocando una variedad de enfermedades, desde infecciones leves hasta
condiciones graves y potencialmente mortales. Comprende el comienzo del proceso
infeccioso y los mecanismos que provocan la aparicién de los signos y sintomas de la
enfermedad. Algunas de las caracteristicas de las bacterias patdégenas son la
transmisibilidad, adhesién a las células, hospedadoras, persistencias, invasion de las
células, tejidos hospedadores y capacidad para evadir o sobrevivir al sistema

inmunitario del hospedador s.

2.2 Escherichia coli

Es una bacteria en forma de bacilo Gram negativo, mide 1 um de longitud por 0.35 um
de ancho (esto puede variar segun el tipo de cepa), es anaerobia facultativa de la
familia Enterobacteriacea. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal, pero hay
cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos,

entre ellos diarrea 11.
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E. coli consta de tres elementos: la membrana citoplasmatica, la membrana externa vy,
entre ambas, un espacio periplasmico constituido por péptido-glucano como se puede
observar en la Figura 1. Esta Ultima estructura confiere a la bacteria su forma, rigidez, y

le permite resistir presiones osmoticas ambientales relativamente elevadas 24.

Pared celular

Ribosomas

Membrana plasmatica
Figura 1 :Representacion de la estructura interna y externa de E. coli.

A E. coli se le debe en gran medida el conocimiento de algunos de los fundamentos
de la biologia moderna que han merecido el reconocimiento de varios premios
Nobel; pues ayudo a; revelar el funcionamiento de la replicacion de ADN, en la
organizacion y regulacién de genes (operén), en la investigacién del primer
organismo modificado genéticamente, convirtiendo a E. coli en una pieza clave en

biotecnologia 11.
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2.3 Escherichia coli ATCC 25922
Su clasificacion taxondmica es la siguiente;

Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Escherichia

Especie: E. coli

Es una bacteria que se transmite por alimentos contaminados, asociados a la carne
bovina cruda o molida (hamburguesas), leche cruda, lechuga, jugos de manzana y todo
alimento que se haya contaminado con materia fecal 12.21. Se observa su morfologia en

la Figura 2.

Figura 2 :Observacion microscopica de E. coli con tincién de Gram tomada en un microscopio a

100X.
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2.4 Bacillus spp.

El género Bacillus, pertenece a la familia Bacillaceae, una de las familias bacterianas con
mayor actividad bioquimica dentro de las cuales se encuentra el control bioldgico con el
uso de los productos de su metabolismo para la industria 1o.

Son bacilos aerobios y anaerobios facultativos, Gram positivos, producen endosporas
con morfologia oval o cilindrica como se observa en la Figura 3 y ademas permite
restringir condiciones desfavorables en el ambiente, son moviles por la presencia de
flagelos laterales, son catalasa positiva, presentando hemaolisis variable y un crecimiento
activo en un rango de pH entre 5.5-8.5. La propagacién activa del microorganismo se
produce en medios que presentan superficie himeda 7.

Las células en crecimiento no tienen una propagacion facil en medios liquidos, estos
microorganismos por lo general creen mejor en agar sangre, produciendo colonias
blanquecinas, grandes, extendidas e irregulares.

Dentro de las especies mas representativas de este género con propiedades de
antagonismos celular contra fitopatégenos encontramos a Bacillus brevis y B. subtilis.

B. subtilis fue reportado por primera vez por un botanico y microbiélogo llamado
Ferdinand Cohn en 1876, quien los descubri6 como una bacteria productora de
endosporas resistentes al calor z.

Su clasificacién taxonomica es la siguiente 6; Su clasificacion taxonOmicass es la
siguiente:

Reino: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli
Orden: Bacillales
Familia: Bacillaceae

7



Evaluacién de la capacidad antimicrobiana de Bacillus subtilis contra la cepa Escherichia coli

Género: Bacillus

Especie: B. subtilis.

Es un microorganismo ampliamente distribuido en el ambiente que suele encontrarse en
el suelo, agua dulce y salada, materia; vegetal en descomposicién, desiertos y la
Antartida. lgualmente B. subtilis se ha aislado en alimentos, incluidas las especias,
cacao, legumbres, semillas, y pan. Se encuentra principalmente en suelos agricolas,
raices de las plantas y en el tracto gastrointestinal de los animales.

Particularmente, B. subtilis es una especie que produce diferentes metabolitos
secundarios en la forma de lipopéptidos con buena actividad antifungica, antibacteriana
y frente algunas levaduras, como consecuencia son de alto valor biotecnolégico,

farmacéutico y otros productos industriales 29.32.

Figura 3: Observacion microscépica de B. subtilis en agar LB con tincion de Gram tomada en un

microscopio a 100x .
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2.5 Ciclo de desarrollo de Bacillus subtilis

El desarrollo bacteriano de B. subtilis es dividido en dos fases el cual es el crecimiento
vegetativo y la esporulacion:

En el crecimiento vegetativo las células se dividen rapidamente y producen
metabolitos. Sin embargo, son sensibles al calor, la desecacion y a los productos
quimicos agresivos; en el caso de esporulacion es por estar bajo estrés por estar en
condiciones desfavorables lo cual forman las endosporas, que son termoestables y

permiten la supervivencia de la bacteria, esto se puede observar mejor en la Figura 4 1o.

Cubierta 2
. PN - “ (o))
—— \ v i > =1
S = Fase VI-Vll
)
< @ 7 (\&) : Cortex 5 —
(@
& -
‘;},‘ ? Fase V.V
Desarrollo * Esporulacién -
vegetativo |8
- ; - * Fase lll
/ Fllamento axial > —’ Fasell
e o~ ™ (| =D )
G B ep e " ¢
Z Fasel
Fase 0
Condiciones de Condiciones de
desarrollo favorables desarrollo nofavorables

Figura 4: Representacion esquematica del ciclo de desarrollo de B. subtilis 10.
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2.6 Antibioticos

Los antibiéticos son un elemento clave para combatir las enfermedades infecciosas, y
desde su aparicion han permitido disminuir la morbimortalidad asociada a estas
patologias de forma muy significativa 1.

En los dltimos tiempos, el uso del término se ha ampliado para incluir compuestos
sintéticos, como las sulfonamidas y las quinolonas, que presentan también actividad
antibacteriana 16.2s.

Los antibiéticos estan conformados por diversos compuestos, a menudo se clasifican en
diferentes grupos. Las multiples clasificaciones presentan diferentes caracteristicas y han

sido realizadas en distintos criterios, por tal motivo es dificil determinar cual es la idea 13.

2.7 Clasificacion seguin su mecanismo de accién
Los antibidticos estan conformados por diversos compuestos, y a menudo se clasifican
por el mecanismo como se explica mas a detalle en la Figura 5 1s.

e Agentes que inhiben la construccion de la pared celular bacteriana, impidiendo la
formacion del peptidoglicano, un componente esencial de la estructura celular
(ejemplos: penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, bacitracina y cicloserina) 14.

e Agentes que interfieren con la sintesis de proteinas en los ribosomas, impidiendo
la produccién de proteinas esenciales para la supervivencia bacteriana (ejemplos:
aminoglucésidos, tetraciclinas, macrolidos y lincosamidas) 14.

e Agentes que afectan el metabolismo de los &cidos nucleicos, impidiendo la
replicacion y transcripcion del ADN (ejemplos: quinolonas, rifamicinas y

antivirales)ua.

10
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e Agentes antimetabolitos que bloquean la sintesis de acido félico, un nutriente
esencial para el crecimiento bacteriano (ejemplos: sulfonamidas y trimetoprima) 14.
e Agentes que acttan directamente sobre la membrana celular, alterando su

estructura y funcion (ejemplos: polimixina B, colistina, detergentes y antimicéticos

poliénicos como nistatina y anfotericina B) 1a4.

[ Membrana plasmatica ]

- Gramicidina

- Glicopéptidos - Polimixina

- Betalactdmicos

) Rutas
Y 2 metabdlicas
Sintesis proteica i = - Sulfonamidas

- Aminoglucdsidos
+ Oxazolidinona
- Anfenicoles

- Lincosamidas
- Macrdlidos

- Tetraciclinas

[ Sintesis de ADN o ARN ]

- Nitroimidazol
- Quinolonas
- Rifampicinas

Figura 5: Mecanismos de accién de los antibiéticos 13.
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2.8 Metabolitos secundarios microbianos

Se define como metabolito secundario aquellos compuestos que no tienen una funcion
reconocida en el mantenimiento de los procesos fisiologicos fundamentales de los
organismos que los sintetizan, aunque estos compuestos se encuentran ampliamente
distribuidos entre los microorganismos y les pueden conferir ventajas adaptativas 1s.
Estos compuestos no tienen una aparente importancia, sin embargo, juegan un papel
ecolégico importante ya que muchos de los compuestos sirven como mecanismo de
defensa contra, virus, bacterias y hongos is.

B. subtilis produce metabolitos secundarios como citoquininas, sideréforos, auxinas,
antibioticos, entre otros. En cuanto a los antibioticos, B. subtilis es capaz de producir mas
de una docena de antibidticos con una gran diversidad de estructuras quimicas, entre
ellos surfactina, iturina A, lipopétidos y bacillibactina 20. Los cuales son capaces de
controlar el crecimiento de patdgenos.

2.9 Lipopéptidos

Los lipopéptidos son un tipo de bactericida que tienen un efecto inhibitorio sobre las
bacterias Gram-negativas, actuando especificamente sobre la pared celular bacteriana.
Su mecanismo de accién consiste en que la cola lipofilica se une a la membrana
bacteriana (dependientes del calcio), lo que causa una apertura en el canal de la
membrana como se observa en la Figura 6 1.

En particular, los lipopéptidos, alteran la integridad de la membrana celular, provocando
la pérdida de potasio y la despolarizacion de la membrana. Esto conduce a una inhibicion

de la sintesis de proteinas celulares y, eventualmente, a la muerte de la bacteria 15.19.

12
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Figura 6: Mecanismo de accién de la daptomicina 1s.

2.10 Antibiograma

Los antibiogramas, también conocidos como prueba de sensibilidad, son pruebas de
resistencia a farmacos 22.

Se trata de un analisis fundamental para guiar el tratamiento de infecciones bacterianas
o fadngicas, ya que, permiten determinar la probabilidad de que el agente
antimicrobiano/fungico sea capaz de contrarrestar el crecimiento que causa la infeccion,

permitiendo elegir el antibidtico adecuado 22.

2.11 Método de difusion en disco

Es comunmente usado (también conocido como prueba de Kirby-Bauer) es adecuado
para los microorganismos de crecimiento rapido. Se basa en la colocacion de discos
impregnados con antibidticos en placas de agar inoculadas con el microorganismo que

esta probandose 26.28. Después de la incubacion (por lo general de 16 a 18 h), se mide el

13
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diametro de la zona de inhibicion que rodea a cada disco. La prueba de Kirby-Bauer se

muestra en la Figura 7.

Figura 7. Fotografia tomada con la cAmara THORLABS en la cual podemos observarla

representacion de los antibiogramas.

2.12 Estado del arte de Bacillus

Ya se han reportado que subespecies de Bacillus tienen actividad antimicrobiana contra

diferentes microrganismos patdgenos como se puede observar en el Cuadro 1

8.16.23.25.27.30.

Cuadro 1. Comparacion de la eficacia de diferentes tipos de agar, subespecies de B.

subtilis contra diferentes microorganismos patdgenos.

Extraccion e
identificacion de
productos naturales a
partir de la bacteria
Bacillus mycoides

Yharely Herrera
Nufiez (2023)

mycoides Aca 5
Eli 220

Caldo de
cultivo LB

Fusarium solani, Mucor sp. y
Aspergillus flavus

Extraccion de
dicetopiperazinas a
partir de una cepa de
Bacillus endophyticus
y su sintesis orgénica

Francisco Fidel
Salazar de la Luz
(2016)

endophyticus
ELI 149.

medio liquido
caldo de

tripticaseina
de soya

E. coli, Pseudomonas sp,
Salmonella cholerasuis,
Serratia marcescens y
Staphylococcus aureus
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(R)-2-etil-1-hexanol a
partir de la hidrolisis

Listeria monocytogenes, B.
cereus, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus

; Samaria . . L saprophyticus y Streptococcus
del Ftalato de bis-R- Alejandra Pérez megaterium Eli | Medio solido agalactiae, E. coli, Klebsiella
(2-etilhexilo) (DEHP) Pé 24 Luria Bertani :

. : érez pneumoniae, Pseudomonas
a'S|?nd0 df rE_;ar(;:IIus aeruginosa, Salmonella sp.,
egatenu Serratia sp., Shigella sp. y
Vibrio parahaemolyticus.
Andlisis del potencial
antimicrobiano de
compuestos
producidos por Jearim Betzai B.velezensis Medio liquido
Bacillus velezensis Tapia Rivera LEM1054 YM Staphylococcus spp
LEM1054 contra
Staphylococcus spp.
multidrogorresistentes.
Determinacion de la
actividad Sierra-Garcia, |.
antimicrobiana e N., Romero- Agar Luria Alternaria sp., Colletotrichum
insecticida de Tabarez, M., & Bacillus Bertani sp., Fusarium sp., Pestalotia
extractos producidos | Orduz-Peralta, S. sp., y Verticillium sp
por bacterias aisladas (2017)
del suelo.
Ragazzo-
Sanchez, J. A,,
Seleccion de cepas de | Robles-Cabrera, Colletotrichum
Bacillus spp. A., Lomeli- gloeosporioides,
productoras de Gonzalez, L., Bacillus spp. Caldo LB Colletotrichum sp.,
antiobidticos aisladas | Luna-Solano, G., Colletotrichum sp.y Fusarium
de frutos tropicales & Calderon- sp.
Santoyo, M.
(2011).
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.  MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacion del experimento
El presente experimento se elabor6 en el laboratorio de terapia fotodinamica (Figura 8),
que se encuentra en las instalaciones del Instituto Nacional de Astrofisica, Optica y
Electronica (INAOE), como se observa en la Figura 9, cuya localizacion geografica es:
19°01'53"N 98°18'65"0 / 19.031488, -98.315348 y su direccion es la siguiente: Luis

Enrique Erro #1, Sta Maria Tonanzintla, 72840 San Andrés Cholula, Puebla.

=2

o

ELZaismtEe
Figura 8: Laboratorio de terapia Figura 9 : Las instalaciones del Instituto Nacional
fotodindmica dentro del INAOE Astrofisica, Optica y Electronica (INAOE)
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3.2 Equipos
¢ IMARK lector de placas BIO RAD
e Camara THORLABS version 4.82
¢ Incubadora Riossa Serie E-41
¢ Incubadora compacta con agitacion LUZEREN
e Spectrafuge™ 24D Microcentrifuge Labnet C2400-230V
e Agitador magnético con calentamiento MS-H280-Pro de DLAB

e Balanza Analitica Serie 520 PB

3.3 Materiales
e Filtro para jeringa con membrana de nailon (poliamida) de 0.45 um de la marca
Syringe Filters
e Papel filtro Whatman
e Placa Petri de 60 x 15 mm de plastico de la marca SYM.
e Puntas para micropipetas
e Tubo Eppendorf
e Tubo Falcon
e Asa bacteriologica
e Probeta
e Vaso de precipitado
e Matraz Erlenmeyer
e Microplacas

e Mecheros de alcohol

17
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3.4 Reactivos
e Extracto de levadura de la marca MCD LAB, No. Cat: 9031
e Peptona bacteriolégica de la marca MCD LAB, No. Cat: 9221
e Agar bacteriolégico de la marca MCD LAB, No. Cat: 9011
e Cloruro de sodio (NaCl) de la marca Omnicherri, No. Cat: 17581
e Agua destilada

¢ Phosphate Buffered Saline (PBS)

3.5 Material biologico
Se uso la cepa de B. subtilis (Figura 10) la cual fue donada por el Centro de
Investigacion en Biotecnologia Aplicada (CIBA) — IPN Tlaxcala, esta fue obtenida de

un cultivo apicola. La cepa de E. coli ATCC 25922 (Figura 11).

Figura 10: E. coli ATCC 25922 en agar azul Figura 11: B. subtilis en agar Man Rugosa

de metileno de eosina (EMB) Sharpe (MRS).

18
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3.6 Protocolo parala seleccion de agar

1) Preparar los diferentes tipos de agar. Man Rugosa Sharpe (MRS), Brain Heart
Infusion (BHI), Caldo Soya Tripticaseina (soya) y Luria-Bertani (LB), segun las
instrucciones del fabricante.

2) Inocular el microorganismo (B. subitilis) en cada tipo de agar

3) Incubar los agares inoculados a una temperatura de 37°C por 48 h para el
crecimiento del microorganismo.

4) Observar y registrar el crecimiento de los microorganismos en cada tipo de agar
después del periodo de incubacién determinado anteriormente.

5) Analizar los resultados para determinar cual es el agar mas adecuado para el

crecimiento de los microorganismos.

3.7 Protocolo sobre la elaboracion agar Luria Bertani
1) Hacer los calculos para determinar cuanto se va a necesitar, dependiendo del
experimento, sus repeticiones y cuanto se utilizaria a la semana.
2) Pesar los reactivos para preparar medio Luria Bertani (LB) para ello se usan los
reactivos que se encuentran en la Cuadro 2. (tomar en cuenta que las cantidades
son para 1 L de agua destilada), por lo que dependiendo del volumen a preparar

se pesa el equivalente de cada reactivo.

Cuadro 2.Reactivos y cantidades a usar para la elaboracién de agar LB.

Reactivo Cantidad

Extracto de levadura 59

19
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Peptona 109
Cloruro de sodio 10 g
Agar Bacteriologico 25¢

3) Colocar los reactivos en un matraz con el volumen de agua destilada
correspondiente.

4) Colocar el matraz Erlenmeyer en una parrilla eléctrica con un magneto para agitar
lentamente, hasta homogenizar y dejar hervir por 1 minuto.

5) Colocar un pedazo de papel aluminio lo suficientemente grande para tapar la boca
del matraz Erlenmeyer.

6) Llevar el matraz Erlenmeyer a la autoclave para poder esterilizarla por 15 min a
121°C

7) Dejar enfriar el medio y vertir en las placas Petri estériles por la técnica de torre.

3.8 Protocolo sobre la elaboracion del caldo Luria Bertani
1) Hacer los célculos para determinar cuanto se va a necesitar, dependiendo del
experimento, sus repeticiones y cuanto se utilizaria a la semana.
2) Pesar los reactivos para preparar el caldo LB para ello se usan los reactivos que
se encuentran en la Cuadro 3 (tomar en cuenta que estas cantidades son para 1
L de agua destilada), por lo que dependiendo del volumen a preparar se pesa el

equivalente de cada reactivo.

20
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Cuadro 3.Reactivos y cantidades a usar para la elaboracién de caldo LB.

Reactivo Cantidad
Extracto de levadura 50
Peptona 109
Cloruro de sodio 10 g

3) Colocar los reactivos en un Frasco para laboratorio graduados con rosca Deutsches
Institut fir Normung, tapa a rosca y anillo de vertido de polipropileno en color azul
con el volumen de agua destilada correspondiente.

4) Llevar el frasco a la autoclave para poder esterilizarla por 15 min a 121°C

5) Dejar enfriar el medio y vertir en Tubos Falcon de 15 ml.

3.9 Protocolo sobre prueba inhibidora de sobrenadante de B. subtilis en medio de
cultivo LB contra E. coli.

1) Descongelar los microorganismos (B. subtilis y E. coli) y sembrar en una placa con
agar LB para activar los microorganismos, para esto es necesario hacer de 2 a 3
paces.

2) Sembrar en una placa Petri B. subtilis para ello tomar una muestra de B. subtilis
activo con un asa bacteriologica.

3) Estriar de forma masiva en la placa con agar LB e incubar por 24 h a 30°C.

21
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Resuspender el estriado de B. subtilis, esto se realizd colocando en la caja Petri 4
ml de solucion salina amortiguadora de fosfato (PBS). Con un asa bacteriolégica
se rasp6 con cuidado la caja Petri para levantar el microorganismo y situar en un
frasco falcon a esta solucion concentrada del microorganismo con PBS el cual se
le llamo solucion stock.

Agregar 50 pL de solucion stock en tres pocillos diferentes de una microplaca y
realizar una lectura a 595 nm para obtener una Densidad Optica (DO) de 1 en 1
ml para B. subtilis.

En un Tubo Falcon de 15 ml, agregar 9 ml del caldo nutritivo LB y afiadir 1 ml de
la solucion stock de B. subtilis a una DO de 1.

Colocar el tubo Falcon en la incubadora por 48 h a 37°C (Este es el fermentado).
Sembrar en una placa Petri E. coli para ello tomar una muestra de E. coli activo
con un asa bacteriologica.

Estriar de forma cruzada en la placa con agar LB e incubar por 24 h a 30°C.

10) Anadir 500 pL de PBS en un tubo Eppendorf.

11)Tomar una a dos colonias de E. coli aisladas con un asa bacteriologia y agregarlo

al tubo Eppendorf este sera la solucién stock para E. coli.

12) Agregar 50 pL de solucién stock de E. coli en tres pocillos diferentes de una

microplaca y realizar una lectura a 595 nm para obtener una DO de 0.1.

13)Tomar 500 uL del caldo fermentado por B. subtilis ya cumplidas las 48 h de

incubacion y agregarlo en un tubo Eppendorf.

14) Centrifugar a 6800 rpm/10 min para recuperar el sobrenadante y filtrarlo

empleando un filtro para jeringa para que el sobrenadante quede libre de células.
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15)Colocar el filtrado en otro tubo Eppendorf esterilizado.

16)Sembrar E. coli que tiene DO de 0.1 en agar LB y estriar de forma masiva.

17)Tomar 8 pL del sobrenadante con una micropipeta y agregarla a un disco de papel
filtro.
18) Anadir el papel filtro con el sobrenadante en la caja Petri que ya contiene el
patogeno E. coli; se colocaron 3 discos descritos anteriormente por cada caja.
19)Colocar las cajas Petri con los patégenos en la incubadora a 30°C durante 48 h
para observar y medir el halo de inhibicion que se formé por la accion del
sobrenadante.

20)Repetir los pasos 8 en adelante cada 48 h para evaluar la produccién de posibles
metabolitos antimicrobianos como se observa en la Figura 12 hasta llegar a las
336 h.

21)Sembrar E. coli en agar LB en estriado cruzado e incubar a 37°C durante 48 h

para mantenimiento de la cepa durante el experimento.
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Figura 12: Diagrama de representacion del protocolo.
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3.10 Protocolo para latoma de imagenes

1) Esperar a que pasen las 48 h para dejar crecer el halo de inhibicion.

2) Colocar la placa Petri en el arreglo para tomar las fotografias (es importante
quitarle la tapa de la caja Petri para que se vean mejor las fotografias).

3) Tomar las fotos con la camara THORLABS version 4.82

4) Distanciar la cAmara del arreglo a 30 cm aproximadamente.

5) Tomar varias fotos en contraluz y contrapicado, esto para que al momento de
hacer el andlisis de datos fuera mas sencillo.

6) Tomar una foto de una hoja milimétrica (sera la escala para el analisis de datos).

3.11 Protocolo para el analisis de imagenes con ImageJ
1) Descargar la aplicacion de ImageJ en la computadora.
2) Abrir la aplicacién, seleccionar FILE y OPEN Ctrl+O como se ve en la Figura 13

(Esto para elegir primero la escala)

Imagel - X. |
Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
= AL edl o sle|A] | | |
Open... Ctri+O  pr long click to switch)

Open Next Ctrl+Mayis+0O
| Open Samples
| Open Recent

Import

Show Folder

* v v ¥

| Close Ctr+W
Close All Ctri+Mayis+W
| Save Ctri+S
Save As *
Revert Ctri+Mayis+R
Page Setup...
Print.. Ctrl+P

Quit

Figura 13: Inicio de la aplicacion ImageJ para elegir imagenes.
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3) Obtener la fotografia de una hoja milimétrica, seleccionar “/” y tomar uno de los

cuadros de la hoja milimétrica como se observa en la Figura 14.

|4 images - x
File éa Image Process Analyze Plugins Window Help
ojojc|ofll <\ |Alo|aldl o ]o]s] | | |
1%=6.90 (662), y=5.38 (516). angle=0.00, langth=2 06

o X

4 07.10.24 Escala frente v2.t (50%)
13.33110.67 inches (1280x1024); RGE: SMB

Figura 14: Fotografia de hoja milimétrica para seleccionar la escala de ImageJ.

4) Seleccionar ANALIZE y luego SET SCALE como se muestra en la Figura 15.

4 images - X
File Edt Image Process [EENE Plugins Window Help

CUO| (O <[] Meeswe cmu M /|02 | | |»
Wand (tracing) tool Analyze Particles...
=S L — Summarize

4 07.10.24 Escals frente va2.4if (505

13.33x10.67 inches (1280x1024). RGE: SM8

Figura 15: Detalle de la seleccion para la configuracion de escala.
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5) Seleccionar en la venta KNOWN DISTANCE y modificar como en la Figura 16 y

seleccionar OK para configurar la aplicacion de ImageJ.

4 mage
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
alo|x|ol <[] \A|o|e| 4| | s]e]~] | | |»
& 07.10.04 Escala frente v2.ti (50%) | x=9.46 (908), y=2 75 (264), value=183,183,183 (#b7b7b7)

13.33x10.67 inches (1280x1024); RGB, SMB by Set Scale X |

4 & Distance in pixels: |198

. Known distance: |10
pRS 84 Pixel aspectratio: |1.0

Unitof length: |mm

Clickto Remove Scae |
 [Global

Scale: 19.8 pixels/mm

HE ‘ _o | concal| v

.
+
e
-

Tt 1
SESEEEEs v
e
‘4
4
T
e

Figura 16: Modificacion de la escala en la aplicaciéon ImageJ

6) Seleccionar los elementos que se encuentran en la Figura 13 (para ir eligiendo las
imagenes de las placas Petri).
7) Tomar las medidas del diametro para papel filtro es importante capturar las

medidas de 4 puntos diferentes como se ve en la Figura 17.

Figura 17: Obtencion de las medidas del papel filtro.
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8) Tomar las medidas del diametro para el halo de inhibicién es importante capturar

las medidas de 4 puntos diferentes como se ve en la Figura 18.

4

Figura 18: Obtencién del diametro del halo de inhibicién junto con el papel filtro.

9) Realizar los pasos 7 y 8 en cada uno del papel filtro y para poder guardarlo
seleccionar ctrl+M en el teclado y aparecera una pestafia con las medias que se

obtuvieron como se observa en la imagen 19.

4

Fiée Edt Image litocess Analyze Plugins Window Help

Ojoja|of <[5\ |A|o|a| 4 ov £] 8]~ |
x29 15 (1098), y=4 57 (548), value=034,034 094 (#5e5e50)

i Clipbosd - a X
6170476 porels; RGE. 1.148

10 67x8 53 inches (1280x1024). RGB. SUB
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2 0372 179.482 154342 192 325 177553 B.577
3 0372 180.391 164 190,913 122057 6561
Kl 0372 180.124 172 066 187.098 51.953 6562
5 0391 177315 152 191 90 6.908;
[} 0375 17961 154 526 188 744 172694 6625
g é 0382 179.572 152 085 187.983 132628 6.718]
8 0.382 182.305 173.26 189708 42628 6718
9 0369 163455 141 173276 88519 6517
10 0.369 159,958 17 17469 177532 6521
1 0372 161.899 129 173.021 124912 B.575;
12 0372 161.547 145124 171874 43264 6556/
13 0413 161.082 127 173538 91.762 7.305
14 041 158.025 113.372 173.163 179.112 7246
15 0413 159.588 114231 173196 12369 729
16 041 159.451 130.769 171432 43435 ren
17 0372 164.547 145436 175.701 89.51 6.572
18 0.369 164.074 11869 178 175.073 6539
19 0.369 166.598 135 177.402 125.194 6529
20 0369 167218 155769 178474 48.489 6525
21 0.401 163974 134 175524 91818 7.08
22 0.388 166.883 122 178.393 177.184 686
23 0.394 166.355 147.104 180.521 47944 6.959]
24 0391 16353 120 893 177.854 129 388 6904

Figura 19: Obtencion de datos crudos.
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3.12 Protocolo para la obtencion de datos

1)
2)
3)
4)

5)

Obtener los didmetros con ImageJ; D = X

Adquirir el radio a partir del diAmetro obtenido; r = g

Realizar los pasos 1y 2 con el diametro del filtro de papel y el halo de inhibicion.
Consegquir el area del filtro de papel y el halo de inhibicién A = m * r2.

Obtener solo el area el halo con la resta del area del papel filtro menos el halo de

inhibicion junto con el papel filtro y asi obtener los resultados que se muestran en

la Cuadro 4.
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IV. RESULTADOS

4.1 Criterios de seleccion de agar LB

Para la seleccion del medio agaroso se realiz6 una comparacién con cuatro agares
diferentes, los cuales fueron MRS, BHI, Soya y LB; y para determinar cual era el mejor
medio para este experimento, se tomd en cuenta el crecimiento microbiano, la pureza de
la colonia, la facilidad de su manipulacion y comportamiento del microorganismo.

Con MRS se observo un crecimiento rapido y abundante, tanto en la placa Petri como se

ve en la Figura 20, como de manera microscopica, como se ve en la Figura 21.

e~ .

Figura 20: Crecimiento bacteriano de B. Figura 21: Observacion microscopica del B.
subtilis en agar MRS. subtilis en agar MRS con tincion de Gram

tomada en un microscopio a 100X.

Con el medio de cultivo BHI, B. subtilis mostr6 una morfologia macroscopica muy buena
con abundante crecimiento (Figura 22) que se pudo confirmar microscopicamente con
una gran cantidad de bastones (Figura 23). Este medio fue visiblemente el que permitid

un mejor crecimiento de la bacteria.
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Figura 22: Crecimiento bacteriano de B. Figura 23: Observacion minOSC()pica del B.

subtilis en agar BHI subtilis en agar BHI con tincion de Gram

tomada en un microscopio a 100X.

Empleando el agar de Soya pudimos observar, como se muestra en la Figura 24, que
hubo crecimiento. Sin embargo, si hay colonias aisladas, por lo que el medio fue mas
restrictivo en comparacion a los anteriores. Las micrografias, también mostraron un

crecimiento con menor numero de bastones y mas de estructuras circulares (Figura 25).

Figura 24: Crecimiento bacteriano de B. subtilis ~ Figura 25: Observacion microscopica del B.

en agar Soya subtilis en agar Soya con tincion de Gram a

100X
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Finalmente, el crecimiento de B. subtilis en el medio de cultivo LB fue relativamente bueno
pero limitado, observandose colonias aisladas, como se observa en la Figura 26, en
cuanto a su crecimiento microscopico Figura 27 podemos observar que tienen
mayoritariamente formas circulares, es decir, el crecimiento esta predominantemente en
la etapa de esporulacion. Dado que el objetivo de este trabajo es encontrar posibles
nuevos metabolitos secundarios antimicrobianos, y sabiendo que los medios pobres o
restrictivos inducen con mayor facilidad la produccién de esporas y de metabolitos
secundarios se seleccion6 al medio de cultivo LB como el adecuado para los

experimentos siguientes.

. . , Figura 27: Observacion microscopica del B.
Figura 26: Crecimiento bacteriano de B.

o subtilis en agar LB con tincion de Gram
subtilis en agar LB

tomada en un microscopio a 100X.
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4.2 Anédlisis de la inhibicion del fermentado de B. subtilis

En este estudio se analizaron los halos de inhibicion de B. subtilis, en diferentes tiempos
hasta llegar a las 336 h y se logré observar que, efectivamente la cepa de B. subtilis
estudiada produjo metabolitos secundarios extracelulares con actividad inhibitoria sobre

E. coli.

Cuadro 4. Inhibicién del crecimiento de E. coli ATCC 25922 por parte de B. subtilis en diferentes

tiempos de incubacion.

Prueba inhibitoria de B. subtilis

Horas 48 96 144 192 240 288 336
Promedio (mm?) 1.92 2.97 4.77 5.06 1.61 1.66 | 0.55
Desviacion

0.46 0.51 3.03 2.64 0.19 0.36 | 0.11
estandar
Error 0.27 0.29 1.75 1.52 0.11 0.21 | 0.06

En la Cuadro 4 se encuentran los datos del area de los halos de inhibicién, que muestran
la cinética de produccién de metabolitos secundarios de B. subtilis con actividad
inhibitoria sobre el crecimiento de E. coli. A partir de las 96 h de incubacién se empieza
a notar el efecto inhibitorio, aunque la mejor produccion se observo entre las 144 y 192

h. Y a partir de las 240 h la produccion es decreciente (Figura 28 y Figura 29).
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Area del halo de inhibicidon

6.00
5.00
4.00
3.00

2.00

Medidas (mm?2)

1.00

0.00
48 96 144 192 240 288 336

Tiempo (Horas)

Figura 28: Grafica con los resultados de la inhibicion del crecimiento bacteriano en funcion del

tiempo de incubacion.

Figura 29: Observacion del halo de inhibicién en
la prueba antagoénica con B. subtilis a las 192 h

fotografia tomada con camara THORLABS.
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V. DISCUSION

La seleccién del medio LB para las pruebas antagonicas se realiz6 basado en el hecho
de que los medios de cultivo més nutritivamente restrictivos inducen mejor la formacién
de metabolitos secundarios como ya ha sido descrita por Volpon en 2008 33, asi como la
esporulacion, la cual esté relacionada con la supervivencia, en 2010 Calvo P. y Zufiiga
D. trabajaron con cepas de Bacillus spp. Aisladas de la rizosfera de papa, ellas usaron
agar Triptona Glucosa Extracto de levadura con el cual B. subtilis a temperaturas bajas
tuvieron modificaciones estructurales induciendo a factores de transcripcion involucrando
el proceso de esporulacion, lo que favorece en el proceso de adaptacion 5. Dado que el
medio LB indujo un crecimiento microscopico alto en esporas, se esperaria que fuera el
mas adecuado en la produccién de metabolitos secundarios.

Estos resultados son confortantes si se toma en cuenta los resultados obtenidos por
Herrera Y. en 2023, Pérez S, Romero-Tabarez, M., & Orduz-Peralta, S. (2017) y Ragazzo
J, Robles A. y Luna G. en 2011 s.23.27. Quienes usaron el mismo agar para cultivar Bacillus
spp aunque estos estudios también usaron agar LB, es importante destacar que la
eleccion de este medio de cultivo se basoé en la literatura cientifica y en la experiencia
previa en el laboratorio.

La capacidad inhibitoria Bacillus, se probé frente a E. coli obteniendo halos de inhibicion
de hasta 4.7 mmz2 (Figura 29). Estos resultados son alentadores considerando resultados
similares por Ragazzo J, Robles A. y Luna G. en 2011, quienes obtuvieron halos de hasta
26 £ 0.3 mm al utilizar 50 cepas distintas de Bacillus las cuales fueron extraidas de frutas
tropicales para control biologico en enfermedades pre y postcosecha de las cuales 23

presentaron esporulacién a las 96 h 2s.
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La produccién de compuestos antimicrobianas ya ha sido ampliamente descrita para
cepas de Bacillus, siendo los antibiéticos de naturaleza lipopeptica los mas estudiados.
Herrera Y. en 2023 reporto la produccion de lipopétidos por cepas de B. subtilis como la
manifestacion de competitividad por espacio y nutrientes s.

En 2017 Sierra I, Romer M. & Orduz S. estudiaron a B. subtilis el cual demostré que
puede reducir significativamente la poblacién de E. coli en cultivos mixtos, lo que sugiere
gue estos metabolitos pueden ser utilizados como agentes de biocontrol 27. Sin embargo,
la efectividad puede variar segun factores como la concentracion de metabolitos, el medio
de cultivo y las cepas especificas de ambos microorganismos. La investigacion continua
en este &mbito, busca optimizar estas interacciones y explorar aplicaciones practicas. Por
lo que el presente trabajo aporta conocimiento nuevo sobre la capacidad antimicrobiana

de cepas de B. subtilis aisladas de ambientes especiales como el intestino de abejas.

VI. CONCLUSIONES
Se selecciondé un medio de cultivo para el crecimiento de B. subtilis, lo que permitié
optimizar las condiciones para la produccion de compuestos antimicrobianos.
La cepa de B. subtilis proveniente de intestino de abeja mostr6 capacidad para producir
metabolitos secundarios extracelulares con actividad antimicrobiana en el crecimiento de

E. coli.
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