La investigacion reportada en esta tesis es parte de los programas de investigacion del
CICESE (Centro de Investigacidon Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada, Baja
California).

La investigacidn fue financiada por el CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia).

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). El uso de imagenes, fragmentos de
videos, y demas material que sea objeto de proteccion de los derechos de autor, sera
exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la
obtuvo mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, reproduccion,
edicion o modificacion, serd perseguido y sancionado por el respectivo o titular de los
Derechos Autor.

CICESE@ 2022. Todos los derechos reservados



Centro de Investigacion Cientifica y de Educacidn
Superior de Ensenada, Baja California

D

CICESE.

Maestria en Ciencias
en Ciencias de la Vida

con orientacion en Biotecnologia Marina

Identificacion de péptidos antimicrobianos producidos por
Bacillus con capacidad de inhibir el crecimiento de aislados
clinicos de Staphylococcus aureus

Tesis
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Maestro en Ciencias

Presenta:

Ivan Alexander Santos Cabrera

Ensenada, Baja California, México
2022



Tesis defendida por
Ivan Alexander Santos Cabrera

y aprobada por el siguiente Comité

Dr. Jorge Olmos Soto
Director de tesis

Miembros del Comité
Dr. Aldo Ulloa Moreno

Dr. Israel Rocha Mendoza

Dra. Ana Denise Re Araujo
Grado académico y nombre completoCoordinadora del
Posgrado en Ciencias de la Vida

Dr. Pedro Negrete Regagnon
Director de Estudios de Posgrado

Copyright © 2022, Todos los Derechos Reservados, CICESE
Prohibida su reproduccién parcial o total sin la autorizacion por escrito del CICESE



Resumen de la tesis que presenta Ilvan Alexander Santos Cabrera como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia Marina

Identificacion de péptidos antimicrobianos producidos por Bacillus con capacidad de inhibir el
crecimiento de aislados clinicos de Staphylococcus aureus

Resumen aprobado por:

Dr. Jorge Olmos Soto
Director de tesis

Algunas especies del género Staphylococcus estan asociadas a infecciones oportunistas de relevancia
clinica. Las infecciones producidas por algunas especies como S. haemolyticus y S. aureus, se asocian
con pacientes que sufren de un sistema inmunitario comprometido o en tratamiento con
medicamentos inmunosupresores. Sin embargo, el aumento de la presencia de S. aureus resistentes a
antibidticos de ultima generacidn, ha sido un tema de interés de salud publica y de preocupacién
mundial. La investigacion de los beneficios del uso de probidticos en las enfermedades bacterianas, se
ha llevado a cabo de forma intensa en los ultimos afios como alternativa a los tratamientos
farmacolégicos actuales. Las publicaciones demuestran que la aplicacién de probidticos a las
enfermedades bacterianas reduce las infecciones producidas por patdégenos microbianos. La
identificacion de nuevos antibidticos es necesaria para reducir la presencia de cepas resistentes.
Algunas especies de Bacillus tienen la capacidad de producir compuestos con actividad antimicrobiana
principalmente de naturaleza peptidica denominados péptidos antimicrobianos (AMPs). En el presente
trabajo, se evaluaron diferentes cepas Bacillus contra dos aislados clinicos provenientes de pacientes
mayores de 40 afios con infeccidn urinaria, identificados como S. haemolyticus y S. aureus. La cepa B2
mostré una actividad contra ambas especies patdgenas y fue seleccionada para la identificacion de
AMPs. La produccién de péptidos antimicrobianos durante el crecimiento de la cepa B2 fue
determinada mediante una curva de crecimiento, encontrandose que el punto de produccién maxima
se lleva a cabo en el tiempo T de la fase estacionaria. Las fracciones de bajo peso molecular (menor a
3 KDa) obtenidas mediante ultrafiltracion mostraron termo-estabilidad a 37°C, resistencia a enzimas
fisioldgicas (tripsina y proteinasa K) y no fueron afectadas por las sales del medio de cultivo. Los analisis
de cromatografia liquida de alta resolucién de fase reversa (RP-HPLC), corroboraron la presencia de
péptidos en la fraccién de bajo peso molecular. La obtencidén de péptidos de bajo peso molecular, con
ausencia de modificaciones postraduccionales y termo-resistentes, propone una alternativa al uso de
antibidticos, para tratar infecciones ocasionadas por especies resistentes del género Staphylococcus.

Palabras clave: Sthapylococcus, Probidticos, Microbiota, Péptidos Antimicrobianos (AMPs)
Aminoacidos (AA)



Abstract of the thesis presented by Ivan Alexander Santos Cabrera as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Marine Biotechnology

Identification of antimicrobial peptides produced by Bacillus with inhibitory activity on growth
Staphylococcus aureus clinical isolates

Abstract approved by:

Dr. Jorge Olmos Soto
Thesis Director

Some species of the genus Staphylococcus are associated with oortunistic infections of clinical
relevance. Infections caused by some species, such as S. haemolyticus and S. aureus, are associated
with patients suffering from a compromised immune system or taking immunosuressive drugs.
However, the increase in the presence of S. aureus resistant to the latest generation antibiotics has
been a topic of public health interest and global concern. Investigation of the benefits of the use of
probiotics in bacterial diseases has been intensively carried out in recent years as an alternative to
current pharmacological treatments. The publications show that the alication of probiotics to bacterial
diseases reduces infections caused by microbial pathogens. The identification of new antibiotics is
necessary to reduce the presence of resistant strains. Some Bacillus species have the ability to produce
compounds with antimicrobial activity, mainly peptidic, called antimicrobial peptides (AMPs). In the
present work, different Bacillus strains were evaluated against two clinical isolates from patients older
than 40 years with urinary tract infections, identified as S. haemolyticus and S. aureus. Strain B2
showed activity against both pathogenic species and was selected for AMP identification. The
production of antimicrobial peptides during the growth of strain B2 was determined using a growth
curve, finding that the point of maximum production occurs at time T2 of the stationary phase. Low
molecular weight fractions (less than 3 KDa) obtained by ultrafiltration showed thermostability at 37°C,
resistance to physiological enzymes (trypsin and proteinase K) and were not affected by salts in the
culture medium. Reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC) analyses
confirmed the presence of peptides in the low molecular weight fraction. Obtaining low molecular
weight peptides, with the absence of post-translational and heat-resistant modifications, proposes an
alternative to the use of antibiotics to treat infections caused by resistant species of the genus
Staphylococcus.

Keywords: Staphylococcus, Probiotics, Microbiota, Antimicrobial Peptides (AMP), Amino Acids (AA)
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Capitulo 1. Introduccidn

El descubrimiento de la penicilina en el siglo XX, fue una alternativa que permitidé el tratamiento de
infecciones bacterianas, mejorando significativamente la recuperacién y reduciendo la mortalidad de los
pacientes (Zaffiri etal., 2012). Sin embargo, el surgimiento de especies bacterianas resistentes a la
penicilina fue aumentando durante las primeras décadas de su descubrimiento. Las investigaciones
durante la segunda mitad del siglo XX permitieron el desarrollo de nuevas moléculas con actividad
antibidtica, pero eventos de seleccidén natural evidenciaron la capacidad adaptativa de algunas especies

bacterianas frente a estos antibiéticos (Gould, 2016; Mohr, 2016).

El aumento en la incidencia de organismos resistentes a tratamientos con antibidticos, ha sido de gran
importancia para la salud publica a nivel mundial (Whaley et al., 2017). La presencia de bacterias,
protozoarios y hongos resistentes a antibidticos de ultima generacidén, es causada por acciones como la
automedicacién con antibiéticos y mal seguimiento de tratamientos que se reflejan en la seleccién de

cepas resistentes (Bongomin et al., 2017; Whaley et al., 2017).

Algunos géneros bacterianos como Helicobacter, Salmonella, Streptococcus, Escherichia, Klebsiella y
Staphylococcus, cuentan con mecanismos moleculares de resistencia basados en enzimas que degradan a
los antibidticos y la capacidad para modificar la pared celular o proteinas celulares (Lobanovska vy Pilla,
2017). El origen de esta capacidad es discutido actualmente; algunas caracteristicas de resistencia tienen
su origen en el material cromosdmico de las especies y otras son adquiridas a través de materia genético

extracromosémico como plasmidos (Turner et al., 2019).

Staphylococcus es un género bacteriano Gram positivo, de morfologia esférica en una conformacién
agregada, similar a un racimo de uvas (Paharik y Horswill, 2016). Estan presentes en tejidos humanos y
animales de forma natural, principalmente en la piel y las mucosas(Dreno et al., 2017). Son anaerobios
facultativos y no formadores de esporas e inméviles. Se conocen alrededor de 50 especies que integran el
género Staphylococcus, de las cudles S. epidermidis, S. haemolyticus y S. aureus son de relevancia clinica
para el ser humano, por su capacidad para desarrollar infecciones oportunistas en diversos tejidos (Dreno
et al., 2017; Paharik y Horswill, 2016). En casos mas severos S. aureus puede causar meningitis, neumonia,
infecciones de tracto urinario o provocar sindrome de shock téxico con una alta tasa de mortalidad (Turner

et al., 2019).



2
Durante los afios 60s se detectaron cepas de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA por sus siglas en
inglés, methicillin-resistant S. aureus) cuya estructura quimica es similar a la penicilina (Harkins et al.,
2017). Fue entonces que se mostraron las primeras evidencias de adaptacién de las bacterias ante
antibidticos. Actualmente, la meticilina no esta designada como tratamiento de primera linea, debido a la
presencia en la poblacién mundial de MRSA (Davis et al., 2015). La relevancia de esta especie es su gran
capacidad de adaptacion a antibidticos, basados en cluster de genes de resistencia, ademas de
mecanismos moleculares que aun no se han podido describir con exactitud (Tong et al., 2015). Se han
detectado cepas resistentes a vancomicina (VRSA por si siglas en inglés, vancomycin-resistance S. aureus),
antibiético que funciona como ultima linea de defensa en presencia de cepas MRSA (McGuinness et al.,

2017).

La busqueda de moléculas con actividad antibiética es de relevancia mundial. Una mayor gama de
medicamentos contra especies bacterianas de importancia clinica para el ser humano, podrian reducir la
probabilidad en la presencia de cepas resistentes o aumentar el tiempo en el que estos se adapten a

tratamientos con antibidticos (Singh et al., 2017).

En afios recientes se han investigado los beneficios de las bacterias probidticas contra organismos
patdgenos, incluyendo bacterias, protozoarios y hongos (Hill et al., 2014). Las bacterias probidticas son
organismos que no presentan un riesgo para la salud humana vy, al contrario, han demostrado efectos
positivos sobre el mejoramiento de la absorcidon de nutrientes de la dieta, estimulacidon del sistema

inmunitario y actividad antibidtica contra patégenos (Hill et al., 2014; Rubio et al., 2017).

Bacillus es un género bacteriano Gram positiva, distribuido en todo el mundo, y su nombre se debe a su
morfologia tipo baston. Recientemente se ha demostrado que algunas especies del género Bacillus tienen
beneficios para la salud humana (Olmos y Paniagua-Michel, 2014). La actividad contra patégenos como
otras bacterias causantes de enfermedades en humanos, se ha relacionado principalmente en la
produccién de péptidos con actividad antimicrobiana (AMPs por las siglas en inglés, Antimicrobial

Peptides) (Chen et al., 2008).

Estos péptidos se han clasificado de dos fuentes de sintesis, ribosomales y no ribosomales. Los péptidos
ribosomales se han subdividido 3 clases mayores segun el tamafio en Kilodalton (KDa) y a la presencia o
ausencia de modificaciones postraduccionales que sufren en los aminodcidos de la cadena peptidica (Huan
etal.,, 2020). La clase 1: péptidos lantibidticos, clase 2: no lantibidticos (sin modificaciones

postraduccionales complejas), clase 3: péptidos bacteriolisinas, clase 4: péptidos con estructuras
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complejas. Los mecanismos de accion descritos de los AMPs se basan en provocar la muerte directa del
patégeno por medio de modificaciones en la permeabilidad de las membranas, inhibiciéon de rutas
metabdlicas esenciales y estimulacidon de células del sistema inmunitario (Abriouel et al., 2011; Caulier

et al., 2019).

La identificacion de pequefios péptidos antimicrobianos (de hasta 3 KDa) y con ausencia de modificaciones
post traduccionales, son una excelente alternativa a los antibidticos. Las ventajas en su produccién y
aplicacion se reflejarian en la reduccidn de costos de sintesis debido a su corta secuencia de aminoacidos,
ausencia de modificaciones. Ademas, la generacidon de nuevas moléculas de AMPs permite la reduccion
en la presencia de bacterianas resistentes a antibiéticos. En este sentido, la capacidad de cepas de Bacillus
en la produccién de AMPs no han sido caracterizadas por completo y son una buena fuente en la busqueda

de estos com puestos.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Género Staphylococcus

Las especies del género Staphylococcus son bacterias Gram-positivas, no formadoras de esporas,
anaerobias facultativas, inmaviles, catalasa positivas o negativas dependiendo de la especie, con una
morfologia de bacterias esféricas de pares o racimos similares a uvas, de donde proviene el nombre;

Sthapyl, que significa racimo de uvas, y kokkos, que significa baya (Paharik y Horswill, 2016).

La mayoria de las especies que integran el género crecen en los alimentos y estan presentes en los
animales (Krismer et al., 2017; Laux et al., 2019). Pueden sobrevivir en un rango de 7 °C a 48 °C, con un
una temperara 6ptima de crecimiento de 30-37 °C. Soportan pH acidos de hasta 4.5, pero su rango 6ptimo
de crecimiento es de 7,0 a 7,5 (Bastock et al., 2021). Una de las caracteristicas mas notables en la mayoria
de las especies es la tolerancia a las sales (Vaish et al., 2018). Histéricamente han sido responsables de

brotes de enfermedades transmitidas por alimentos contaminados (Hennekinne et al., 2012).

Aunque se han aislado mds de 50 especies pertenecientes al género Staphylococcus, las especies
mayormente presentes en el humano son Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus y

Staphylococcus aureus (Paharik y Horswill, 2016).
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Las infecciones nosocomiales (adquiridas en clinicas u hospitales) por S. epidermidis y S. haemolyticus han
generado mucha atencién durante afios recientes. Estas dos especies son organismos presentes en la
mayoria de los casos como parte de la microbiota (conjunto de microorganismos) de la piel que mantiene
la relacién comuinmente benigna con su huésped (Christensen y Briggemann, 2014). No producen
moléculas determinantes de virulencia agresivas, comparado con especies cercanas. De hecho, algunos
factores que normalmente sustentan el estilo de vida comensal de S. epidermidis parecen dar un beneficio
adicional en la defensa contra otros patégenos que pueden colonizar la piel humana (Glatthardt et al.,

2020).

Especies como S. epidermitis, S. aureus y S. haemolyticus tienen una notable adaptacién para sobrevivir
en fomites (objetos inertes que pueden contaminarse) durante largos periodos de tiempo (Hamdan-

Partida et al., 2022).

En contraste, la especie S. aureus también tiene una relacién cercana con la microbiota de diversos tejidos
humanos; sin embargo, su presencia se relaciona mayormente con infecciones bacterianas de relevancia
clinica debido a la capacidad de produccion de endotoxinas, colonizacidn e infeccidn en tejidos externos e
internos llegando a provocar enfermedades de alto indice de mortalidad (Eells et al., 2014; Krismer et al.,

2017).

En las ultimas décadas ha obtenido relevancia por la capacidad de resistencia a antibidticos, situdndose en
el nivel de prioridad elevada de la lista de las bacterias para las que se necesitan urgentemente nuevos

antibidticos segun la Organizacién Mundial de la Salud (Tacconelli et al., 2018).

1.1.2 Staphylococcus aureus y su incidencia en la salud humana

Es una bacteria Gram positiva, presente en animales y humanos. Alrededor del 30 % de los humanos sanos
la albergan en sus fosas nasales (Krismer et al., 2017; Paharik y Horswill, 2016). S. aureus es la causa
principal de la enfermedad estafilocdcica. La aparicion de cepas de S. aureus patdgenas resistentes a los
antibidticos es un problema mundial en medicina clinica como se mencioné previamente (Tacconelli et al.,

2018).

S. aureus se identificd en 1880 por Alexander Ogston en fluidos de abscesos de piernas infectadas y al poco

tiempo fue aislado por Rosenbach (Newsom, 2008). La presencia de infecciones provocadas por la bacteria
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se relaciond entonces en el mal manejo de heridas y malas condiciones antisépticas de areas de cirugia
(Nakayama, 2018). Durante el siglo XX las condiciones en los hospitales mejoraron, sin embargo, la
presencia de infecciones nosocomiales era evidente (J. Y. Liu y Dickter, 2020). Afios mas tarde el manejo
en las infecciones bacterianas mejord gracias al descubrimiento de la Penicilina en la década de los 40s,
durante los primeros afios de su aplicacidn, el antibiético mejord la calidad de vida y la reduccidén en la
mortalidad por bacteriemia (bacterias en el torrente sanguineo) (Mohr, 2016). Poco tiempo después, en
la misma década, las primeras cepas de S. aureus resistentes a la penicilina fueron aisladas. Esta capacidad
de resistencia fue ocasionada por la presencia del gen blaZ que traduce para la proteina B-lactamasa. Las
betalactamasas son enzimas capaces de degradar los antibidticos de la familia betalactdmicos (penicilinas,

carbapenémicos, cefalosporinas y monobactamicos) (Harkins et al., 2017; Lobanovska y Pilla, 2017).

En los afios 60s se desarrollé un analogo de la penicilina, denominado meticilina. Un afio después de su
uso como antibidtico fueron aislados S. aureus resistentes a meticilina (MRSA por siglas en inglés
Methicillin-resistant S aureus) (Turner et al., 2019). La resistencia a antibidticos tiene su origen en el
elemento genético mévil nombrado como “Cassette Cromosémico Estafilocdcico” el cual contiene el gen
mecA. La proteina resultante del gen mecA tiene una alta afinidad a la penicilina, lo cual le confiere la
resistencia a un gran grupo de antibioticos beta lactdmicos incluyendo la penicilina y meticilina (Harkins

et al., 2017; McGuinness et al., 2017; Tong et al., 2015).

El manejo en las infecciones bacterianas provocadas por MRSA fue cada vez mas complejo y evidencié la
capacidad de resistencia por el agente infeccioso. Durante las décadas siguientes en el siglo XX, los aislados
clinicos con resistencia a meticilina fueron mas comunes (Lakhundi y Zhang, 2018). Actualmente, la
prevalencia de MRSA es del 15 a 74% en diferentes estudios a nivel mundial (Kock et al., 2010). En 2005,
las infecciones invasivas por MRSA en Estados Unidos, ocurrieron a una tasa de 31,8 por cada 100 000
personas y el 75 % de estas infecciones invasivas por MRSA involucraron bacteriemia provocada por S.

aureus (Hassoun et al., 2017).

En México, no se tienen datos estadisticos homogéneos por la Secretaria de Salud Publica sobre la
indicencia de SA, la mayor parte de las investigaciones son regionales o locales en hospitales generales.
Un estudio reciente en el 2018 evalud la incidencia de SA en la Clinica Médica Sur de la Ciudad de México.
Se incluyeron pacientes hospitalizados de enero 2016 a enero 2018, en los cuales se aisld S. aureus en
muestras analizadas en el Departamento de Microbiologia. Se analizaron 128 aislados de los cudles 81%
eran aislados sensibles a meticilina (MSSA methicillin-sensitive S. aureus) y 19% fueron MRSA (Castaneda-

Méndez, 2018)
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En el estado de Baja California tampoco existe informacidn sdlida sobre la presencia de cepas resistentes
de S. aureus. Una tesis en el 2016 evalud aislados clinicos del Centro Oncoldgico Pediatrico de la ciudad de
Tijuana, Baja California. Los resultados mostraron que de las 44 muestras clinicas de S. aureus, el 16%

mostré resistencia a meticilina (Carrillo Terrazas, 2016).

Aungue la circulacién de cepas resistentes es en un porcentaje menor, es importante mencionar que la
circulacién de estas existe dentro de la poblacidon mexicana. La observacion epidemioldgica a nivel estatal,
nacional y mundial es de suma importancia, debido al grado de relevancia por parte de la Organizacién

Mundial de la Salud (OMS) para efectuar tratamientos efectivos en un futuro.

1.1.3 Efectos de la infeccién de SA en la salud humana

Staphylococcus aureus es una bacteria comensal, pero también puede actuar patégeno humano (Krismer
et al., 2017). Las infecciones por S. aureus suelen aparecer en la piel como una bolsa de pus rodeada de
piel roja y dolorosa (Figura 1A) (Leung et al., 2018). También pueden ocasionar intoxicacidn por ingestion
de endotoxinas (Hennekinne et al., 2012). El mal manejo de las infecciones, asi como pacientes con un
sistema inmune comprometido puede ocasionar la infeccidn severa aumentando el riesgo de mortalidad

y morbilidad (Hassoun et al., 2017).

Figura 1. Infecciones provocadas por S. aureus. A) Infeccion leve en la dermis humana, B) Infeccidn severa
en los pulmones (desarrollo de neumonia).
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Algunos de los casos severos ocasionados por S. aureus son: bacteriemia (infeccién en torrente sanguineo),
endocarditis infecciosa (El), infecciones osteoarticulares, de piel y tejidos blandos, pleuropulmonares o
neumonia (Figura 1B) (Miller et al., 2020). La bacteriemia es quizas la manifestacién mejor descrita de la
infeccion por S. aureus. Multiples estudios han documentado la prevalencia, incidencia el prondstico y la

relacidn de la Bacteriemia por S. aureus (SAB) en las regiones industrializadas del mundo (van Hal et al.,
2012).

Orzuelo

Sinusitis
Carbuncos
/impétigo

Fortinculos
Propagacién
hematégena/

Sepsis
Neumonia

Endocarditis

Artritis

. séptica
Emesis
Celulitis/
Erispelas
Diarrea

Sindrome de
la piel
escaldada

Sindrome de
choque téxico
Osteomielitis Infeccién de tracto
urinario

Figura 2. Afectaciones en la salud humana producidas por infecciones de Sthapylococcus aureus. Tomado y
modificado de Wetheim et al., 2005.
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La edad es una determinante clave de la incidencia de SAB, y las tasas mas altas de infeccidén ocurren en
cualquier extremo de la vida, infantes o adultos mayores (Hassoun et al., 2017). Los estudios demuestran
altas tasas en el primer afo de vida, una baja incidencia durante la edad adulta temprana y un aumento
gradual de la incidencia con el avance de la edad. SAB se puede clasificar como "complicado" o "no
complicado". Estas designaciones tienen implicaciones significativas para la extension y el tipo de
evaluacion diagndstica, la duracion del tratamiento antibiotico y el prondstico general (Turner et al., 2019).
Un estudio de un solo centro de 724 pacientes de SAB definié la infeccidon complicada como aquella que
resultd en mortalidad atribuible, debido a afectaciones en el sistema nervioso central (SNC). Debido a la
presencia de S. aureus en diversos tejidos humanos, las patologias asociadas a la infeccién son variadas
(Figura 2) y dependiendo del tipo de manifestacidn clinica es el tratamiento (Kourtis et al., 2019; Paharik

y Horswill, 2016; Wertheim et al., 2005).

1.1.4 Bacterias probidticas, una fuente de moléculas con actividad antibidtica

En afios recientes se ha demostrado que bacterias probidticas aportan beneficios a la salud directa del
portador, desde la salud nutricional, salud mental y combate contra patégenos (Olmos et al., 2020). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de los Estados Unidos para la Agricultura y la
Alimentacion (NIFA) definen a los probidticos como "microorganismos vivos que, cuando se administran
en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del huésped" (Hill et al., 2014). La propiedad
mas importante de una cepa probidtica es que debe ser seguro para la salud humana o animales de interés,
denominada certificacion GRAS (por sus siglas en inglés: Generally recognized as safe). Por lo tanto, las
cepas bacterianas de esta categoria podrian considerarse inofensivas y pueden incluirse en tratamientos
humanos. Ademas, las bacterias probidticas deben tener capacidad de adherencia para competir con los
patdgenos por los sitios de unidon en la mucosa del intestino (Rubio etal., 2017). Las bacterias
seleccionadas deben ser capaces de soportar altas temperaturas y pH extremos para sobrevivir al proceso
de ingestidn. De manera éptima, los probidticos deben producir una gran diversidad de enzimas y péptidos

antimicrobianos (AMPs) para poder eliminar patégenos oportunistas (Caulier et al., 2019).

Se han descrito Lactobacillus salivarus y L.fermentum con efectos antimicrobianos contra de S. aureus y
otras bacterias patdgenas (M. S. Kang et al., 2017). La especie Lactobacillus plantarum produce un péptido
antimicrobiano denominado Tet213. Los efectos del péptido sobre S. aureus mostraron inhibicién en la

formacidén de biopeliculas (Ming et al., 2015).
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Recientemente se ha integrado a especies de Bacillus como bacteria probidtica (Olmos y Paniagua-Michel,
2014). Estan presentes en la mayoria de los ecosistemas terrestres. Esta predominancia se ha reflejado en
su capacidad de supervivencia en ambientes hostiles y de competencia por nutrientes. Desde su capacidad
en la produccién de AMPs, enzimas degradadoras de moléculas complejas, y mejoramiento en la

diversidad de la microbiota intestinal de organismos pluricelulares (Caulier et al., 2019).

La mayoria han mostrado una carga catidnica debido a la presencia de aminodcidos con carga positiva
como histidina, argininay lisina. Sin embargo, se han aislado AMPs con carga anidnica debido a la presencia
de acido aspartico, acido glutdmico. Se ha observado un patréon en mayoria de los péptidos con una
proporcién significativa (aproximadamente 50%) de residuos hidrofdbicos (Haney et al., 2017; Huan et al.,

2020).

La Gramicidina, fue el primer AMP que se descubrié en 1939 a partir de la bacteria del suelo Bacillus brevis
y mostrd actividad antibacteriana in vitro e in vivo contra muchas bacterias gran positivas (Dubos, 1939).
Actualmente, se han identificado mas de 3000 péptidos con actividad contra patégenos, la mayoria de
ellos reportados en la base de datos Antimicrobial Peptide Database (APD3) (G. Wang et al., 2016). El
aislamiento de los AMPs tiene su origen en plantas, mamiferos, anfibios, organismos acudticos, insectos y

microorganismos como levaduras o bacterias (Huan et al., 2020).

Debido al rapido aumento de microorganismos patdgenos resistentes a los medicamentos, los AMPs de
fuentes sintéticas y naturales han ganado interés como nuevos agentes terapéuticos (H. K. Kang et al.,
2017). En este sentido, el género Bacillus ha mostrado una enorme diversidad en la produccién de AMPs

(Caulier et al., 2019)

1.1.4.1 Clasificacién de los Péptidos antimicrobianos (AMPs) bacterianos

Aunque existen diversas clasificaciones para los AMPs basados en la estructura, actividad bioldgica y
fuente de produccidn. La clasificacion mas aceptada para los péptidos producidos por bacterias se sustenta
del peso molecular, modificaciones postraduccionales y su fuente bacteriana; Gram positiva o Gram

negativa (Figura 4) (bin Hafeez et al., 2021)
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1.1.4.2 AMPs Bacterias Gram positiva

Los AMP bacterianos sintetizados ribosomalmente se denominan bacteriocinas (Tajbakhsh et al., 2017).
Las bacteriocinas producidas por bacterias Gram positivas; como las bacterias pertenecientes al género
Bacillus, se pueden clasificar en cuatro clases: (1) lantibidticos, (2) no lantibidticos, (3) bacteriocinas de

gran tamafo y (4) bacteriocinas de estructura Unica (Simons et al., 2020).

e C(Clase 1, también nombrados lantibidticos, son AMPs de una longitud promedio de 19 a 38
aminodacidos, con pesos moleculares menores a 5 KDa. Algunas caracteristicas particulares son sus
modificaciones postraduccionales (PTMs por sus siglas en inglés post-translational modifications)
como adicion de aminoacidos inusuales como lantionina o puentes de lisinoalanina (Xie y van der
Donk, 2004). Estas modificaciones se reflejan en su estabilidad a temperaturas mayores de 60 °C,
resistencia un amplio rango de pH y proteolisis. La clase | se divide en dos subclases (Islam et al., 2012;

Sahl et al., 1995).

o La subclase 1a: la mayoria de péptidos de esta subclase tienen una carga positiva y una
estructura lineal con una actividad antimicrobiana dirigida a la formacién de poros en las
membranas bacterianas. De igual forma algunos péptidos pertenecientes a esta subclase
inhiben la sintesis de la pared celular, uno de los mas caracterizados es la nisina (Figura 3)

(Bierbaum y Sahl, 2009; Salmieri et al., 2014).

Figura 3. Estructura quimica de la Nisina. Tomado de Salmieri et al., 2004.
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o La subclase 1b: consta de péptidos globulares, no flexibles con carga negativa que inhiben
enzimas cruciales de las bacterias objetivo. Algunos péptidos pertenecientes a esta subclase

son la citolisina y salivaricinas (Simons et al., 2020).

Clase 2, incluyen péptidos pequefios (<10 kDa), lineales, resistentes al calor y a los tratamientos acido-
basicos (bin Hafeez et al., 2021). A diferencia de los antibiéticos de Clase |, los AMP de Clase Il son
bacteriocinas que no contienen lantionina y experimentan modificaciones postraduccionales limitadas
(principalmente uniéon mediante enlaces disulfuro) y, por lo tanto, no contienen aminodcidos inusuales
(Fimland etal.,, 2005; Nissen-Meyer etal.,, 2010). Actian como bacterias formadoras de
poros/desestabilizadoras de membranas/aumentadoras de la permeabilidad (bin Hafeez et al., 2021).

Las bacteriocinas de clase Il se pueden clasificar en cuatro subclases

o Subclase 2a: péptidos lineales con enlace disulfuro. La mayoria se ha asociado a mecanismos
de modificacién de la permeabilizaciéon de la membrana celular. PA-1, producido por

Lactobacillus plantar actia mediante la formacidn de poros (Fimland et al., 2005).

o Subclase 2b: son péptidos constituidos por dos subunidades peptidicas en igual proporcion
gue actuan exclusivamente en conjunto. Por ejemplo, Lactacina F. Actua en la modificacién de

la permeabilidad especifica de K+ y fosfato (Nissen-Meyer et al., 2010).

o Subclase 2c: pépticos de bajo peso molecular, menor a 10 KDa, cominmente circulares,
mediante la unién de los grupos N y C terminal. Algunos por ejemplo son la Gassericina A,
lactociclinina Q y Uberolisina. La mayoria actua de forma similar mediante la permeabilizacidn
de la membrana, permitiendo la disipacidn de iones y modificando el potencial de membrana
ocasionando la muerte celular (Nissen-Meyer et al., 2009; Sawa et al., 2009; van Belkum et al.,

2011).

o Subclase 2d: Son todas las bacteriocinas no caracterizadas, y no comparten una similitud con

las secuencias de la clase Il (Simons et al., 2020).

Clase 3 de bacteriocinas, también Ilamadas bacteriocinas, consisten de pépticos termoestables, de
peso molecular >30 KDa. Algunos identificados son las zoocina A y la enterolisina A. Investigaciones
han expuesto que algunas de estos péptidos tienen efectos en la inhibicidon de sintesis de la pared

celular (Cotter et al., 2005; Simons et al., 2020)
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e C(lase 4, son estructuras mayormente complejas debido a la presencia de mondémeros de lipidos o
carbohidratos. Algunos aislados son la lactocina 27 y la pediocina SJ-1, que acttan en la disrupcién de

la membrana celular(da Silva Sabo et al., 2014; Heng et al., 2007) .

Las bacteriocinas no ribosomales son resultado de enzimas denominadas péptidos sintetasas no
ribosédmicos (NRPS), enzimas multimodulares que catalizan la sintesis de productos naturales muy diversos
de origen bacteriano o fungico, denominados péptidos no ribosémicos (NRPs)(Tajbakhsh et al., 2017).
Algunos de las bacteriocinas que tienen este origen son las polimixinas: son lipopéptidos ciclicos no
ribosomales, se han denominado asi debido al primer aislado proveniente de Paenibacillus polumyxa y las

Tridecaptinas (Galea et al., 2017).

AMPs de gram positivas

—

AMPs ribosomales

AMPs no ribosomales w

Tridecaptinas: peptidos
no ribosomales lineares

Clase |
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(<5 KDa; 19-38aa);
Modificaciones

Clase ll
No lantibiéticos (.7 - 10
KDa), estabilidad térmica,
sin modificaciones
postraduccionales

Clase IV: Bacteriocinas
con estructuras
complejas, adicién de
carbohidratos, lipidos o
aminodcidos
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péptidos termolabiles
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Figura 4. Clasificacion de los péptidos antimicrobianos (AMPs) producidos por bacterias. Tomado y modificado

de Kumar et al., 2018.
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1.1.5 Bacillus y su capacidad para la produccion de AMPs contra especies patégenas

Las especies del género Bacillus se encuentran entre las bacterias mds extendidas en todo el mundo; se
puede encontrar en el suelo, agua dulce y marina, aire y diferentes tipos de alimentos (Olmos y Paniagua-
Michel, 2014). Son bacterias Gram positiva, formadoras de esporas, con especies que pueden sobrevivir
en condiciones de oxigeno (aerobias) y ausencia relativa de oxigeno (anaerobias facultativas) y su nombre
se debe a su morfologia tipo bastdn(Mondol et al., 2013).. Varias especies de Bacillus estan aprobadas por
la Administraciéon de Medicamentos y Alimentos (FDA) porque no son tdxicas para los animales ni para los
humanos, siendo Bacillus subtilis, la mas empleada como bacteria probidtica. La mayoria de las enzimas
de Bacillus se secretan al medio de cultivo, lo que facilita su purificacién y aplicacion como alimento (Chen
et al.,, 2008). Algunas enzimas de Bacillus tienen la capacidad de degradar proteinas, carbohidratos y
lipidos complejos de cualquier fuente, lo que permite su rdpido crecimiento en casi cualquier fuente de
carbono y nitrogeno (Olmos et al., 2020). Estas bacterias pueden crecer en condiciones aerdbicas y
anaerdbicas, en pH acidos como los que se encuentran en el tracto digestivo. Se han descubierto una gran
variedad de péptidos antimicrobianos, que pueden inhibir el desarrollo de patdgenos (Caulier et al., 2019;
Stein, 2005). Muchos de estos péptidos se han aislado de diversas especies de Bacillus, sin embargo, se ha
observado que inclusive entre cepas distintas de la misma especie se producen péptidos con actividad

especifica contra patégenos (Mercado y Olmos, 2022).

Modulacién immune

w @
.a Linfocito

Muerte directa

Blancos internos Disrupcion de la membrana

Monocito PMNs
H* H* H*
08 Il ’_4 E Reclutamiento y activacion de
: £ las células inmune
D D Z Ny
DP ATP
Unidn a Disrupcion de la Mejoramiento en la muerte y Control de la
receptores membrana limpieza del patégeno inflamacion
mediante otros
mecanismos

Figura 5. Actividad de los AMPs de Bacillus sp. en la respuesta contra patégenos. Tomado y modificado de Kumar
et al., 2018.
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Algunas de las actividades que estan relacionadas a los AMPs producidos por Bacillus son la modificacién
de la membrana celular mediante la formacion de poros (Figura 5). Aunque es el mecanismo que
mayormente se presenta provocado por AMPs también se ha demostrado que pueden tener accidon en
enzimas diana de importancia celular, por ejemplo, inhibicién de enzimas de rutas metabdlicas (Caulier et
al., 2019; Haney et al., 2017; Kang et al., 2017). Un gran nimero péptidos identificados comparten algunas
caracteristicas principalmente estabilidad frente a condiciones fisicas extremas, como termo tolerancia,
pH extremos acidos y bdsicos entre otros. Este patron de estabilidad se ha relacionado con la capacidad
de las bacterias pertenecientes al género a habitar diversos ambientes (Abriouel et al., 2011; Sumi et al.,

2015).

Recientemente se ha relacionado que algunos AMPs de bacterias probidticas tienen la capacidad de
estimular la respuesta inmune mediante la modulacién de células del sistema inmunolégico del humano.
Las investigaciones de la importancia de los probidticos en la salud humana tienen una relacidon también
en la presencia de AMPs especificos que permiten el mejoramiento en la respuesta inmune, control de la

inflamacidn y la eliminacidn de los patégenos (Mohammed y Radey, 2021).

1.1.6 Produccidon de AMPs durante el crecimiento de Bacillus

La produccion de péptidos antimicrobianos tiene una relacion con el crecimiento bacteriano. Estas han
sido determinadas mediante la realizacién de curvas de crecimiento. Se componen de cuatro etapas
principales (Figura 6). Las fases de crecimiento tienen caracteristicas metabdlicas y reproductivas distintas

que son particulares para cada especie bacteriana.

e Fase latencia: es el periodo breve, cominmente observada en el proceso de transicién de medio de
crecimiento. Presenta una alta actividad metabdlica, sin embargo, bajo nimero de células. Con una

baja produccién de metabolitos secundarios

e Fase exponencial: o también denominada fase logaritmica, sus caracteristicas particulares son la alta
actividad metabdlica, aumento en el nimero de células. Baja produccidon metabolitos secundarios. Se
ha observado en diversivas especies de Bacillus que a mitad de la de la etapa exponencial empieza la

produccién de AMPs (J. Li et al., 2014; X. Liu et al., 2015)
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e Fase estacionaria: esta fase se caracteriza por el aumento de numero células proporcional a la muerte
de otras. El alcancé de esta etapa se debe a razones de agotamiento de nutrientes, nUmero de células

en medio de cultivo, presencia de productos téxicos. La mayoria de los metabolitos secundarios son

producidos en esta etapa, incluyendo péptidos antimicrobianos (AMPs).

e Fase de muerte: al reducirse drasticamente la presencia de nutrientes en el medio, asi como el
aumento de metabolitos secundarios, la tasa de reproduccidn disminuye y el nimero de células vivas

son menores conforme al tiempo.

~#Curva de crecimiento Bacteriano

4 Fase . Fase . Fase estacionaria | Fase de
latencia . exponencial | 3 muerte

Log (nGmero de células)

Figura 6. Etapas de crecimiento bacteriano.

Una caracteristica particular de las especies que integran al género Bacillus es su capacidad para formar
esporas. Este fendmeno tiene su origen durante la etapa estacionaria. Esta capacidad de algunas bacterias
son mecanismos naturales que les permiten sobrevivir a los desafios ambientales y nutricionales. La
formacién de esporas permite que el genoma bacteriano se mantenga en una estructura resistente de
forma esférica (espora) hasta que mejoran las condiciones ambientales o nutricionales, momento en el

que la espora germina rapidamente y vuelve al estado vegetativo. La estructura de la espora le permite
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tener una resistencia a factores ambientales (pH, temperatura, sales) y bioldgicos (degradacién por

enzimas).

La mayoria de los metabolitos secundarios producidos por especies de Bacillus son producidos al término
de la fase exponencial y durante en la fase estacionaria. Este comportamiento esta vinculado con el medio
de cultivo seleccionado y la formacidon de esporas, debido a las caracteristicas nutricionales y de poblacion
celular. Algunos de los medios de cultivo mas utilizados para la produccién de AMPs son Luria Bertani (LB),
Nutriente Broth (NB), Caldo de soja triptico (TSB), Infusion cerebro-corazén (BHI), entre otras. La mayoria
de los medios desarrollados tienen una restriccién nutricional, que, debido a la ausencia de fuentes de
carbono principales, como glucosa, se metaboliza otras fuentes como proteinas, al existir una competencia
por nutrientes debido al nimero de células presentes en el medio, diversas rutas metabdlicas y de
expresion de genes se activan, aumentando la produccién de diversos compuestos incluyendo péptidos

antimicrobianos.

1.1.7 Ultrafiltracion para AMPs

La mayor parte de los AMPs que se han identificado han sido mediante el empleo de herramientas que
han facilitado el proceso de aislamiento y purificacidon, como técnicas de ultrafiltracion a base filtros de

celulosa y cromatografia liquida de alta de alta eficiencia (HPLC) (Tang et al., 2018).

La filtracién es el proceso en el cual moléculas que se encuentran en solucién acuosa pasan o se retienen
a través de una membrana con un tamafio de poros conocido (Brose et al., 2002). El tamafio del poro

define a la clasificacion de filtracion.

e Filtracion simple de particulas: tamafio de poros de de 1 a 1000 micras (um) utilizada cominmente
para la eliminacion de particulas grandes con peso molecular mayor de 500 Kilodalton (KDa) (Brose

et al., 2002).

e  Microfiltracién: tamafio de poros de 10 a 0.1 um, con una retencién de moléculas mayores a 100

KDa. (Brose et al., 2002).

e Ultrafiltracion: tamafio de poros de 0.1 a 0.01 um, con una retencién de moléculas que va desde

1 KDa a 100 KDa (Ghose, 1994).
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e Nanofiltracién: tamaio de poros de 0.01 a 0.001 um, con una retencion desde los .200 a 1000

KDa. (Holdich et al., 2006).

La ultrafiltracién es el proceso mayormente usado para la purificacion de proteinas o péptidos, en el cual
una solucidn que contiene estas moléculas pasa través de membrana impulsado por la presidn generada
por la fuerza centrifuga (Brose et al., 2002). Las membranas de ultrafiltracién tienen poros con diversos
didmetros que dependiente de este valor, son las moléculas que pueden atravesar la membrana, pueden
ir desde los 0.1 a 0.01 um (Ghose, 1994). Aunque la ultrafiltracion a menudo se ha visto como una
separacion puramente basada en el tamafo, por moléculas mas grandes retinas que los poros de la
membrana, la separacidn en la ultrafiltracion en realidad ocurre debido a las diferencias en la tasa de
filtracion de diferentes componentes a través de la membrana en respuesta a una fuerza impulsora de
presion dada, no ocurre de forma espontanea al aplicar la solucion en el filtro (Holdich et al., 2006;

Zumstein, 2001).

La seleccidn de la membrana ideal dependera del objetivo de purificacion, previo a esto se requiere de un
conocer el concepto corte de peso molecular (MWCO por sus siglas en inglés Molecular weight cut-off) es
un método de caracterizacidn utilizado en la filtracidon para describir la distribucidon del tamafio de los
poros y las capacidades de retencién de las membranas. Se define como el peso molecular mas bajo (en
Daltons) en el que la membrana retiene mas del 90% de un soluto con un peso molecular conocido (Ghose,

1994).

Al elegir el limite de peso molecular apropiado para aplicaciones especificas, se deben considerar muchos
factores, incluida la concentracidon de la muestra, la composicién, la forma molecular y las condiciones
operativas, como la temperatura y la presidn. La mayoria de las casas comerciales tienen a la venta

dispositivos de ultrafiltracidon que van desde los 100, 50, 30, 10, 5y 3 MWCO.

1.1.8 Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) para AMPs

La Cromatografia liquida de Alta Resolucion o HPLC por sus siglas en inglés High-performance liquid
chromatography es una técnica muy empleada para la purificaciéon de diversas moléculas, incluyendo
proteinas y péptidos (Josic y Kovac, 2010). Emplea un fundamento similar a la cromatografia liquida en
columna. La separacion de uno o varios compuestos que constituyen una muestra son eludidos debido a

la diferencia en las afinidades relativas por la fase movil y la fase estacionaria utilizada (Carr D., 2002).
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Los elementos esenciales para el funcionamiento de HPLC son: una muestra o analito, una fase movil
(eluyente), una fase estacionaria (caracteristicas de la columna) y una unidad de deteccién. Dependiente
de la estructura quimica del analito, las moléculas se retardan mientras pasan por la fase estacionaria. Las
interacciones intermoleculares especificas entre las moléculas y el material del relleno de la columna,
definen su tiempo en la columna, esta caracteristica principalmente es dada por las caracteristicas de
hidrofobicidad de la fase estacionaria y la muestra. Por lo tanto, los diferentes compuestos de una muestra
se eluyen en tiempos diferentes debido a la modificacidn de las interacciones hidrofdbicas o hidrofilicas

ocasionadas por la fase movil (Blum, 2014; Mant et al., 2007)

Se dividen en dos tipos de HPLC, fase normal (NP-HPLC) y fase reversa (RP-HPLC). Esta clasificacién se
refiere a la polaridad de los elementos de la fase moévil y la fase estacionaria. En la fase normal la fase movil
son solventes de caracteristicas no polares o polaridad baja, por ejemplo, heptano. La fase estacionaria
presenta una alta polaridad. Los elementos eluidos mediante esta fase son inicialmente compuestos

hidrofdbicos (Blum, 2014).

* Solucién A:
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Figura 7. Elementos principales de Cromatografia Liquida de Alto Resolucion fase reversa (RP-HPLC). Marcas
rojas: soluciones y unidades usadas comunmente para la purificacién e identificaciéon de péptidos.

Sin embargo, la fase reversa (RP-HPLC) es la que mayormente se ha empleado para la identificacion
proteinas y péptidos. A diferencia de la fase norma, la fase mévil son solventes de polaridad media a alta,
como etanol (EtOH) o acetonitrilo (ACN) y una fase estacionaria de baja polaridad, cominmente provista

por cadenas de alcanos que dependiendo de la longitud de carbonos le permite tener propiedades de
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retencién de compuestos, por ejemplo, cadenas de alcanos de 8 carbonos (C8) o 18 carbonos (C18)
anclados a superficie cominmente de silica. Para péptidos de bajo peso molecular >10 000 Daltons, se
recomienda el empleo de columnas de C8. Las columnas C18 para moléculas por debajo de los 1000 (Figura

7) (Carr D., 2002; Mant et al., 2007).

La mayoria de los péptidos antimicrobianos (AMPs) tienen una regidn polar y otra no polar (anfipaticos).
El empleo de RP-HPLC, permite la interaccién de la region hidrofébica de los péptidos con la cadena de
carbonos de la fase estacionaria (Figura 8). La fase mévil mas usada es acetonitrilo debido a su polaridad
intermedia, lo que permite tener un mayor rango de resolucién respecto a la hidrofobicidad de las

moléculas presentes en la muestra

Péptido entra a la columna en la fase
Péptido es retenido en la

movil
superficie de la columna de
fase reversa (Interacciones

hidrofébicas)

El péptido es liberado de la
superficie de la columna cuando la

. concentracion de la solucion B

alcanza un valor critico

Figura 8. Mecanismo de ingreso de péptido a columna en fase mévil. Tomado y modificado de Carr D., 2002.

La unidad de deteccién varia dependiendo del tipo de muestra a analizar. Se clasifican en dos familias:

e Detectores basados en propiedad del soluto: responden a las propiedades del soluto, por ejemplo,
detectores de absorbancia UV o florescencia. Las sefiales reportadas son entonces, proporcional

a la intensidad de la presencia del compuesto en la muestra (Blum, 2014).
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e Detector basado en propiedad en bloque: por ejemplo, detectores de HPLC de indice de
refraccion, se basan en el cambio del indice de refraccién del eluyente de la columna con respecto

a la fase movil pura (Blum, 2014)

Para la deteccién de péptidos la unidad de deteccion mayormente empleada es de tipo luz ultravioleta
(UV), esto es debido a que los enlaces peptidicos absorben fuertemente la luz en el ultravioleta lejano (UV)
(<230 nm), proporcionando un medio conveniente de deteccidon (generalmente entre 210 y 230 nm).
Aungue también se utiliza la longitud de 280 basados en los residuos de aminodcidos aromaticos como
tirosina, fenilalanina y triptéfano absorben luz en el rango UV de 250 a 290 nm (Josic and Kovac, 2010; Lee

et al., 2019; Selsted, 1997).

1.2 Justificacion

Las especies del género Bacillus producen y secretan AMPs capaces de inhibir diversos patdgenos. En este
sentido y debido a la gran diversidad de AMPs producidos por especies del género, junto con la busqueda
de nuevas alternativas para el tratamiento de infecciones bacterianas por S. aureus, los AMPs son una
alternativa prometedora en el manejo de infecciones bacterianas. Este trabajo se enfoca en aislar,
identificar y analizar pequefios péptidos antimicrobianos (AMPs) de la clase 2, subclase 3, que no tiene
modificaciones postraduccionales, resistentes a pH y altas temperaturas, con capacidad inhibitoria frente
a aislados clinicos de S. aureus y S. haemolyticus. La busqueda de nuevos AMPs producidos por Bacillus,

representan una fuente poco explorada para la generacién de farmacos.

1.3 Hipotesis

Las especies del género Bacillus producen pequefos péptidos antimicrobianos con capacidad antibidtica

contra especies del género Staphylococcus.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar péptidos antimicrobianos producidos por Bacillus con capacidad para inhibir aislados

clinicos de S. aureus y S. haemolyticus.

1.4.2 Objetivos especificos

e |dentificar cepas de Bacillus con capacidad para inhibir el crecimiento en placa de especies patégenas

de Staphylococcus.

e Determinar el tiempo en el que se alcanza la maxima produccidn de péptidos antimicrobianos respecto

a la curva de crecimiento de Bacillus.

e Caracterizar los péptidos antimicrobianos con efecto inhibitorio contra especies patégenas de

Staphylococcus.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Seleccion y cultivos de especies de Staphylococcus.

Las especies de Staphylococcus aisladas de pacientes enfermos se obtuvieron de muestras provistas por
el Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE) del departamento de
parasitologia. Dos especies fueron seleccionadas provenientes de infecciones urinarias de adultos mayores
e identificados como S. haemolyticus (SH) y S. aureus (SA). La identificacion fue realizada por el ISSSTE
mediante el equipo VITEK 2 (VITEK 2 Compact, Biiomerieux). Los modelos patogenos SH y SA fueron
trasladados a viales con glicerol a -70°. Previo a las pruebas de difusién de agar, se sembraron en placas
provenientes de los viales de glicerol para su posterior incubacion durante 24 horas a 30° C en medio BHI

(Brain heart infusion).

Debido a sus caracteristicas nutricionales del medio BHI, se utilizan regularmente como medio para el
hemocultivo y como principal medio para la identificacién de Streptococcus, Staphylococcus y otras

bacterias de relevancia clinica (M. S. Kang et al., 2017).

2.2 Seleccion de cepas de Bacillus

Las cepas de Bacillus fueron previamente aisladas de muestras de suelo y agua de sedimentos marinos
((Leonel Ochoa-Solano y Olmos-Soto, 2006). Se denominaron como cepas B2, B3, B4 y N24 provenientes
de la coleccidn de aislados de Bacillus del Departamento de Biotecnologia Marina, de la Divisién de
Biotecnologia experimental. Se cultivaron en placas con medio sélido de lisogenia (LB) durante 24 horasy

se mantuvieron en refrigeracion a 42 C.

2.2.1 Obtencion de sobrenadante.

La obtencién de sobrenadante se hizo mediante el crecimiento de las cepas de Bacillus en medio Schaeffer.
Se realizé un crecimiento en placa con medio sdélido LB durante 12 horas. Se obtuvo una muestra mediante
un asa bacterioldgica para su crecimiento nocturno (overnight), en matraces de 250 mL con 30 mL de

medio liquido LB a 250 revoluciones por minuto (rpm) durante 12 horas en una agitadora a 37°.
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Posteriormente se tomd una muestra de 3 mL y fueron transferidas a matraces de 250 mL con 27 mL de
medio liquido de esporulacion Schaeffer y se mantuvieron durante 12 horas a los mismos parametros del
cultivo overnight. Se tomaron lecturas al finalizar el crecimiento overnight y el crecimiento en medio de
produccidn. Las lecturas se realizaron tomando 100 pl de muestra en 900 pl de agua en una dilucién 1:10,
y se determind la absorbancia a una longitud de onda de 600 nandmetros en un espectrofotémetro HACH

DR 5000.

El crecimiento en el medio de produccion de las cepas de Bacillus se realizd con su réplica experimental.
Los valores de absorbancia fueron multiplicados por el valor de dilucién 1:10 para calcular su absorbancia
real de las muestras. Los valores de absorbancia fueron transferidos al software Prism9 GraphPad® y

graficados.

Posterior a las 12 horas de crecimiento se tomaron 10 mL de muestra de los diferentes medios. Los
volimenes se transfirieron en tubos Falcon™ de 50 mL y fueron llevados a centrifugacién mediante un
una centrifuga (Eendorf® 5804-R) a 10 000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se transfirid
mediante una jeringa de 10 mL y se adapt¢ al filtro disco de membrana de PTFE de 0.2 micras x 25 mm. El
filtrado se trasladd a tubos Eendorf® de 1.5 ml y se llevaron al congelador a -4° C para su conservacién y

posterior utilizacién en las pruebas de inhibicion.

2.3 Curva de crecimiento y determinacion de produccion maxima de AMPs.

La determinacion del tiempo de produccién maxima de los AMPs se realizé mediante el muestreo en la
curva de crecimiento de la cepa B2 que mostré mayor actividad antimicrobiana contra las especies S.
aureus y S. haemolyticus. Se incubé una placa con medio LB con la cepa B2 durante 12 horas en matraz de
250 mL. Posteriormente se tomd una muestra y se inoculd en 30 mL medio liquido LB (Overnight). La
incubacién fue de 12 horas a 37° a 250 rpm. Al finalizar se midié la absorbancia mediante un
espectrofotdmetro a una longitud de onda Unica de 600 nm. Posteriormente se tomd una muestra de 3
mL para llevarlo a 27 mL medio Schaeffer para la adaptacion metabdlica a los mismos parametros del
cultivo Overnight. Se esperd hasta alcanzar la mitad de absorbancia del cultivo Overnight. Una vez
alcanzada la absorbancia, se tomd una muestra de 3 mLy fueron transferidas a medio nuevo Schaeffer en
un voliumen de 27 mL. Las mediciones de absorbancia se realizaron cada hora y graficando al mismo
tiempo para analizar la tendencia de la curva de crecimiento. Al alcanzar la tendencia estacionaria se indicé

como tiempo 0 (T0). Se obtuvieron muestras en el inicio de la fase estacionaria indicado con las
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anotaciones: TO, T2, T4 y T6, cada numero representa la hora después del inicio de la fase estacionaria. El
sobrenadante se filtr6 como se menciond en el apartado 2.2.1. Las pruebas se hicieron por su réplica

experimental.

La determinacién de la produccion madaxima se selecciond con la comparacién en la actividad
antimicrobiana de los tiempos de muestreo en las pruebas de difusién de agar, asi como el andlisis de los

mismos en geles de poliacrilamida.

2.4 Prueba de inhibicién y produccion de AMPs

Las pruebas de inhibiciéon o también llamado difusion de agar por la formacidon de halo de inhibicién en las
placas de agar, se llevaron a cabo mediante el método modificado de Kirby-Bauer (Schoenknecht, 1973).
Se realizaron en cajas Petri con medio BHI. Mediante una punta invertida de 1 mL de plastico se marcaron
las circunferencias, donde se colocaron los sobrenadantes de las cepas, un control positivo Gibco™
Antibiético-antimicdtico y un control negativo con medio de produccién sin bacteria. Se aplicaron 10 pl
iniciales de los sobrenadantes y controles, esperando 30 minutos para su absorcion, posteriormente se
hizo la inoculacién con las especies de S. haemolyticus y S. aureus en sus cajas respectivas, tomando una
muestra con un hisopo de algoddn de una caja petri de un crecimiento previé de las especies patégenas.
Al finalizar se aplicaron otros 20 ul de cada sobrenadante sobre las circunferencias, un total de 30 ul por
circunferencia. Una vez observada la absorcién, se incubaron a 30° C durante 24 horas en una incubadora
BOEKEL® Digital Incubator - 133730. Se evaluaron y midieron los diametros de los halos de inhibicién de
los sobrenadantes de las cepas de Bacillus. La cepa con actividad fue seleccionada para para las técnicas
de ultrafiltracion mediante filtros de 10, 5 Y 3 KDa para obtener sus fracciones respectivas. Los filtrados se
volvieron a probar mediante la misma técnica para la identificacién del grupo activo en el cual se
encuentran las moléculas con actividad inhibitoria con una reduccion a 15 pl de fracciones. La obtencion

de la zona de inhibiciéon (ZOl) fue en unidades de milimetros (mm). Las pruebas se realizaron por triplicado.

2.5 Prueba de efectos de sales en medio de cultivo para la produccion de AMPs

El medio Schaeffer es el medio cominmente usado para la produccién de metabolitos secundarios de
Bacillus (Oludemi et al., 2022). En el laboratorio de microbiologia molecular se ha modificado para

aumentar la produccién de otros metabolitos de interés. Las sales presentes en el medio son KCL, MgSQ,,
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FeSO4, NaSQ,, MnCl,. La evaluacion de los efectos de su presencia en el medio de cultivo Schaeffer, fue
mediante la reduccidén porcentual en la preparacién de los medios. Los medios de cultivos utilizados
fueron: Schaeffer con sales normal, reduccion del 50%, reduccidon del 25% vy sin sales. La cosecha y
produccién fue mediante la misma técnica descrita en el subtema 2.2.1. Se coseché los sobrenadantes y
fueron puestos a prueba contra los aislados de S. aureus y S. haemolyticus con la técnica mencionada en

el punto 2. 4. Las pruebas se realizaron por triplicado.

2.6 Prueba de efectos de oxigenacion en cultivo para la produccion de AMPs

Se utilizé6 el medio Schaeffer normal sin modificaciones para la determinacion de los efectos en la
oxigenacion del medio para el crecimiento de la cepa B2 de Bacillus. La inducciéon de oxigenacion en el
medio fue mediante agitacion a una velocidad de 250 rpm de los matraces de cultivo. Se evaluaron 2
grupos de volumenes diferentes de medio de produccién, 200 y 30 mL con medio Schaeffer. De los cuales
dos subgrupos se llevaron a cabo, cosecha y curva de crecimiento. En el subgrupo cosecha Unicamente se
realizé la obtencion del sobrenadante de las 12 horas postinoculacién y curva de crecimiento en el cual se
realizaron lecturas mediante espectrofotdmetro cada hora a partir de la segunda hora hasta llegar a la
hora 12 postinoculacidn para la obtencion de sobrenadante. Los sobrenadantes fueron sometidos a
pruebas de difusién de agar, posteriormente fraccionados para la obtencién de la fraccion >3 KDa vy

analizados mediante HPLC. Las evaluaciones fueron realizadas por triplicado.

2.7 Obtencion de fracciones de sobrenadante

Las muestras de sobrenadante con mayor actividad se pasaron por filtros de celulosa Millipore-Amicon™
de 30, 10, 3 y >3 KDa de forma consecutiva (ultrafiltraciéon) con la metodologia del fabricante, mediante el
uso una centrifuga (Eendorf® 5804-R). Las muestras filtradas de 3 y >3 KDa se volvieron a desafiar frente
a los modelos patégenos en placas con medio BHI para confirmar su actividad con la misma técnica de la

prueba de inhibicién de sobrenadante.
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2.8 Cuantificacion de proteinas de fracciones de sobrenadante

Mediante la prueba de cuantificacidon de proteina con el método de Bradford, se analizaron las muestras
de todas las fracciones correspondientes, asi como la precipitacidon de sobrenadante crudo mediante el
método de acido tricloroacético (TCA). Una curva de calibracién fue realizada previamente usando como
control albimina sérica bovina (BSA) a una concentracion de 2.5 pg/ml a 15 pg/ml con un valor de
coeficiente de determinacion (R%?) de .998. Las muestras analizadas fueron: sobrenadante crudo sin
fraccionar, fraccién de 30 KDa, 10 KDa, 3 KDa y >3 KDa en una dilucién 1:20 y ajustado al valor real en la

grafica de cuantificacién de proteina. Las pruebas se hicieron por triplicado.

Tabla 1. Nomenclatura de fracciones obtenidas

Rango de pesos moleculares en
Filtro y nomenclatura
fraccion (KDa)

30 50-30
10 30-10
3 10-3

>3 >3

2.9 Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante

Los pesos moleculares de las proteinas y péptidos de las fracciones provenientes del sobrenadante de la
cepa seleccionada con actividad antimicrobiana, se analizaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 15% (SDS-PAGE) de tipo desnaturalizante. El dodecilsulfato sddico (SDS) es un detergente
anidnico que se acompleja por absorcién inespecifica a las proteinas y péptidos permitiendo asi el flujo de

las proteinas sobre una corriente eléctrica (Brunelle and Green, 2014)).

Los geles se disefiaron a un porcentaje de acrilamida al 15 % para la observacién de proteinas menores a
20 KDa, como lo mencionan Brunelle and Green, 2014). Se utiliz6 beta-mercaptoetanol como agente
reductor de los enlaces disulfuro y permitir la desnaturalizacion de las proteinas y péptidos en las
muestras. Los valores de reactivos para la preparacion del gel concentrador y separador se mencionan en

la siguiente tabla.
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Tabla 2 Reactivos utilizados para el disefio de geles de acrilamida

Reactivo Gel Separador (15 % acrilamida) | Gel concentrador (4% acrilamida)
30% Acrilamida:0.8% Bis- 7.5mL 0.65 mL

acrilamida

4x Tris-Cl/SDS 3.75mL 1.25mL

pH 8.5 - Gel separador

pH 6.8 - Gel concentrador

H20dd estéril 3.75mL 3.05mL
Persulfato de Amonio 10% 70 ul 40 pl
(p/V)

TEMED 10 pl 8 ul

El gel se corrid a 30 Volts (V) durante 1 hora hasta que las muestras alcanzaron el inicio del gel separador,
posteriormente se mantuvieron durante 3 horas a 75 V. Se utilizé cdmo marcador de peso molecular el

producto Precision Plus Protein Dual Color Standards (BIORAD).

Al finalizar el corrimiento del gel se realizé el revelado mediante tincidn con nitrato de plata.

2.10 Tincion de proteinas con nitrato de plata AgNO3

Debido a las bajas concentraciones de las muestras obtenidas se selecciond la tincién con nitrato de plata
cuya sensibilidad permite la deteccién minima de hasta 0.00025 pg de proteina en muestra (Chevallet
et al., 2006). La deteccién de proteinas por tincién con plata es un método altamente sensible pero
especifico y selectivo para proteinas. Esto se debe a que la plata se une a las cadenas laterales o terminales
qguimicas de los grupos amino, es decir, los grupos carboxilo y sulfhidrilo. Produce una imagen con fondo

reducido y menos interferencia de espectrometria de masas (Chevallet et al., 2006).

La metodologia fue la siguiente. Se colocé el gel en una solucién de acido acético al 10% durante 20
minutos. Posteriormente dos lavados con agua destilada. Una incubacién en Tiosulfato de Sodio al 0.02%
durante un minuto. Lavados con agua destilada. Inmediatamente se aplicé nitrato de plata al 0.1% durante

20 minutos a 4°. El gel fue lavado con agua destilada. Una vez terminado los lavados se aplica carbonato
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de sodio al 2 % activado con formaldehido al 37%. Se aplicd la solucién en pequefios volimenes hasta
obtener la resolucién deseada del gel. Al finalizar desechar la solucién y aplicar solucién de conservacion

de acido acético al 5%.

2.11 Ensayos de digestion por proteasas

Se aplicaron las proteasas Tripsina (0.03 mg/ml) y proteinasa K (0.03 mg/ml) a un volumen de 200 pl de
las fracciones de 3 KDa y >3 KDa para evaluar la estabilidad y actividad de las mismas. Posterior a la
aplicacion de las proteasas, se mantuvieron en incubacion a 37° durante 3 horas y se realizé |la prueba de
inhibicion mediante el método mencionado en el apartado 2.3. Se midieron y compararon los halos de
inhibicidn (ZOl). La prueba se realizé por triplicado y el control fue el sobrenadante libre de proteasas

incubadas a la misma temperatura.

2.12 Cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa (RP-HPLC).

Debido a las caracteristicas generales de los péptidos antimicrobianos, estos cuentan con regiones
hidrofébicas ocasionado por la presencia residuos de aminodcidos con estas caracteristicas. Una de las
técnicas mas utilizadas para la purificacion de AMPs es mediante cromatografia liquida de alto rendimiento
de fase inversa (RP-HPLC). Utiliza como fase estacionaria una columna con caracteristicas hidrofébicas no

polares, y una fase mévil con solventes de polaridad media a alta como Metanol, Etanol o Acetonitrilo.

Las analizd la fraccion >3 KDa que mostré actividad y que se asocian a pequefios péptidos antimicrobianos
de clase Il subtipo 3. La fraccion se aplicé en un sistema RP-HPLC, utilizando una columna Agilent C8 (150

mmx2.6 mm), equilibrada con Buffer A (H.O, que contiene 0.25 % TFA).

La adicién de TFA se utiliza como agente de separacion de iones en la cromatografia de fase inversa para
mejorar la forma y la resolucién de los picos. La elucidn se realizd gradiente de un paso de 50 a 80% de
solucién B (Acetonitrilo con 0.01 % de TFA) a un fujo de 0.250 ml/min™. La absorcidn ultravioleta que se

utilizé para la deteccion fue 280y 214 nm.
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2.13 Correlacion inhibicion-concentracion

Las lecturas proporcionadas por los las absorbancias en los andlisis de HPLC permiten relacionar el area
con la concentracion. Sin embargo, las lecturas que mas se han utilizado para la relacion de inhibicién y

concentracion son las reportadas por la cuantificacidn y los halos de inhibicidn (Dolashki et al., 2020).

Los valores en milimetros de las pruebas de inhibicion fueron multiplicados por los valores de

cuantificacién de proteinas (ug/mL):

Correlacion I-C = Inhibicion (mm)*Concentracion(ug/mL)

2.14 Estadistica

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado. Los datos fueron analizados a través de un analisis
de varianzas (ANOVA) a través del software Prism9 GraphPad. Los valores de P <0.05 fueron considerados
significativos como lo indica la literatura. Los analisis comparativos fueron realizados mediante prueba
Dunnet. Compara las medias de varios grupos experimentales con el medio de un grupo control para
observar la diferencia. La prueba Dunner fue realizado después de ejecutar ANOVA para identificar los

pares con diferencias significativas.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Obtencidon de cepa de Bacillus con actividad inhibitoria contra especies

patdgenas del género Staphylococcus

Los sobrenadantes obtenidos de las cepas de Bacillus B2, B3, B4 Y N24 fueron analizados mediante el
método difusién de agar. Los sobrenadantes B3 y N24 no mostraron halo de inhibicidn contra los modelos
patdégenos. El sobrenadante de la cepa B4 mostrd actividad Unicamente contra la especie S. haemolyticus,
sin embargo, no mostré actividad contra S. aureus. Los efectos en el crecimiento del patégeno provocado
por la cepa B4 no son comparables con la cepa B2, cuya actividad se observa comparable con el control de
antibidtico (Streptomicina 10000ug/ml; Penicilina 10000 pg/ml). Ademas, el sobrenadante B2 muestra
actividad contra ambas especies con un valor ZOl (Zone of inhibition) promedio de 23 mm para S. aureus
y 27 mm para S. haemolyticus (Figura 9). Las caracteristicas de compuestos antimicrobianos producidos
por Bacillus de las cepas evaluadas, muestran especificidad contra patégenos y particularmente contra

especies del mismo género bacteriano.

Figura 9. Actividad de sobrenadante de cepas de Bacillus B2, B3, B4 y N24 contra S. haemolyticucus (A) y S.
aureus (B). Control positivo (+): Gibco™ Antibidtico-antimicético.
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3.2 Evaluacion de las fracciones de sobrenadante contra S. aureus

Las evaluaciones de las cepas de Bacillus permitieron identificar a la cepa B2 como mejor candidato a las
siguientes pruebas, debido a su accidn inhibitoria contra ambos modelos patégenos. Las siguientes
pruebas de fraccionamiento fueron utilizando el sobrenadante de la cepa B2. Las fracciones fueron
evaluadas y puestas a prueba de nuevo contra de S. aureus y S. haemolyticus. Todas las fracciones
mostraron actividad inhibitoria del patdégeno (Figura 10). Es importante mencionar que las fracciones
agrupan moléculas respecto a sus filtrados, por ejemplo, la fraccién de 10 KDa corresponde a moléculas

que agrupan de 10 KDa a 30 KDa (Vease Tabla 2).

Las pruebas de inhibicidn de las fracciones fueron comparadas con el control positivo Gibco™ Antibidtico-
antimicdtico; Streptomicina 10000ug/ml; Penicilina 10000 pg/ml y el control negativo compuesto por
medio de crecimiento Schaeffer. La especie S. haemolyticus muestra una mayor sensibilidad a las
fracciones que S. aureus. El control negativo no evidencid actividad inhibitoria, por lo que se descarta que
la actividad sea debido a las caracteristicas del medio de crecimiento de la bacteria y que la actividad es

debido a la produccién de biomoléculas activas de la cepa B2.

Figura 10. Actividad de fracciones 30, 10, 3 y >3 KDa de Bacillus B2 contra S. haemolyticcus (A) y S. aureus (B).
Control +: Gibco™ Antibidtico-antimicotico: Streptomicina 10000ug/ml; Penicilina 10000 pg/ml, Control
negativo (M): medio de produccidn sin bacteria. Fracciones 30, 10, 3 y >3 KDa.
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3.3 Efecto de la oxigenacidn en el medio de cultivo.

La induccidn de oxigeno en el medio de produccion de AMPs son evaluaciones poco caracterizadas en la
literatura. Sin embargo, debido al nicho ecoldgico de la cepa de Bacillus, es posible que el efecto del
oxigeno pueda estimular o reprimir la produccidn de ciertos metabolitos de interés. En los siguientes
resultados se evidencia que los cultivos con volimenes de 30 mL producen una mayor cantidad de AMPs
observandose un halo de inhibicion mayor (Figura 11). Dentro de los cultivos del subgrupo, los que no
fueron manipulados durante el crecimiento (cosecha) tuvieron un mayor efecto inhibitorio contra ambos
modelos patégenos comprado con aquellos que fueron muestreados durante el crecimiento de la cepa B2
(curva). La diferencia de volimenes y tamafio de matraces tiene una estrecha relacién con la capacidad de
flujo de oxigenacion en el medio, a esto se le ha denominado Velocidad de transmisidon de oxigeno o
Oxygen Transfer Rate (OTR) por sus siglas en inglés, siendo los matraces de didmetro de gran tamafio, los
que tienen una mayor presencia de moléculas de oxigeno debido al drea que tiene el liquido para
distribuirse en el matraz y por consiguiente, un aumento en la presencia de oxigeno. Los resultados
muestran una posible estimulacidon en la produccion de AMPs en volimenes de 30 mL en un flujo de
oxigeno reducido y una represién en la produccién en matraces con volimenes mayores con un flujo de

oxigeno elevado (Figura 11: anadlisis comparativo de subgrupos*).
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Figura 11. Efecto de la oxigenacién en el medio de produccidn del cultivo de la cepa B2 de Bacillus..
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3.4 Cuantificacion de proteinas de las fracciones de sobrenadante

Mediante la prueba de cuantificacion de proteina con el método de Bradford, se analizaron las fracciones
obtenidas del sobrenadante de la cepa B2. Se incluyé también la cuantificacién de precipitacién de
proteinas con el método de acido tricloroacético (TCA). Las evaluaciones corresponden a la cuantificacion
de 1 mL de muestra de sobrenadante. El reactivo de Bradford permite la interaccion del agente
Coomassie® Azul brillante G 250 con los aminodcidos arginina, histidina y lisina en una interacciéon no
covalente. La intensidad del cambio de color de café a azul es proporcional a las proteinas o péptidos en
la muestra. Las evaluaciones fueron analizadas con una curva de estandarizacion de albumina sérica
bovina (BSA). La muestra de precipitacion TCA tiene una concentracion de proteinas 115.95 pg/ml. Esta
muestra incluye todas las proteinas en 1 mL de sobrenadante B2 filtrado Unicamente a 50 KDa. La
concentracién de las fracciones disminuye conforme al procesamiento de ultrafiltrados. Sin embargo, las
fracciones de 3 y menores de 3 KDa muestran una concentracion promedio de 14.24 y 7.2 pg/ml
respectivamente. Ambas fracciones han mostrado actividad en las pruebas de inhibicidn de placa. Existen
presencia de péptidos en la fraccion menor de 3 KDa con base en los datos de cuantificacion obtenidos

(Figura 12).

Es importante mencionar que los siguientes experimentos se realizaron utilizando las fracciones 3 y >3
KDa, debido al objetivo de identificar péptidos de la clase Il subtipo 3 de pequefo peso molecular. Los
valores de concentracidn de las fracciones reflejan una alta actividad de las moléculas con actividad
inhibitoria comparado con la concentracién del antibidtico (Streptomicina 10000ug/ml; Penicilina 10000

ug/ml) cuya concentracion es mayor para tener una actividad observable.

3.5 Evaluacion de sales en medio de cultivo

La evaluacion de presencia sales en el medio de crecimiento Schaeffer permitié identificar el medio
adecuado para la mayor produccion de péptidos antimicrobianos de Bacillus B2, ademas de probar la
estabilidad de los péptidos con sales presentes en el medio de cultivo, algunos articulos han relacionado
una reduccién en su actividad debido a la presencia de sales (Kandasamy y Larson, 2006; Xian et al., 2022).
La actividad antimicrobiana se presenta en todos los sobrenadantes contra S. aureus y S. haemolyticus, lo
gue demuestra una tolerancia a sales por parte de los compuestos producidos por la cepa B2. La presencia
de sales en el medio de cultivo estimula la produccion de péptidos por parte de la cepa B2 (Schaeffer

normal), la reduccidn al 50 y 25 % de sales tiene una tendencia de reduccion en la zona de inhibicién. Halos
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de inhibicién promedio de 25 mm son observados en Schaeffer normal, mientras que en Schaeffer sin sales
un promedio de 15 mm La ausencia de sales muestra una reduccién significativa comparada contra el
medio con sales del medio normal desarrollada en el laboratorio de microbiologia molecular (Figura 13).
El patrén de reduccion del diametro de inhibicion tiene una tendencia similar a la reduccién de sales en

los diferentes medios de cultivos evaluados.
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Figura 12. Concentracién de proteinas en fracciones 50, 30, 10, 3 y >3 KDa de sobrenadante cepa B2.
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determinada por prueba de comparacién estadistica Dunnet.
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3.6 Digestion de fracciones por proteasas

Algunos AMPs producidos por cepas de Bacillus tienen una alta resistencia a digestién por proteasas.
Debido a esto se realizé la prueba de digestidon para analizar la estabilidad de las fracciones menores
(Choyam et al., 2021). Se realizé la aplicacidn de tripsina y proteinasa K a una concentracion de 0.03 pg/ml.
Las muestras digeridas mostraron una reduccién minima en la actividad inhibitoria en una incubacién de
3 horas con las proteasas. Sin embargo, no hay una reduccion significativa en la inhibicién de S. aureus y
S. haemolyticus (Figura 14). Los resultados de los péptidos de bajo peso molecular producidos por la cepa
B2 de Bacillus muestran actividad inhibitoria contra S. aureus y S. haemolyticus a pesar de la presencia de
las dos proteasas, ademas, la incubacidn a una temperatura de 37° no redujo la actividad de las fracciones

por lo que existe una termoestabilidad, similar a la observada en la temperatura corporal humana.
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Figura 14. Efecto de proteasas tripsina y proteinasa K en fracciones de 10-3 KDa y >3 KDa contra S.
haemolyticcus y S. aureus.
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3.7 Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

Las muestras de fracciones filtradas a 50, 30, 10, 3 y >3 KDa fueron evaluadas en un gel de poliacrilamida
al 15% para observar las proteinas y péptidos en las muestras. Las bandas observadas en las muestras
permiten distinguir la mezcla compleja de proteinas producidas por la cepa B2 de Bacillus. De igual manera

bandas menores de 10 KDa se evidencian comparando con el marcador de peso molecular de menor peso.

Se utilizaron filtros AMICON® de mayor volumen de procesamiento; 15 ml; esto permite el
fraccionamiento de mayores cantidades de muestra, los MWCO son de 50, 30y 5 KDa. La fraccién obtenida
de 5 KDa fue fraccionada nuevamente mediante AMICON de 2 mL de procesamiento de MWCO de 3 KDa.
Las fracciones obtenidas fueron entonces fracciones que corresponden de 50-30 KDa, 30-5 KDa, 5-3 KDa,
>3 KDa (Figura 15). La fraccién >3 fue evaluada con prueba de difusidon de agar para verificar la actividad
antimicrobiana contra SA y SH. De igual forma se realizé la cuantificacidn de las fracciones obtenidas con
los filtros AMICON® de 15 ml. Los valores de cuantificacién tienen una tendencia similar a las obtenidas en

las fracciones previas con los filtros AMICON® de 2 ml.

Figura 15. Gel de poliacrilamida 15 % (SDS-PAGE) fracciones del sobrenadante cepa B2. Carril 1: marcador de
peso molecular (KDa), carril 2: control negativo, carriles 3-4: fraccion 50-30 KDa, carriles 5-6: fracciones 30-5
KDa, carriles 7-8: fraccion 5-3 KDa, carriles 9-10: fraccion >3 KDa.
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La fraccién que corresponde de 30-5 KDa se observan dos bandas tenues, que de igual forma estan por
debajo del ultimo marcador de peso molecular (Figura 14, carril 5:6). La presencia de esta banda se puede
observar de forma muy tenue en los otros carriles que corresponden a pequenos péptidos presentes en
las muestras. Sin embargo, no se pudieron visualizar bandas claras en las fracciones >3 KDa. Posiblemente
por corrimiento o salida de la muestra del gel ocasionada por péptidos de un peso molecular menor que
azul de bromofenol (.668 KDa). Para verificar la presencia de péptidos de la fraccion se realizaron

posteriormente el analisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucidn de fase reversa (RP-HPLC).
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Figura 16. A) Curva de crecimiento y tiempo de muestreo (marcas rojas) de Bacillus B2. B) Actividad inhibitoria
de tiempos de muestreo contra S. aureus y S. haemolyticcus



38

3.8 Curva de crecimiento de cepa Bacillus B2 y determinacion de produccion

maxima de AMPs.

Para conocer los tiempos de produccion maxima de las moléculas con actividad inhibitoria, se desarrolld
la curva de crecimiento de la cepa B2. Alcanzando una absorbancia maxima de 2.2. La curva mantiene la
tendencia tedrica de una curva bacteriana de crecimiento, el patrén de la réplica siguié el mismo
comportamiento. Los experimentos fueron realizados por su réplica experimental y fueron obtenidas 4

muestras para su analisis y determinacién al inicio de la fase estacionaria (Figura 16: marcas rojas).

Las muestras de los sobrenadantes obtenidos indicaron que la produccion maxima de los AMPs es cercana
al inicio de la fase estacionaria. La muestra T2 tiene un aumento en la actividad en las pruebas de difusion
de agar, las pruebas fueron realizadas por triplicado. Esta actividad de la muestra T2 se presenta en S.

aureus y S. haemolyticus (Figura 15B).

3.9 HPLC Fase inversa (RP-HPLC)

Debido a que el objetivo del estudio es la obtencién de péptidos antimicrobianos de la clase 2 subtipo 3,
menores a 3 KDa. Se realizaron andlisis de cromatografia liquida de alta resolucidn fase reversa (RP-HPLC)
con las fracciones menores de 3 KDa con actividad antimicrobiana. Los analisis fueron desarrollados
mediante el empleo de una columna C8. Aunque se realizaron diversas modificaciones en los protocolos
usando metodologias utilizadas para péptidos antimicrobianos, fue imposible la separacién de los picos
observados en el patron de la muestra la fraccidn analizada. La separacion de los picos permite el analisis
individual de los picos en los tiempos de retencidn, para su posterior recoleccién y prueba de difusién de
agar. Sin embargo, al evaluar diferentes gradientes de porcentaje de solvente B (Acetonitrilo) los picos no

se lograron separar.

Debido a las limitaciones técnicas para el empleo de columnas que permitieran una mayor resolucion de
péptidos menores de 3 KDa, como columnas C18 como lo indica la literatura. Los siguientes resultados
fueron la obtencién de firmas de cromatogramas obtenidos de la fraccidn >3 KDa con actividad. Se
observaron 4 picos en la fraccidn, de los cuales, existe un pico mayor, y 3 picos coeluidos. Los tiempos de
retencidn para el pico mayor oscila en promedia en 7.30-7.50 minutos a un flujo de .250 en un gradiente

de 50-90% de ACN.
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Figura 17. Cromatograma de fraccién >3 KDa de Bacillus B2.

El drea bajo la curva representa un valor tedrico con respecto a la absorbancia y el tiempo de retencién de
las moléculas. Los valores obtenidos del pico mayor fueron analizados y comparados con las fracciones >3
KDa provenientes de los experimentos de efectos de oxigenacidén y tiempos de muestreo en la curva de

crecimiento de la cepa B2 de Bacillus (Figura 18). Los resultados fueron comparados y correlacionados con

dos experimentos, prueba de difusion de agar (Figura 16B), y cuantificacién de proteinas.

Los datos obtenidos indican un aumento significativo en la produccién de AMPs en la T2, siendo la muestra
que obtuvo un mayor halo de inhibicion y una mayor cantidad de proteinas en los experimentos
mencionados (Figura 18 A,B). Posteriormente hay una reduccion en su presencia conforme avance el

tiempo, siendo la T6 la muestra que mostré una tendencia a reduccion segun lo indica la gréfica lineal.

Se obtuvieron las lecturas del valor de area bajo la curva para comparar con los resultados de
cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford. Las fracciones >3 KDa obtenidas del
experimento de efecto de oxigeno mostraron una relacién respecto a la concentracién en ug/ml con los
valores de absorbancia mAU*s. Como se menciond previamente, los cultivos realizados en voliumenes
menores 30 mL existe una menor velocidad de transferencia de oxigeno (OTR) y tienen una mayor

concentracién de péptidos asociados a sus halos de inhibicién observados. Los valores de concentracion
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en cultivo de volimenes de 30 mL estan en valores de 7.2-7 pg/ml en promedio, mientras que los cultivos
en volumenes de 200 mL van de 6.5-5. pg/ml. El drea bajo la curva de los cultivos de 30 mL, oscila en los

valores de 75 000 mAU*s, y los volimenes de 200 en los 6900 mAU*s (Figura 18 C,D).

De igual manera hay un aumento en la concentracidon en aquellos matraces que no fueron manipulados
previo a la cosecha del sobrenadante (subgrupo cosecha). Los matraces de curva de crecimiento muestran
una reduccién en la concentracidn de péptidos, aproximadamente 1 pg/ml de diferencia con los matraces
de cosecha para los volimenes de 200 ml. Y .5 pg/ml de diferencia entre los matraces de volumen de 30

mL entre los subgrupos cosecha vs curva de crecimiento.
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Figura 18. Anadlisis comparativo de efectos de oxigeno y tiempos de muestreo en la produccion de AMPs de la
fraccidn >3 KDa. A) Cuantificacién de proteinas mediante método Bradford de cultivos de evaluacion de efectos de
oxigeno B) Area bajo la curva del pico mayor de los cultivos de evaluacién de efectos de oxigeno obtenido mediante
HPLC. C) Cuantificacién de proteinas de tiempos de muestreo de curva de crecimiento. D) Area bajo la curva de
muestras de tiempos de muestreo.
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3.10 Correlacion concentracion-inhibicion

Las lecturas proporcionadas por las absorbancias en los andlisis de HPLC permiten relacionar el drea con
la concentracion. Sin embargo, las lecturas que mds se han utilizado para la relacion de inhibicién y
concentracidn son las reportadas por la cuantificacion y los halos de inhibicién (Dolashki et al., 2020). Los
resultados tienen el mismo patrén que los experimentos anteriores. La fraccién >3 KDa de la cepa B2 de
Bacillus tiene una mayor produccién en la muestra T2, dos horas despues del inicio de la fase estacionaria,
y gradualmente se presenta una reduccidn en su actividad contra ambas especies patdgenas utilizadas
(Figura 19A). Los cultivos en volumenes de 30 mL tienen una mayor produccion de péptidos
antimicrobianos que los volumenes de 200, posiblemente relacionado al flujo de oxigeno presente en los
medios de cultivo. Los cultivos que no son interrumpidos (cosecha) tienen una mayor produccién de

péptidos mostrados en su actividad inhibitoria en las pruebas de difusién (Figura 19B). .
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Figura 19. Relacion concentracion de péptidos con halos de inhibicién. Unidades en mm*pug/ml.
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Capitulo 4. Discusion

La dindmica ecoldgica de microorganismos como levaduras y bacterias se ve reflejado en sus mecanismos
de adaptacién que a lo largo del tiempo han desarrollado durante su evolucién(L. J. Zhang y Gallo, 2016).
Desde su capacidad para sobrevivir a ambientes extremos o colonizar distintos tipos de ambientes, como
suelos, mantos acuiferos o tejidos de otros organismos superiores. La produccidon de biomoléculas que
eliminen o impidan el crecimiento de otros microrganismos es una de las capacidades que diversas
bacterias han mostrado, la cual se ha asociado principalmente con la produccién de AMPs (Huan et al.,

2020; Simons et al., 2020).

Las cepas evaluadas comprenden a aislados provenientes de muestras ambientales, todas ellas
identificadas como Bacillus subtilis (Leonel Ochoa-Solano y Olmos-Soto, 2006). Las pruebas de difusién de
agar sugieren a la cepa B2 y B4 como ¢microorganismos con la capacidad de producir compuestos
antimicrobianos? Sin embargo, la cepa B2, Unicamente, tiene actividad contra S. aureus y S. haemolyticus,
mientras que la cepa B4, Unicamente contra S. haemolyticus. Diferentes cepas de Bacillus han mostrado
una enorme variedad de AMPs que estan relacionados con sus nichos ecoldgicos (L. J. Zhang y Gallo, 2016).
Los AMPs tienen caracteristicas particulares, incluyendo una alta especificidad contra especies que
pertenezcan inclusive al mismo género como Staphylococcus (Haney et al., 2017; Mercer et al., 2020). La
mayoria de los AMP producidos por Bacillus son de tipo anfipaticos con caracter catidnicos e hidrofébicos
(regiones polares y no polares) provocado por residuos con carga positiva, tales como histidina, arginina 'y
lisina y con regiones hidrofdébicas debido a la presencia de residuos de alanina, valina, leucina o prolina
(Abriouel et al., 2011). Alrededor del 50% de los aminodcidos que constituyen a los AMPs son hidrofébicos
(Nakano y Zuber, 1990). La carga positiva de los residuos permite la interaccidn con las cargas negativas
que tienen la mayoria de los microorganismos en su membrana celular. Las regiones hidrofdbicas por su
parte, interactian con la doble membrana, provocando asi la insercién por mecanismos de interacciones
hidrofébicas (Mercado y Olmos, 2022). Aunque es un patron asociado a los péptidos, la especificidad es
ocasionada por el plegamiento local asociado a las secuencias de los AMPs (Huan etal., 2020). El
mecanismo de accién no solo se reduce a la generacién de poros en la membrana celular, sino también a
la inhibicién de rutas metabdlicas, como la inhibicidn en la sintesis de la pared celular de algunas células

(Kumar et al., 2018).

Como se menciond, la produccién de los AMPs tiene una funcidon relevante que a lo largo de la evolucion

ha permitido la defensa y competencia de nutrientes de los microorganismos productores, contra otros
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que pudieran aprovechar las fuentes de carbono (L. J. Zhang y Gallo, 2016). Las limitaciones nutricionales,
asi como factores fisicos como el pH, la oxigenacién y temperatura, estimulan procesos de Quorum sensing
gue es el mecanismo de la regulacion de la expresion génica de microrganismos en respuesta a las
fluctuaciones en la densidad de poblacidn celular (Kaspar et al., 2019). Estas limitaciones se ven reflejadas
en la produccion de diversos metabolitos de interés, principalmente aquellos que permitan la
supervivencia de las bacterias, por ejemplo, en la sintesis de AMPs (Turovskiy et al., 2007). Se ha descrito
en bacterias dcido Idcticas (LAB) que la produccién de bacteriocina es controlada una manera dependiente
de la densidad celular, utilizando una feromona peptidica secretada para la deteccion de Quérum en

medios de cultivo restrictivos nutricionalmente (Eijsink et al., 2002).

Solo algunos reportes han utilizado medio de esporulacidon o también llamado medio Schaeffer para
bacterias del género Bacillus. El medio empleado en la presente investigacion tiene como base de fuente
de carbono nutrient broth pero con la adicidn de otras sales como KCL, MgSQ0,, FeSO4, NaSO4, MnCl; (Olmos
et al., 2020; Olmos y Paniagua-Michel, 2014). Este medio fue desarrollado para la produccidn de esporas
de Bacillus pero también se ha observado como un medio eficaz en la produccién de AMPs (Olmos et al.,
2020; Olmos y Paniagua-Michel, 2014). Al ser la esporulacidon un mecanismo de resistencia a limitaciones
nutricionales y factores fisicos limitantes, el medio induce también la produccién de metabolitos
secundarios, por ejemplo, AMPs como mecanismo de defensa y adaptacidn por parte de las bacterias (J.
Zhang et al., 2022). Poco se ha descrito sobre los efectos del medio de cultivo y factores ambientales que
influyen en la produccidn de AMPs por parte de las bacterias, lo cual estd estrechamente relacionado con
la densidad celular (Mercado y Olmos, 2022). La seleccidn del medio de cultivo permite la produccién de
diferentes metabolitos de interés. Para la produccidon de AMPs principalmente se ha usado medios de
cultivo con fuentes de carbono alternativas a glucosa, siento usado mayormente el medio de cultivo a base
de nutrient broth, cuya fuente de carbono es provista de proteinas provenientes de extracto de carne,
extracto de levadura, peptona y la sal cloruro de sodio. Al no ser glucosa la principal fuente de carbono en
aquel medio, estos son comuUnmente restrictivos desde una perspectiva nutricional, lo cual estimula la
esporulacion y produccion de metabolitos secundarios (Muhammad et al., 2015). Se han desarrollado
modificaciones, como adicion de sales inorganicas o adicidn, reduccidon o ausencia de otras fuentes de
carbono (Muhammad etal.,, 2015). Algunos autores han desarrollado medios exclusivos para el
crecimiento de ciertas bacterias, como el medio Man, Rogosa y Sharpe (MRS) cuyas caracteristicas
permiten el crecimiento selectivo de bacterias del género Lactobacillus y, ademads, aumento en la
produccién de AMPs (Modiri et al., 2021). Otros medios como medio de soya tripticasa, medio Mueller

Hinton Broth (M-H Broth) o inclusive medios de cultivo de células mamiferas como el medio Roswell Park
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Memorial Institute (RPMI) han mostrado una alta estabilidad de AMPs contra bacterias como S. aureus y

P. aeruginosa (Mercer et al., 2020; Schwab et al., 1999).

En la presente investigacién evidenciamos que el medio Schaeffer normal, con presencia de sales, presenta
una mayor produccién de AMPs (Figura 13), la reduccidn de sales reduce significativamente la produccion
de AMPs, esta observacion esta relacionada con la estimulacién de la esporulacién debido a la presencia
de las sales presentes en el medio de cultivo. Algunos autores han descrito la importancia de las sales
inorgdnicas en la formacidn de esporas. La adicién de sales inorgdnicas al medio, como altas
concentraciones de Na*, Mg?" K+ y Ca?*, estimulan la formacién de esporas de Bacillus subtilis (Hageman
et al., 1984). La adicion de MgSO* ha mostrado ser la sal inorgénica que tiene un efecto mayor en la
densidad total de colonias y esporas. Esto puede estar relacionado con el hecho de que Mg? puede
estabilizar el complejo de ribosomas, que puede cambiar la sensibilidad de las bacterias a las limitaciones

nutricionales mediante mecanismos aun no caracterizados (Nierhaus, 2014; Tian et al., 2022).

Las evaluaciones de los efectos de sales en el medio de cultivo Schaeffer (Figura 13) mostraron que,
ademads de ser un medio efectivo en la estimulaciéon de la produccion de AMPs, también presentan
tolerancia a sales, que se refleja en la estabilidad del sobrenadante producido por la cepa B2. Se ha
relacionado también los efectos de sales; especificamente de iones de tipo cationes (carga positiva),
influyen en la estabilidad y accion de AMPs (Kandasamy y Larson, 2006). La presencia de algunos cationes
monovalentes como Na*/K*y divalentes como Ca?*/Mg?*a concentraciones superiores de 500 mM, inhiben
la accion del péptido tanatina proveniente del insecto hemiptero Podisus maculiventris contra E. coli (Wu
et al., 2008). La interaccion del péptido y la membrana bacteriana es un paso critico para la accién de
AMPs, la presencia de cationes puede evitar que los péptidos interactien con la membrana v,
posteriormente, impedir la capacidad de los péptidos para matar bacterias(Kandasamy y Larson, 2006).
Estudios de simulacidn informatica han mostrado también que, en concentraciones altas de sal, existe una
reduccion del drea de la regién polar de los fosfolipidos, lo que conduce a un empaquetamiento mas
estrecho de los lipidos presentes en la membrana celular, este fenémeno provoca en una reduccion en la
capacidad de los AMPs en la interaccién con la membrana y realizar su accién antimicrobiana (toboda

et al., 2018).

Aunque en el presente estudio no se llevd a cabo la secuenciacion del péptido que muestra actividad
contra ambas cepas patdgenas, es posible que la presencia de histidinas o aminoacidos relacionados en la
tolerancia salina estén presentes en la secuencia de los péptidos producidos por la cepa B2. Se ha

relacionado que residuos de histidinas juegan un rol relevante en la tolerancia de AMPs en condiciones de
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altas concentraciones de sales. Las histidinas pueden formar enlaces de hidrégeno con un fosfato;
presente en la bicapa lipidica y coordinarse simultdneamente con un metal para neutralizar la carga de
fosfato, lo que facilita los enlaces a los grupos de cabeza de lipidos para generar una curvatura de silla de

montar, un requisito previo para la formacién de poro (Xian et al., 2022).

Los cultivos realizados a volumen de 30 mL de medio de cultivo, mostraron un aumento significativo de
los halos de inhibicidon contra los modelos patdégenos comparado contra los sobrenadantes de los matraces
con 200 ml de medio de cultivo, siento este grupo en el que hay una mayor presencia de oxigeno. Esto es
ocasionado por al drea que tiene el medio de cultivo liquido para deslizarse en el matraz de mayor tamafio,
por lo que las interacciones entre moléculas de oxigeno del aire y el medio aumenta la capacidad de
transferencia de oxigeno (OTR), de forma inversa, en dreas menores hay menor transferencia de oxigeno
en el medio (Figura 11)(Meier et al., 2016). Los subgrupos de cosecha y curva mostraron diferencias en la
misma prueba, siendo los sobrenadantes del subgrupo cosecha los que tuvieron mayor actividad. Hay muy
poca literatura acerca de los efectos del oxigeno en la produccion de AMPs. Algunas investigaciones
Unicamente han relacionado mecanismos de regulacidn de la expresidn génica de especies bacterianas del
género Bacillus dependientes de oxigeno(Ramos et al., 2000). Reents y colaboradores (2006) encontraron
un regulador transcripcional llamado Fnr en Bacillus subtilis requerida para la adaptacién metabdlica en
baja presencia de oxigeno. Es posible que algunos mecanismos moleculares de regulacién transcripcional
en la produccion de AMPs sean dependientes de oxigeno, sin embargo, no existe literatura que vincule a
nivel molecular la regulacidn por oxigeno en la produccion de AMPs, con este experimento se observa una
relacidn entre los volimenes-tipos de manejo de los medios de produccién y la presencia de oxigeno como

supresor en la produccion de AMPs de la cepa B2.

La fraccion 3-5 KDa y >3 Kda no redujeron significativamente su actividad al incubarse con proteasas
tripsina y proteinasa k a una concentracion de 0.03 mg/ml (Figura 14). Las proteasas celulares, como la
tripsina, proteinasa k, pepsina entre otras, pueden conducir a la degradacion e inactivacién de los péptidos
antimicrobianos (Y. Li et al., 2019). Estas proteasas son una de las barreras que impiden la aplicacion clinica
de péptidos antimicrobianos. Algunos péptidos antimicrobianos han mostrado resistencia a proteasas
celulares a concentraciones de 0.1 mg/mL. (Zhong et al., 2019). Es relevante mencionar que la tripsina
escinde los péptidos en el lado C-terminal de los residuos de aminoacidos de lisina y arginina, salvo cuando
hay una prolina en?. La proteinasa K escinde los enlaces peptidicos junto al terminal carboxilo de los
aminodcidos aromaticos, los aminodcidos hidréfobos y los aminoacidos sulfuricos, dentro de la cadena
polipeptidica (Lough et al., 1985). La resistencia a proteasas celulares se ha relacionado en la presencia de

modificaciones en la cadena peptidica. Algunas de estas modificaciones incluyen N-acetilacién, C-
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amidacién, ciclacién, sustitucion de aminoacidos no naturales o andlogos de aminoacidos, PEGilacion,
lipopéptidos y peptidomiméticos (Shao et al., 2019). Sin embargo, los péptidos ciclados de la columna
vertebral, que se forman por un enlace disulfuro a través de dos cisteinas o el enlace amida entre el residuo
C-terminal y el residuo N-terminal, aumentan la resistencia de AMPs contra algunas enzimas proteoliticas
(Ong et al., 2014). La ciclacién entra en la categoria de pequefias modificaciones de la clase Il de la
clasificacion de AMPs y muy presente en los péptidos producidos por especies de Bacillus (Kaspar et al.,
2019). Aunque la secuencia de los péptidos observados en las fracciones menores no pudo ser obtenidas,
la evaluacion a concentraciones mayores de 10 mg/ml, como lo realizado por Wangy colaboradores (2019)
podria mostrar una inhibicidn de nuestras fracciones para corroborar la resistencia a proteasas a altas

concentraciones.

La determinacidn de curva de crecimiento de la cepa B2, permitié observar la cinética de crecimiento de
la bacteria en el medio de cultivo Schaeffer y determinar el tiempo de produccién maxima de los péptidos
de bajo peso molecular. Los resultados mostraron que hay una mayor produccion a inicio de la fase
estacionaria, siendo la muestra T2 que mostré mayor actividad en las pruebas de difusién de agar,
cuantificacidn de proteinas y drea bajo la curva en las pruebas de RP-HPLC. En casi todos los casos, la
produccién de bacteriocinas depende del crecimiento y, por lo general, comienza durante la mitad de la
fase logaritmica y alcanza su punto maximo en la transicidon entre las fases logaritmica y estacionaria
(Willey y van der Donk, 2007). Liu y colaboradores (2015) determinaron el tiempo de produccion maxima
del péptido BacEMD4 (3.5 KDa) durante el inicio de la fase estacionaria producida por la cepa EMD4 de
Bacillus subtilis, proveniente de muestra de salsa de soja. La cepa SLYY-3 de Bacillus subtilis proveniente
de sedimentos de la bahia de Jiaozhou, Qingdao, China, produce el péptido BLIS (66 KDa) durante toda la
fase estacionaria, sin embargo, su mayor actividad contra bacterias Gram-positivas se sitla a inicios de la
fase estacionaria, 12 horas posterior al inicio de la curva de crecimiento (J. Li etal., 2014). Kindoli y
colaboradores (2012) determinaron que la produccion maxima del péptido antimicrobiano BacH7 (4.9
KDa) producido por Bacillus subtilis H27 con actividad contra Listeria monocytogenes, se sitla a finales de
la fase estacionaria (52 horas post inoculacion de curva de crecimiento) en el medio de infusidn corazon-
cerebro, sin embargo, cuando evaluaron el medio luria-broth, la produccion maxima fue durante el inicio
de la fase estacionaria (24 horas post inoculacidn). La seleccion de medio de cultivo influye en la

produccién de péptidos antimicrobianos (Mercado y Olmos, 2022)

Los analisis de RP-HPLC de la fraccién >3 KDa mostraron la presencia de 4 péptidos en las muestras
provenientes del sobrenadante de la cepa B2 (Figura 18). La especie Bacillus subtilis tiene una notable

capacidad de adaptacién a diferentes ambientes, puede estar presente en muestras de suelo, mantos
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acuiferos como rios, lagunas o inclusivo en muestras marinas (Olmos et al., 2020; Olmos y Paniagua-
Michel, 2014). Esta adaptacion que a lo largo de la evolucidn ha desarrollado, se refleja también en la
familia de metabolitos secundarios que produce para su capacidad de resistencia y competencia contra
otros microorganismos (Mercado y Olmos, 2022). Algunos péptidos de bajo peso molecular (.2- 5 KDa) con
actividad antimicrobiana han sido aislados de cepas de Bacillus. Un péptido de clase Il (1.4 KDa) producido
por Bacillus paralicheniformis y proveniente de muestras de alimento fermentado tradicional indio,
mostré termoestabilidad (4,0-125 °C), tolerancia al pH (pH 2,0-9,0) y resistencia a enzimas fisioldgicas
(tripsina, quimotripsina, pepsina, proteinasa K, proteasa y catalasa) asi a las sales metalicas que no inhiben
la actividad contra Salmonella typhiy Listeria monocytogenes (Choyam et al., 2021). Varias cepas de B.
subtilis producen AMPs con actividad contra otros organismos como hongos y también bacterias Gram-
positivas, por ejemplo, la iturina, bacilomicina y la fengicina. Estos lipopéptidos anfipaticos tienen una
masa molecular que oscila entre 1 028 y 2 000 Daltons, y son sintetizados por grandes complejos
multienzimaticos con dominios cataliticos dispuestos modularmente(Schallmey et al., 2004; Sumi et al.,
2015). La bacilina, un dipéptido que contiene Il-alanina de un peso de .270 KDa, es uno de los antibidticos
peptidicos mas simples y es producido por la cepa B. subtilis Marburg 168 (Nakano y Zuber, 1990). Algunos
péptidos antimicrobianos pertenecientes a la familia de las surfactinas también han demostrado su
potencial como agente antitumoral, antiviral, antibacteriano e hipocolesterolémico, siendo otro campo de

investigacion prometedor para la aplicacion clinica de los AMPs (Schallmey et al., 2004).

Muchas de las caracteristicas de los péptidos identificados de la fraccidn >3 KDa de la cepa B2 se
comparten con otros péptidos purificados de otras cepas de Bacillus. En este sentido, es relevante
mencionar la diversidad de AMPs que diferentes cepas de Bacillus pueden producir, reflejandose en la
accion contra diversos patégenos. Es por ello la importancia en la evaluacién de los péptidos

antimicrobianos identificados con otras especies patdgenas de relevancia clinica.
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Capitulo 5. Conclusiones

En el presente proyecto de investigacidn se analizaron diversas cepas de Bacillus provenientes de muestras
ambientales. De las cuatro cepas evaluadas, la cepa B2 mostrd actividad contra las especies patdgenas de
aislados clinicos identificadas como de S. aureus y S.haemolyticus. La determinacion del medio de cultivo
adecuado para la produccién de AMPs fue el medio Schaeffer normal con presencia de sales, en medios
de cosecha directa y en volumenes de 30 ml. Algunos articulos han mostrado la inhibicién de péptidos
catiénicos debido a la presencia de sales, sin embargo, las evaluaciones de estabilidad y produccién
revelaron una resistencia a sales metalicas, asi como resistencia a degradacion de las proteasas celulares
tripsina y proteinasa k y termoestabilidad a 37° C. La identificacion del tiempo de produccidn mdaxima de
los AMPs producidos por la cepa B2, se lleva a cabo al final de la fase exponencial y a inicios de la fase
estacionaria, aproximadamente (5-7 horas post inoculacion en medio de produccién). Mediante el analisis
de la muestra de la fraccion menor se evidencié la presencia de péptidos de peso molecular menor a 3KDa.
Sin embargo, debido a factores de infraestructura, la secuenciacién de los péptidos no se pudo llevar a
cabo. Los datos de los resultados permiten tener un flujo de trabajo para su futura purificacién y

secuenciacion.

Algunas caracteristicas de estabilidad se han mostrado también en otros péptidos identificados de otras
cepas de Bacillus, lo que evidencia la ventaja en la busqueda de compuestos en este género bacteriano
debido a su capacidad para adaptarse y sobrevivir a diversos ambientes. Para futuras investigaciones, la
secuenciacion del o los AMPs mostrarian los residuos de aminoacidos que pudieran estar involucrados en
la estabilidad. Ademas, se podria realizar innovaciones en el campo del disefio de AMPs mediante la
modificacion de residuos que permitieran una mayor estabilidad y nuevas dianas en el tratamiento de

patdégenos.

Las evaluaciones en otros modelos patdgenos, permitiria aumentar el margen de aplicacién de estos
compuestos. Por ejemplo, las evaluaciones con otras bacterias patégenas Gram-positivas y Gram-
negativas, hongos, o inclusive en analizar si tiene una actividad inmunomoduladora en células humanas
para contrarrestar infecciones virales o en la respuesta contra células cancerigenas como han mostrado

algunos otros péptidos antimicrobianos.
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