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RESUMEN

La resistencia a antibidticos es una de las razones mas importantes que impulsa la
busqueda de nuevas drogas antibidticas mientras que las infecciones causadas por
bacterias resistentes a antibidticos podria ser una de las principales causas de
muerte a nivel mundial si no actuamos prontamente. La bdsqueda de nuevos
antibioticos en fuentes poco tradicionales o poco exploradas representan un fuente
promisoria de moléculas con actividad antimicrobiana. Hermetia illucens es
conocida por su gran capacidad de degradar materia organica y por poseer una
microbiota intestinal muy diversa con capacidad de producir compuestos
antimicrobianos. EIl aislamiento y cultivo de bacterias del tracto intestinal de la
larva de H. illucens permitié identificar 7 de cepas del género Bacillus con
capacidad de producir compuestos antibacterianos. La cepa seleccionada
(BGS8_7) posee 99% de identidad en el gen del ARNr 16S con la especie
Bacillus amyloliquefaciens. La fraccion metanolica obtenida a partir de los
extractos del sobrenadante del cultivo de la cepa activa presentd actividad contra
las 3 cepas patdgenas utilizadas: E. coli ATCC 25922, S. entérica ATCC 1311y
S. aureus MRSA ATCC 43300. Los resultados de la espectrometria de masas de
la fraccién metandlica indican que contiene compuestos activos pertenecientes a
la familia del lipopéptido surfactina. Este trabajo contiene informacion util para
futuros estudios que continden con la busqueda de antibidticos a partir de fuentes
promisorias de la biodiversidad peruana para contribuir con el problema a nivel
mundial de la resistencia antibidtica.

Palabras clave: Hermetia illucens, surfactina, lipopéptidos, Bacillus

amyloliquefaciens



ABSTRACT

Antibiotic resistance is one of the most important reasons that drives the search
for new antibiotic drugs, while infections caused by antibiotic-resistant bacteria
could be one of the leading causes of death worldwide if we do not act promptly.
The search for new antibiotics in untraditional or little explored sources represents
a promising source of molecules with antimicrobial activity. Hermetia illucens is
known for its great capacity to degrade organic matter and for possessing a very
diverse intestinal microbiota capable of producing antimicrobial compounds. The
isolation and culture of bacteria from the intestinal tract of H. illucens larvae
allowed the identification of 7 Bacillus strains capable of producing antibacterial
compounds. The selected strain (BGS8_7) possesses 99% of identity in the 16S
rRNA gene with the species Bacillus amyloliquefaciens. The methanolic fraction
obtained from extracts of the culture supernatant of the active strain showed
activity against the 3 pathogenic straina: E. coli ATCC 25922, S. entérica ATCC
1311 y S. aureus MRSA ATCC 43300. The results of the mass spectrometry of
the methanolic fraction indicate that it contains active compounds belonging to
the family of the lipopeptide surfactin. This work contains useful information for
future studies that continue with the search for antibiotics from promising sources
of Peruvian biodiversity to contribute to the global problem of antibiotic

resistance.

Key words: Hermetia illucens, surfactin, lipopeptide, Bacillus amyloliquefacien



I. INTRODUCCION
Durante las Gltimas décadas, el niUmero de nuevos antibioticos en el mercado ha
mostrado una gran disminucion, segun los datos que se tienen desde 1980 hasta
2012 y soOlo dos nuevas drogas sistemicas antibacterianas (Telavancin y
Ceftaroline fosamil) fueron aprobados por la FDA (Food and Drug

Administration) durante el periodo del 2008 al 2012 (1).

-
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Figura 1. Nuevos agentes antibacterianos aprobados por la FDA por periodos de 5

afios hasta el afio 2012 (1).

La campaiia “Iniciativa 10 x ‘20, colaboracion global propuesta en el afio 2010
por la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas (IDSA por sus siglas en
inglés), tiene como objetivo apoyar el desarrollo y aprobacién de 10 drogas
nuevas, seguras y efectivas para el afio 2020. Esta campafia al mismo tiempo
promueve las soluciones legislativas, regulatorias y soluciones de financiamiento
para poder hacer frente a este problema (1). Sin embargo, la situacion hasta la

actualidad no demuestra un gran avance con respecto a esta iniciativa.



Existen varias razones que han ocasionado la disminucion del desarrollo de
nuevos antibidticos. Como una de las principales, se considera que las grandes
industrias farmacéuticas han redirigido sus intereses hacia aquellos medicamentos
que les proveen mayor rentabilidad (2). Por ejemplo, los antibidticos son
generalmente usados, segun el tratamiento, por un par de semanas a diferencia de
los medicamentos para enfermedades crénicas como el cancer o enfermedades
cardiovasculares, los cuales pertenecen a terapias de largo plazo, resultando asi

ser mas rentables que las terapias de corto tiempo.

Se estima que solo media docena de compafiias en los Estadios Unidos y Europa
mantienen los programas de investigacion y desarrollo de antibidticos sin
embargo, gran parte de este trabajo se continda llevando a cabo en centros

académicos y pequefias empresas biotecnoldgicas (3).

La resistencia a antibioticos es una de las razones mas importantes que impulsa la
busqueda de nuevas drogas antibidticas. Los microorganismos han existido desde
antes de la aparicion del humano en la tierra y viven en una variedad increible de
ambientes y climas debido a su gran capacidad de adaptarse, a su plasticidad
genética y a su rapida replicacion. El analisis de la reconstruccion genética de los
genes de resistencia a varias clases de antibioticos, demuestran que existen desde
mucho antes de la era antibidtica. Un ejemplo es el caso de la filogenia de las
serin- y metalo-beta lactamasas, las cuales datan desde hace mas de 2 mil millones
de afios (2) (4). Cabe mencionar que los genes involucrados en la biosintesis de

antibidticos y metabolitos secundarios en bacterias se encuentran agrupados en



una linea continua en el ADN debido a la transferencia horizontal genética, por lo
tanto el repertorio de metabolitos secundarios que posean dependera
principalmente, pero no Unicamente, de los microorganismos que lo rodean en su

ambiente natural (5).

Las enfermedades infecciosas causaron la muerte de 14 millones de personas en el
afio 2011 a nivel mundial y existen varios factores que contribuyen a su
dispersion, como el desplazamiento de las poblaciones o el uso intensivo y
constante de antibidticos, siendo este Gltimo un factor que acelera la tasa de
resistencia. Actualmente, la resistencia antibiotica esta presente en todos los
patdgenos importantes para la salud y sucede para casi todos los antibidticos,

incluso dando lugar a bacterias resistentes a multiples drogas (6).

A inicios del presente afio, la OMS publicd una lista de bacterias resistentes
agrupadas de acuerdo a la urgencia de nuevos tratamientos (prioridad critica, alta
y media), la cual tiene el objetivo de guiar la investigacion, el descubrimiento y el
desarrollo de nuevos antibidticos. Dentro del grupo de prioridad critica, se
encuentran algunas bacterias de la familia Enterobacteriaceae, que incluye a la
especie Eschericia coli y dentro del grupo de prioridad alta se encuentran

Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA) y Salmonella spp. (7).

Con respecto a este tema, el Plan de Accion Nacional de los Estados Unidos (8) y
el Reporte de la OECD sobre resistencia antimicrobiana en paises G7 (9), sefialan

la necesidad e importancia del aumento de oportunidades para acelerar la



investigacion sobre nuevos antibioticos y nuevas herramientas para combatir el
problema de la resistencia antibiotica. Segun el reporte de la OECD, las
proyecciones realizadas para el 2050, indican que el nimero de muertes por afio
atribuibles a la resistencia antibidtica, colocarian a la resistencia como una de las

primeras causas de muerte a nivel mundial.

Existen diversas propuestas para abordar este problema de resistencia, desde la
estrategia de terapia hasta la produccion de nuevas clases de antibidticos. La
busqueda de nuevos antibioticos en fuentes poco tradicionales o poco exploradas,
como microorganismos marinos, plantas de la medicina tradicional, insectos,
entre otros (10), han demostrado algunos casos exitosos como lo es el
descubrimiento del antibiético abyssomicina, obtenida a partir de una bacteria
marina (11) o la teixobactina, obtenida a partir de una bacteria previamente no
cultivada, aislada del suelo (12). En general sobre este ultimo punto, s6lo el 1% de
las bacterias existentes han logrado ser cultivadas en condiciones de laboratorio
(13-15), segun los estudios de secuenciamiento metagenémico, por lo que estas

también representan una fuente promisoria de nuevas clases de antibiéticos.

Con respecto a las estrategias para bacterias no cultivables, es importante tomar
en cuenta la aplicacion de nuevas técnicas de cultivo que permiten abrir paso a
fuentes no conocidas de nuevos antibioticos, como lo es el iChip (cultivo in situ)
(16,17) o la técnica de co-cultivo, con la que se puede aprovechar la relacion que
tienen algunos microorganismos para influenciar su desarrollo mediante

moléculas bioactivas o regulando ciertas vias metabolicas (18,19).



El enfogue sobre las fuentes microbianas nace principalmente por la gran
biodiversidad existente y el desconocimiento de la capacidad que tienen para
producir antibidticos (20), tomando en cuenta que los productos naturales poseen
una mayor probabilidad de tener éxito en convertirse en una nueva droga debido
al potencial de proveer novedad y complejidad espacial como en el namero y
configuracién del carbono quiral, anillos e insaturaciones (nUmero y posicion) y
grupos funcionales, a diferencia de los compuestos sintéticos, los cuales se basan
en pequefios cambios quimicos a partir de la estructura de drogas ya existentes

(21).

Este trabajo tiene como objetivo buscar nuevas moléculas antibidticas producidas
por las bacterias aisladas del tracto intestinal de la larva de Hermetia illucens ya
que existen varios estudios que han demostrado que esta mosca saprofaga puede
representar una fuente potencial de obtencion de nuevas moléculas antibidticas

(22-25),



1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

2.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resistencia antibidtica es un evento biolégico que ocurre de manera natural
debido a procesos de mutacién genética y a la capacidad de los microorganismos
a transferir horizontalmente su material de informacion genética, sin embargo,
constituye un problema a nivel mundial ya que genera, entre varios dafos,

pérdidas humanas.

Las infecciones por bacterias resistentes a antibi6ticos sera una de las principales
causas de muerte a nivel mundial, segun la OMS, sino actuamos prontamente. Se
estiman que mas de 63,000 personas adquieren infecciones en hospitales en los
Estados Unidos y en Europa se estiman que 25,000 personas mueren anualmente a

causa de infecciones por bacterias resistentes a multiples drogas (26).

En el Per( y en Latinoamérica, la resistencia es un problema ain mayor ya que
existen menos recursos para desarrollar estrategias de contencion. Las infecciones
por bacterias resistentes generan fallas en el tratamiento, lo cual prolonga la
enfermedad y aumenta el riesgo de muerte del paciente. A su vez, aumenta el
consumo de antibidticos de segunda o tercera linea, cuyo costo y toxicidad son

mayores que los de primera linea (27).

Los agentes infecciosos mas importantes dentro de las infecciones

intrahospitalarias, especialmente en las unidades de cuidados intensivos, son



Staphylococcus aureus, Enterococcus, Enterobacter, Escherichia coli, Candida
albicans, entre otros (27). Por ejemplo, el 50% de Staphylococcus aureus aislados
de hemocultivos de pacientes en varios hospitales de Lima durante los afios 2008
y 2009 resultaron ser resistentes al antibidtico meticilina. Para el caso de las
enterobacterias, durante el 2008 y el 2011, se observo un 24% de resistencia de
Salmonella typhi a ciprofloxacina y un 33% a acido nalidixico. Para el caso de
Escherichia coli, se conoce que la tasa de produccion de enzimas betalactamasas
de espectro extendido (BLEE), las cuales les confieren resistencia a ciertos
antibidticos, son mas altas en Latinoamérica que en otras partes del mundo. En
Lima, el porcentaje de produccion de BLEE por E. coli y Klebsiella, aisladas de
hemocultivos de 9 hospitales durante el 2008 y 2009, fue del 75.1 y 76.8%,

respectivamente (28).

Por otro lado, ademas de los casos de resistencia a nivel mundial, el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos ha venido disminuyendo, cuya causa es
multifactorial (2). Esto representa un grave problema ya que muchos de los
patdégenos, como las bacterias mas importantes que amenazan la salud, estan
desarrollando mecanismos de resistencia a los antibioticos que se encuentran
disponibles actualmente en el mercado. Debido a la necesidad de buscar nuevas
fuentes promisorias de moléculas antibidticas con estructuras novedosas que
hagan frente al problema de la resistencia, el objetivo principal del presente
trabajo es buscar compuestos con actividad antimicrobiana a partir del
aislamiento, cultivo e identificacion de bacterias del tracto digestivo de la larva de

Hermetia illucens.



2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Historia del desarrollo de antibidticos

Para poder entender el problema de la resistencia, resulta Gtil conocer la historia y
el desarrollo de antibioticos. La exposicion a sustancias antibioticas ocurrid
mucho antes de la denominada “Era antibidtica” en donde se descubrieron la
mayoria de dichas sustancias. Algunos estudios han reportado la existencia de
trazas de tetraciclina en restos de esqueletos humanos ubicados en la Antigua
Nubia Sudanesa que datan de 350 a 550 EC (29,30), lo cual indica que hubo
exposicion a materiales que contenian tetraciclina. Otro ejemplo es el uso de los
suelos rojos del Rio Jordan para tratamientos de infecciones dermatoldgicas que
conllevo al posterior aislamiento y descubrimiento de actinomicetos productores

de antibidticos (31).

Ademas de las posibles exposiciones a antibi6ticos previamente mencionadas,
también se encuentra el uso de la medicina tradicional, especialmente la de China.
El uso de plantas como Artemisa annua, generd el descubrimiento de la
artemisinina, la cual ejerce una potente actividad contra la malaria (32). El
consumo de estas y varias otras especies de plantas de uso tradicional, asi como la
exposicion a antibioticos producidos por bacterias, probablemente hayan sido
algunos de los factores que ocasionaron presiones de seleccion a lo largo de la
historia y generaron la acumulacion de genes de resistencia en poblaciones

humanas incluso antes de la Era antibidtica (4).



La Era antibi6tica surge a inicios de siglo XX cuando Paul Ehrlich encontré que
algunos colorantes sintéticos pueden tefiir tejidos de manera especifica y por lo
tanto pueden presentar algun tipo de afinidad para ser usados como drogas
antimicrobianas. Esta idea conllevd a que €l realice una bdsqueda sistematica y a
gran escala de drogas contra la bacteria Treponema pallidum, causante de la
sifilis. Luego de sintetizar varios derivados organoarsénicos, la droga que logré
tener éxito fue vendida como Salvarsan, hasta que fue reemplazada por la

penicilina a inicios de la década de 1940 (33).

Sin embargo, antes del descubrimiento de la penicilina, esta busqueda sistematica
dio lugar al descubrimiento de las sulfonamidas por cientificos de la compafiia
Bayer. Estas drogas sintéticas fueron las primeras en ser usadas como
antimicrobianos y producidas a gran escala por varias compaiiias, lo que genero la

mayor diseminacion de casos de resistencia frente a estas drogas.

Antes del descubrimiento de la penicilina, se hacia uso del extracto de la bacteria
Pseudomonas aureginosa, Illamado piocianasa, para tratar varias enfermedades en
hospitales durante 1899. Emmerich y L6éw habian observado que esta bacteria
tenia actividad contra bacterias patdgenas, sin embargo, algunos preparados
resultaron ser toxicos para el humano por lo que este tipo de tratamientos fue
dejado de lado. No es sino hasta 1945 en que se corrobora la produccion de

moléculas con actividad antibiotica por P. aureginosa (34).



El primer antibidtico descubierto de origen natural fue la penicilina por Alexander
Fleming en 1928. Tras 12 afios de trabajar en la purificacion y estabilidad de la
sustancia activa producida por Penicillium notatum, Fleming estuvo a punto de
abandonar esta idea hasta que, en 1940, un grupo de investigacion de Oxford
publicé un articulo donde describian los procedimientos para obtener cantidades
suficientes de penicilina para ensayos clinicos (35). La metodologia de cribado de
Fleming, observando halos de inhibicién sobre capas de bacterias patdgenas en
agar, fue ampliamente usada por otros investigadores en el ambito académico e
industrial para la deteccion de actividad de otros microorganismos productores de

antibioticos.

Estos hallazgos prepararon el camino para el descubrimiento de nuevos
antibioticos entre los afios 1950 y 1970, en donde la mayoria de clases de
antibidticos fueron descubiertas a través del aislamiento de microorganismos de
diferentes e inusuales ambientes naturales. Luego de esta era dorada, no se han
encontrado nuevas clases de antibioticos por lo que se ha venido realizando
modificaciones quimicas de los antibidticos ya existentes y tratamientos
combinatorios con diferentes mecanismos de accion para hacer frente al problema

de la resistencia (4,36).

2.2.2 La resistencia antibidtica
La resistencia antibiotica hace referencia a la falta de inhibicion efectiva del
crecimiento de un microorganismo ya que este continGa multiplicAndose a

concentraciones terapéuticas de la droga. Afios antes del uso de la penicilina,
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como tratamiento clinico, se observo que algunas bacterias podian degradarla. De
igual manera, mientras se daba estreptomicina como tratamiento para la
tuberculosis durante la década de 1940, empezaron a aumentar los casos de cepas
mutantes a medida que el tratamiento continuaba (37). Este y otros casos de
resistencia fueron volviéendose mas comunes durante el descubrimiento e

introduccion de otros antibidticos a la practica clinica.

En la Figura 2 se puede observar una representacion del descubrimiento de
antibidticos (flechas verdes) y la aparicion de los casos de resistencia (lado
derecho) para cada tipo de antibidtico. Las flechas rojas indican que la resistencia
ha ido aumentando junto con la falta de descubrimientos de nuevas clases de
antibioticos.

Antibiotic Discovery Time to get the
Antibiotic Resistance
Penicillin - 1920

1943 Penicillin

Cephalosporin -
i P 1950 Tetracycline
1953 Erythromycin

1960 Methicillin

1967 Gentamicin
1972 Vancomycin

Carbapenum _
Fluroguinolone _

1985 Imipenem &
Ceftazidime

1996 Levofloxacin

2000 Linezolid
2003 Daptomycin
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Figura 2. Representacion grafica del descubrimiento de antibidticos y primeros
reportes de resistencia (26).

A mediados de la década de 1950, un grupo de investigadores en Japon
encontraron que la resistencia podia ser transferida genéticamente y, en

consecuencia, esta podria diseminarse a poblaciones enteras de bacterias (38).
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Asimismo, el descubrimiento de secuencias de genes bacterianos presentes en
genomas eucariotas, la identificacion de islas con genes de patogenicidad (39) y la
transferencia de resistencia mediada por plasmidos, sefialan la importancia que

merecen las investigaciones en estos ambitos (37,40).

Los antibioticos usados en agricultura son similares a los usados en el humano por
lo que la cadena alimenticia es considerada la principal fuente de transmision de
bacterias resistentes entre plantas, animales y humanos (26). Por ejemplo, en
Barcelona, la cuarta parte de nifios son portadores de E. coli resistente a
quinolonas, sin embargo, estos nifios nunca se encontraron expuestos al
antibidtico, por lo que se sugirid que las aves de corral o el cerdo podrian ser las

principales fuentes de bacterias resistentes (41).

Si bien los antibidticos ejercen una presion de seleccion, el desarrollo de la
resistencia también se ve directamente relacionado con la transferencia de
material genético entre bacterias, como se menciond previamente. El nivel de
consumo de estos antibidticos también estd asociado al desarrollo de la resistencia
ya que aquellas que logran sobrevivir al tratamiento, logran acumular mayor
capacidad para resistir a ese y otros antibidticos. Cabe mencionar que la
resistencia a un determinado antibidtico, por ejemplo, a la tetraciclina, puede
incurrir en la resistencia a otros antibidticos de su misma clase (estructuralmente

relacionados), por ejemplo resistencia a oxitetraciclina o doxiciclina (26)
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Algunos mecanismos de resistencia pueden clasificarse por el dafio a: (i) la
sintesis de pared bacteriana, (ii) la sintesis de proteinas, ADN y ARN, (iii) la
membrana celular o (iv) acciones especificas (26). Sin embargo, algunos Gltimos
estudios indican que no todas las interacciones del antibiotico con las bacterias
pueden ser explicadas por mecanismos Unicos y especificos, sino que los
antibidticos pueden operar a nivel de poblacion o realizar interacciones complejas

con el biofilm bacteriano (42,43).

2.2.3 Insectos y su microbiota intestinal

Los insectos son los animales mas abundantes en nimero y en biomasa y se
encuentran en casi todos los espacios terrestres. Se han descrito mas de un millén
de especies de insectos, los cuales representan mas del 70% de las especies
animales (44). La diversidad de insectos se ve reflejada en la gran variedad de las
comunidades microbianas presentes en su tracto digestivo. Esta gran variedad se
encuentra influenciada por la dieta de cada insecto, sin embargo, aquellas
comunidades microbianas indigenas o no transitorias, juegan un rol importante en

la colonizacién de especies patdgenas o especies transitorias (45).

Los insectos normalmente consumen microorganismos potencialmente dafinos o
patogenos que provienen de su dieta o del ambiente en el que viven. A pesar de
que se enfrentan constantemente a dichos microorganismos dafiinos, es claro notar
su resistencia a infecciones microbianas ya que se desarrollan casi siempre de
manera prospera en este tipo de ambientes (46). Esta resistencia ocurre debido a

los diferentes mecanismos de defensa con las que cuentan los insectos, que
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incluye el sistema inmunitario, las barreras fisicoquimicas (como el pH) en el

tracto intestinal y la microbiota intestinal (47).

Las bacterias del tracto intestinal de los insectos han mostrado tener roles
importantes proporcionando vitaminas, colaborando en el metabolismo de grasas
y carbohidratos, previniendo la invasion de bacterias externas y promoviendo la
funcién del sistema inmune. Por ejemplo, un estudio logro aislar y cultivar a la
bacteria Enterococcus mundtii a partir del tracto intestinal del insecto lepiddptera
Spodoptera littoralis. Dicha bacteria simbiotica secreta activamente la
bacteriocina mundticina KS, la cual tiene un efecto protector sobre la invasion de

bacterias patdgenas en este insecto (44).

En un estudio se demostrd que si se altera la dieta del insecto Coptotermes
formosanus (Blattodea), las comunidades microbianas del intestino también
cambian y que aquellos que son capaces de degradar los componentes de la dieta
se vuelven las especies predominantes (48). Asimismo, otro analisis comparativo
de la composicion intestinal bacteriana de Dastarcus helophoroides (Coleoptera)
encontrd diferencias entre larva y adultos y entre tipos de dietas administradas

(49).

Usando técnicas modernas de biologia molecular se ha podido identificar la
diversidad microbiana y las especies dominantes en varios insectos, muchas de las
cuales aun no han logrado ser cultivadas (50). Cabe resaltar que el gen del ARN

ribosomal 16S ha mostrado ser un buen indicador de filogenia pero que existe la
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posibilidad de que algunos tipos filogenéticos detectados sean Unicos a la
microflora intestinal del insecto que se estudie. Algunos filos comunes de la
microbiota intestinal incluyen a: Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes y especies de Bacillus, Actinomicetos, Actinobacteria,
entre otros (51). Adicionalmente, también es comdn encontrar especies del reino
Fungi, principalmente en insectos que se alimentan de detritus 0 madera, ya que

estas especies pueden contribuir con la digestion del insecto (52).

2.2.4 Hermetia illucens o Mosca soldado negra

Hermetia illucens (black soldier fly o BSF) es una mosca tropical originaria de
Ameérica del Norte (sur de EEUU) pero que logré expandirse a Europa, India,
Asia y Australia luego de la segunda guerra mundial. Actualmente su distribucién
se ha ampliado a casi todas las zoogeograficas del planeta con temperaturas

calidas (53). Su clasificacion taxonémica (Linnaeus, 1758) es la siguiente:

= Filo: Arthropoda

= Clase: Insecta

» Orden: Diptera

= Familia: Stratiomyidae
= Subfamilia: Hermetiinae
= Género: Hermetia

= Especie: illucens

Esta especie posee 4 estadios dentro de su ciclo bioldgico (huevos, larvas, pupas y
adultos), como se observa en la Figura 3, pero también el ciclo se puede dividir en

instar, siendo este un término menos usado (54). Todo el ciclo bioldgico tiene
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como duracién promedio de 30 dias, dependiendo de las condiciones ambientales
en su medio natural y la dieta (55), siendo el estadio larval el unico en el que se
alimentan. Durante el estadio adulto solo beben agua y la prioridad sera
reproducirse y ovipositar los huevos de manera que alcancen exitosamente su
desarrollo (56). Debido a esto, es que no se suelen congregar alrededor de las
viviendas y esto reduce la probabilidad de diseminar infecciones, como si ocurre

con la mosca casera o Musca domestica.

Instar VIl
Adultos
Instar|
Huevos
Instar VII
Pupas
\\
CICLOBIOLOGICODE ' Instar il
Instar VI HERMETIA ILLUCENS / microlarvas
Prepupas ‘
\( : / Instar il
N b Y Larvas
\ a
InstarV Instar |V

Figura 3. Ciclo bioldgico de Hermetia illucens

En condiciones de laboratorio, otros estudios indican que la hembra oviposita
entre 320 a 620 huevos y luego de la eclosion, las microlarvas buscan una fuente
de alimento que tenga una humedad aproximada de 60 y 90% (57) y una

temperatura de 27 a 33°C para poder lograr un crecimiento optimo (58). Estos
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nutrientes provienen principalmente de materia organica en descomposicion,
como frutas, vegetales y restos de animales (59). Durante el estadio de adultos,
una fuente de luz ha demostrado ser estimulante para la reproduccion exitosa, asi
como una fuente de agua que incrementa su longevidad y el fitness del adulto
(59). Al final de su estadio larval (prepupas), estas suelen moverse lejos de la
fuente de alimento y a un area limpia hasta que estan listas para transformarse en

moscas adultas (60).

Entre otras especies de moscas, H. illucens es la que tiene mayor eficiencia en
procesar materia organica y debido a que su estadio larval tiene una mayor
duracion que otras especies, estas tienen un mayor tamafio y consumen también
mayores cantidades de alimento. Esta propiedad de las larvas ha permitido que
puedan ser ampliamente usadas para el manejo de desechos orgéanicos, teniendo

cada tipo de desecho orgéanico, una tasa de consumo diferente (61).

2.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El descubrimiento de antibioticos naturales a inicios del siglo 20 tuvo un gran
impacto en la salud humana ya que se trataron rapidamente varias infecciones
microbianas de la época. Los productos naturales son una pieza clave en la
medicina moderna y contindan siendo la fuente principal de moléculas lideres en
el descubrimiento de drogas. Més de la mitad de productos naturales que se

conocen provienen de una fuente bacteriana (62), los cuales fueron en su mayoria

17



obtenidos a partir de bacterias filamentosas, actinomicetos, myxobacterias,

cianobacterias, Pseudomonas sp. y Bacillus sp. (63).

Existen estudios que han demostrado que el tracto intestinal de los insectos tiene
roles importantes, como prevenir la invasion de bacterias patdgenas y promover la
funcién de su sistema inmune (64). La mosca soldado negra compite con otras
especies de moscas que sobreviven en desechos organicos en descomposicion y
transmiten asi enfermedades. La mosca soldado negra también evita la
ovoposicion de la mosca casera 0 Musca domestica (61). Las larvas de esta mosca
han sido principalmente utilizadas para la reduccion de los desechos organicos ya

que posee la capacidad de desarrollarse en ambientes contaminados.

La larva de Hermetia illucens modifica la microflora presentes en dichos
desechos, disminuyendo la presencia de bacterias patogenas al producir
componentes bacteriostaticos, bactericidas, fungicidas (24). A modo de ejemplo,
se ha encontrado que disminuye la presencia de Escherichia coli en restos lacteos

(23) y en restos de aves de corral (22).

Asimismo, se ha encontrado que extractos de las larvas de H. illucens poseen
compuestos con actividad antibacteriana, los cual brinda evidencias y una nueva
perspectiva con respecto a los efectos antimicrobianos de la larva de H. illucens
(25). Adicionalmente, otro estudio logro aislar e identificar un nuevo péptido

obtenido a partir de su hemolinfa con actividad antimicrobiana contra varias cepas
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de Staphylococcus aureus e incluso contra una cepa resistente a maltiples drogas

(65).

Por otro lado, también se ha estudiado la diversidad microbiana de los distintos
estadios del ciclo bioldgico de H. illucens mediante secuenciamiento del gen del
ARNr 16S, indicando que existe una gran diversidad bacteriana asociada a esta
especie (66) e incluso se ha logrado aislar e identificar dos nuevas especies de

bacterias aisladas a partir del tracto intestinal de esta larva (67,68).

En el presente estudio se plantea aislar, cultivar e identificar a los

microorganismos del tracto intestinal de la larva H. illucens enfrentdndolos contra

bacterias patdgenas para de descubrir antibioticos.
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2.4 OBJETIVOS

2.4.1 OBJETIVO GENERAL
e Buscar compuestos con actividad antimicrobiana a partir del aislamiento,
cultivo e identificacion de bacterias provenientes del tracto intestinal de la

larva de Hermetia illucens.

2.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aislar y cultivar bacterias del tracto intestinal de la larva de Hermetia
illucens

o ldentificar las cepas aisladas del tracto intestinal de la larva de Hermetia
illucens mediante el secuenciamiento del ARNr 16S.

e Evaluar la actividad antimicrobiana de las cepas aisladas mediante el
enfrentamiento contra 3 cepas patdgenas: Staphylococcus aureus MRSA
ATCC 43300, Salmonella enterica ATCC 13311 y Escherichia coli
ATCC 25922.

e Evaluar in vitro la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a

partir del aislamiento biodirigido contra las 3 cepas patdgenas (ATCC).

2.5 HIPOTESIS

Es posible realizar la busqueda de antibioticos a partir de microorganismos

aislados del tracto digestivo de la larva de Hermetia illucens.
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I1l. METODOLOGIA
3.1 MATERIALES
3.1.2 MATERIAL BIOLOGICO
3.1.2.1 Larvas de Hermetia illucens
Las larvas utilizadas para el aislamiento de microorganismos provienen de la
crianza estandarizada para el mantenimiento continuo del ciclo biologico de
Hermetia illucens, realizada en el bioterio (018) acondicionado para dichas
condiciones, del Laboratorio de parasitologia celular (208) — LID (Laboratorios de

Investigacion y Desarrollo) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

3.1.2.2 Cepas bacterianas

Para el desarrollo de los ensayos de enfrentamiento bacteriano y de evaluacién de
la actividad antimicrobiana se usaron las siguientes cepas patogenas: Escherichia
coli ATCC® 25922™, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
ATCC® 13311™ y Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC® 43300™
Methicillin resistant (MRSA). Como control positivo de la prueba enzimatica de

lipasa se usé a la bacteria Pseudomona aureginosa ATCC® 27853™.

21



3.2 METODOS

Larvas de
Hermetia illucens

[1. Extraccion de microorganismos]

Tracto digestivo de larvas

l

2. Aislamiento de
microorganismos

3.Enfrentamiento Aislamiento
4 biodirigido de
contra patogenas compuestos activos

3 Identificacién - Gram negativo
- Salmonella enterica
Gram negativo
5 Caracterizacién > [ Escherichia coll ]
Enzimatica

Gram positivo
Staphylococeus aureus

Figura 4. Esquema general de la metodologia

3.2.1 Crianza de larvas y mantenimiento de ciclo biolégico de Hermetia
illucens

El mantenimiento del ciclo bioldgico de la mosca soldado negra o BSF (Black
Soldier Fly) en condiciones de laboratorio permite obtener larvas en diferentes
periodos de tiempo y experimentar diferentes tipos de alimentos que varian la
microbiota presente en su tracto intestinal, como se menciond previamente. Por
este motivo es importante mantener el ciclo bioldgico de este organismo ya que
describe como esta mosca puede ser criada para este y otros tipos de estudios

futuros.

Debido a que naturalmente H. illucens vive en zonas tropicales, la temperatura

optima de crecimiento y desarrollo se encuentra alrededor de los 27°C con una
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humedad entre 60-70% (56,57), condiciones que fueron usadas y mantenidas en el

laboratorio.

Las moscas adultas requieren de luz visible para el apareamiento y oviposicion,
dando inicio al ciclo bioldgico. Durante los 2 dias después del apareamiento, los
huevos fueron colectados para su eclosidn hacia microlarvas, lo cual puede tomar
hasta 4 dias. Inmediatamente después de la eclosion, estas microlarvas fueron
colocadas sobre una fuente de alimento para que se desarrollen a larvas durante

los siguientes 15 dias.

Luego de los 15 dias, las larvas se han desarrollado hasta llegar al estadio de
prepupa, tiempo en el cual ha consumido todos los nutrientes necesarios para
sobrevivir la etapa de pupa y adulto en la que no se alimentan por falta de piezas
bucales funcionales. Estas prepupas fueron colocadas en otros contenedores para
favorecer el proceso de transformacion a moscas o pupacion. Esta transformacion
puede tardar hasta 15 dias. Luego de que los adultos emergen, estan listos para
aparearse y dejar huevos. Si bien los adultos no se alimentan, se les coloca una
fuente de agua, la cual incrementa su tiempo de vida (59), logrando vivir de 5 a 8

dias.

Todo el sistema de crianza, incluyendo la verificacion de la humedad y la

temperatura se realizan de manera continua en el laboratorio para asegurar la

continuidad del ciclo biologico de Hermetia illucens en 6ptimas condiciones.
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3.2.2 Extraccion del tracto intestinal de larvas de Hermetia illucens

Se seleccionan 5 larvas entre 8 y 11 dias con un tamario entre 10 y 20mm. Para
evitar la contaminacion del aislamiento de bacterias del tracto intestinal con las
bacterias de la superficie de la larva, estas fueron desinfectadas superficialmente
con abundante alcohol al 70% y luego lavadas con agua destilada (24). Para
facilitar la diseccion y disminuir el movimiento de las larvas, estas son
mantenidas a 4°C por 30 minutos dentro de una placa petri y antes de iniciar la
diseccion se les colocan bajo luz UV por 15 minutos, para desinfectar nuevamente
la superficie de la larva. Para la extraccion del tracto intestinal, se hace un corte
lateral en la larva y se extrae el tracto intestinal completo con la ayuda de unas
pinzas estériles. Las muestras son colocadas en un tubo de 1.5ml conteniendo
200ul de solucion salina y se homogeniza con ayuda de una pipeta. Las muestras
en solucién salina son filtradas con una membrana de 40um de porosidad (cell
strainer) con la finalidad de triturar el tejido epitelial y homogenizar la muestra

recolectada.

3.2.3 Aislamiento y cultivo de bacterias del tracto intestinal

La muestra del homogenizado anterior es diluida hasta 1/10000 (Figura 5),
dilucion que permite observar colonias separadas en dichos medios de cultivo. Se
colocan 10ul de la dilucion sobre los siguientes medios: Agar Infusion Cerebro-
corazon con cloruro de trifeniltetrazolio (BHA), agar Luria Bertani (LBA) (24) y
agar sangre (AS, Agar Columbia + 5% sangre). La alicuota es sembrada por

extension sobre la superficie del agar. Para el repique de colonias y obtencién de
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cultivos puros se utiliza agar tripticasa de soya (TSA) (68). Las placas se incuban

en un ambiente de aerobiosis a 30°C por 24 horas.

- ‘ 10-" 10-* 10-* 10-*

Figura 5. Diseccion del intestino de una larva (izquierda) y diluciones del
homogenizado del contenido intestinal en solucién salina (derecha)

3.2.4 Caracterizacion enzimatica de las bacterias aisladas

Luego de la incubacion, las placas de BHA, LBA y AS son analizadas para
diferenciar y contabilizar la presencia de distintos tipos de colonias o morfotipos.
Cada morfotipo es aislado y sembrado en una nueva placa de agar TSA para poder
obtener un cultivo puro de dicha colonia. Esto se verifica mediante la tincion
Gram luego de algunos repiques en TSA, con la cual se hace una diferenciacion
bacteriana como Gram positivas 0 Gram negativas. Adicionalmente, se realizan
las siguientes pruebas para conocer la actividad enzimatica de las cepas obtenidas:
catalasa, oxidasa, ureasa, amilasa, celulasa, proteasa y lipasa. Los ingredientes de
los medios de cultivo utilizados para cada prueba enzimética se encuentran

resumidos en el Anexo N°3.

La prueba de catalasa permite conocer si la bacteria produce esta enzima cuando
la colonia es expuesta a peroxido de hidrogeno (H,0, + catalasa —» H,0 + 0,)
y es considerada positiva sélo si se producen burbujas o efervescencia y negativa

si hay poco o nada de burbujas (69). Para esta prueba se agregd 1ml de perdxido
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de hidrégeno en un tubo de 1.5ml y con un asa de siembra se inoocularon colonias

bacterianas y se observo la presencia o ausencia de reaccion.

La prueba de oxidasa permite determinar la presencia de enzimas citocromo C
oxidasas, las cuales participan en la cadena transportadora de electrones y en las
vias metabolicas del nitrato de algunas bacterias. ElI procedimiento consiste en
colocar la colonia en tiras impregnadas con el reactivo dicloruro de N,N-dimetil-
1,4-fenilendiamonio y 1-naftol, que se oxida por la citocromo oxidasa y se
considera positiva si dentro del minuto, la zona impregnada vira a un color azul
violeta. Se recomienda usar asas de platino, madera o plastico para evitar

resultados falsos positivos (69).

La ureasa es una enzima que hidroliza la urea en amonio, dioxido de carbono y
agua. La presencia de la enzima se determina al inocular colonias bacterianas en
un medio que contiene urea y un indicador. Si la enzima esta presente, el amonio
liberado incrementara el pH del medio y por lo tanto el indicador de pH rojo de
fenol cambiara de color de amarillo a violeta, dando como resultado una prueba

positiva (69).

Para las pruebas proteasa, amilasa, celulasa y lipasa se usaron cultivos bacteriano
en caldo LB para el sembrado lineal sobre el medio de cada prueba (Figura 6). En
estas 4 pruebas las placas fueron incubadas por 48 horas a 30°C. Para cada prueba
se usaron las siguientes cepas ATCC cuya actividad enzimatica es positiva para

dichas pruebas enzimaticas:
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Tabla 1. Bacterias utilizadas como control positivo para cada prueba enzimatica.

Prueba enzimatica Cepa control Cepa

Amilasa Bacillus subtilis ATCC 6633

Lipasa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Celulasa Bacillus subtilis ATCC 6633
Proteasa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Ureasa Proteus mirabilis ATCC 12453
Oxidasa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Catalasa Staphylococcus aureus ATCC 25923

Para la preparacion del medio de proteasa se utilizaron 0.5% de digerido
pancreatico de caseina, 0.25% de extracto de levadura, 0.1% de glucosa, 1% de
leche descremada y 1.5% de agar. Luego de las 48 horas de incubacion, se realiza
la lectura del halo alrededor de la colonia, el cual se observa en caso se secreten
enzimas proteoliticas que hidrolicen la caseina, considerando a la prueba como

positiva.

Para la preparacion del medio de amilasa se requiere de un medio solido que
contenga 0.3% de extracto de carne, 2% de almidon soluble, 0.5% de peptona,
0.5% de NaCl y 1.5% de agar. Luego de las 48 horas de incubacion, se hace el
revelado agregando un volumen de una solucion de lugol al 2% que cubra toda la
superficie de la placa (24). La lectura es inmediata y si se observa la presencia de
una zona alrededor de la colonia sin coloracion, la prueba se considera como

positiva.
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Para el medio de celulasa se requiere 1% de carboximetil celulosa de sodio, 1% de
triptona, 0.5% de extracto de levadura, 1% de NaCl y 1.5% de agar. Para el
revelado se cubre la superficie del medio con rojo Congo al 0.1% durante 15
minutos para luego eliminar el exceso con una solucion de NaCl al 0.5% (24) que
hace visible la presencia o ausencia del halo. Para la preparacion del medio de
proteasa se usa 0.5% de digerido pancreatico de caseina, 0.25% de extracto de
levadura, 0.1% de glucosa, 1% de leche descremada y 1.5% de agar (24). Luego
de las 48 horas de incubacidn, se realiza la lectura del halo alrededor de la colonia

(zona sin coloracion) y en caso este presente, la prueba se considera positiva.

El medio de lipasa contiene una solucién de Tween 80 al 0.5% y rojo neutro 0.1
m/v al 2% en buffer fosfatos 0.067M pH 7 (fosfato de sodio dibasico y fosfato de
potasio monobasico). En este caso, se agregan 20ul del cultivo en caldo en el
medio para lipasa. Si el medio cambia hacia una coloracion rojiza antes de los 5

dias, la prueba se considera positiva (70).

Incubacién de 5 dias
. ' / Medio liquido

l . para lipasa

\ Medio sélido para
Amilasa, celulasay
proteasa
Cultivo bacteriano

en caldo (24 horas
ne ( ras) Incubacién de 48 horas

Figura 6. Procedimiento de inoculacion de medios para pruebas las enzimaticas
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3.2.5 Criopreservacion y reconstitucion de cepas aisladas

Para la criopreservacion se preparan 3 crioviales por cepa. Cada criovial contiene
1ml de caldo BHI con glicerol al 20%, suero fetal bovino al 20% y una asada del
cultivo de la cepa. Todos los crioviales fueron almacenados a -70°C. Esto asegura
la disponibilidad de las cepas para los futuros ensayos de enfrentamientos

bacterianos y caracterizacion molecular.

3.2.6 Extraccion de ADN y amplificacion del gen ARN ribosomal 16S

Las cepas reconstituidas sembrandolas en placas de TSA e incubandolas durante a
30°C por 24 horas , tiempo luego del cual se cosecharon las colonias crecidas en
TSA dentro de tubos conteniendo perlas de vidrio de 2mm de diametro con 500ul
de buffer TE (Tris-EDTA), previamente autoclavados. Se afiadieron 50ul de
lisozima (100mg/mL), se homogenizé en vortex y se incub6 a 37°C durante 16
horas. Luego de la incubacion, se agregaron 75ul de SDS (dodecilsulfato sodico)
al 10% y 20ul de enzima proteinasa K (20mg/mL), se homogeniz6 e incub6 por 3

horas a 65°C.

Posteriormente, se afadieron 100 pl de NaCl 5M y 100 pl CTAB
(cetiltrimetilamonio)/NaCl (previamente calentado a 65°C), se homogenizé e
incubd durante 10 minutos a 65°C. Se adicion6 750 pl de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1), se homogenizo en vortex y se centrifugo a 10 000
rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y se adiciono
750 pl de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se homogenizé y centrifugo a 10

000 rpm por 5 minutos. Nuevamente, el sobrenadante fue transferido a otro tubo y
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se afiadié 1mL de alcohol absoluto frio y se colocé a -70°C por 15 minutos. Se
centrifugd a 10 000 rpm por 8 minutos y luego se descartd el sobrenadante. Se

agreg6 1mL de alcohol al 70% vy se centrifug6 a 10 000 rpm por 3 minutos.
Finalmente, se descart6 el sobrenadante y se secé el pellet colocando el tubo boca
abajo con la tapa abierta sobre un papel toalla. EI ADN fue eluido en 100 pl de

buffer TE. Las soluciones utilizadas fueron:

Tabla 2. Soluciones utilizadas para extraccion de ADN genémico

Buffer TE CTAB/NaCL

Pesar 4.1g de NaCl y 10g de CTBA y
Tomar un volumen (mL) de 1M de disolver en 100mL de agua destilada,

Tris-HCI pH 8 y otro de 0.5 M EDTA la cual ha sido calentada a 65°C.
pH 8y ajustar el volumen a 10mL. Homogenizar hasta que el contenido se

(10mM Tris-HCI, ImM EDTA vuelva blanco e incubar 10 minutos a
pH=8) 65°C, previo a su utilizacion.

Se realizo la verificacion de la integridad del ADN mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% con buffer TAE 1X (40mM acetato de Tris, 2mM EDTA, pH
8.5). Asimismo, se empleé marcador fago lambda (10ng/ul) para realizar la
cuantificacion de la muestra. La corrida electroforética se realiz6 a 80V durante
40 minutos. Se utiliz6 bromuro de etidio para visualizar las bandas con el

respectivo peso molecular.
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Para la preparacion de buffer TAE se uso:

Tabla 3. Preparacion de Buffer Tris, acido acético y EDTA (TAE)

50X Buffer TAE (Tris, &cido acético y EDTA)

Pesar 242¢g de Tris base, 57.1 mL acido acético glacial y 100mL 0.5M EDTA (pH
8.0). Luego tomar 20mL de TAE 50X y ajustar el volumen a 1 litro de TAE 1X.

La amplificacion se realizd empleando los primers externos 8 Forward y 1492
Reverse obteniendo un producto de PCR de aproximadamente 1490 pb, tal como

se muestran en la Figura 7.

16s rRNA Region

8F 337F 518R  785F 907R 1492R
i

+ ‘163 rRNA Region

Figura 7. Esquema de la ubicacion de primers empleados para la amplificacion y

secuenciamiento del gen ribosomal 16S

Para la estandarizacion de las condiciones de PCR, inicialmente se empled la
enzima High Fidelity (Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix de Thermo
Fisher Scientific), para la amplificacion de productos de PCR, empleando las

siguientes condiciones:
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Tabla 4. Condiciones empleadas en el master mix de PCR

Reactivo Stock de Concentracion Volumen
trabajo final (1X) paralrxn
Agua PCR - - oul
'\E's;tj;m')x 2X 1X 10ul
16s_8F 10uM 0.5uM 1ul
16s_1492R 10uM 0.5uM 1pl
ADN 2ul
Volumen final 20 ul
Secuencia de los primers:
16s_8F 5> AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’

16s_1492R 5’ CGYTTACCTTGTTACGACTT 3’

Condiciones finales de ciclamiento:
Tabla 5. Condiciones estandarizadas de ciclamiento para amplificacion del gen

ribosomal 16S

Temperatura | Tiempo | Ciclos
Denaturacion inicial 98°C 30” 1
Denaturacion 98°C 1 30
Alineamiento 55°C 5 30
Extension 72°C 23> 30
Extension final 72°C I 1
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Para la verificacion del producto de PCR se realizaron corridas de electroforesis
en gel de agarosa al 1%, utilizando marcador molecular 1Kb (1 Kb plus DNA
Ladder de Invitrogen) y buffer TAE 1X. La corrida de electroforesis se realizd a
80V durante 40 minutos. Se utilizé bromuro de etidio para visualizar las bandas

con el respectivo peso molecular.

Como ejemplo, la Figura 8 muestra el gel de agarosa con los amplicones
obtenidos de 9 cepas aisladas de la larva (M1 a M9). Las bandas presentan el peso
de aproximadamente 1500pb pero se evidencia presencia de smears 0 manchas en

todas las muestras.

» 2000

G e O ah oo o9 ob

Figura 8. Gel de agarosa al 1% con amplicones de aproximadamente 1500pb
Gel de agarosa: Carril 1 a 9 contiene productos de PCR del gen ARN ribosomal
16S de 9 cepas (M1 a M9); ultimo carril contiene marcador de peso molecular de
ADN 1Kb plus

La Figura 9, muestra los productos de PCR a diferentes condiciones, donde a
55°C la presencia de smears se observan en menor proporcion que los productos
amplificados a 52°C, considerandolo como mejores condiciones para la

amplificacion.
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1Kb Plus DNA Ladder

Figura 9. Gel de agarosa al 1% con amplicones obtenidos a diferentes condiciones
Gel de agarosa: Carril 1 a 3 contiene amplicones (cepa M1 a M3) obtenidos a una
temperatura de fusion (Tm) de 52°C y un tiempo de extension de 25 segundos;
carril de 5 a 7 (cepa M4 a M6) contiene amplicones obtenidos a Tm de 55°C y un
tiempo de extensién de 23 segundos; carril 4 (al medio) contiene marcador de
peso molecular de ADN 1Kb plus

Los productos que presentaron smears fueron purificados con kit (Qiaex Il gel
extraction Kit) y verificados nuevamente mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% vy tefiidos con bromuro de etidio, tal como se muestra en la Figura 10, donde

se evidencia una Unica banda para cada muestra.

P EEAEAGF BE

Figura 10. Gel de agarosa al 1% con amplicones purificados de aproximadamente
1500pb. Gel de agarosa: Carriles con amplicones purificados de 9 cepas (M1 a
MO9); carril 6 contiene marcador de peso molecular de ADN 1Kb plus
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Para completar la amplificacion de productos de PCR de las deméas muestras se
empled la Phusion High — Fidelity DNA Polymerase 500U (Thermo Scientific),
empleando las siguientes condiciones:

Tabla 6. Condiciones empleadas en el master mix de PCR

Reactivo Stock fje Cor?centracién VVolumen
trabajo final (1X) para 1l rxn
Agua PCR - - 29.5ul
Buffer PCR oX 1X 10ul
dNTP’s 2.5MM 800uM lul
16s_8F 10mM 0.5mM 2.5ul
16s_1492R 10mM 0.5uM 2.5ul
DMSO 1.5 ul
Phusion pol Tul
ADN 2ul
Volumen final 50 ul

Condiciones finales de ciclamiento:

Tabla 7. Condiciones estandarizadas de ciclamiento para amplificacion del gen

ribosomal 16S

Temperatura | Tiempo | Ciclos
Denaturacion inicial 98°C 30” 1
Denaturacion 98°C 10” 30
Alineamiento 55°C 30 30
Extension 72°C 45 30
Extension final 72°C 10" 1
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Verificacion del producto de PCR

La verificacion se realizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%,
utilizando marcador molecular 1Kb (1 Kb plus DNA Ladder de Invitrogen) y
buffer TAE 1X. La corrida electroforética se realizo a 80V durante 40 minutos. Se
utiliz6 bromuro de etidio para visualizar las bandas con el respectivo peso

molecular.

La Figura 11 muestra el gel de electroforesis con los amplicones correspondientes
a muestras de bacterias. Las bandas presentan el peso adecuado de

aproximadamente 1500pb sin presencia de smear.

1Kb Plus DNA Ladder

Figura 11. Gel de agarosa al 1% con amplicones bacterianos empleando Phusion
High — Fidelity DNA Polymerase
Gel de agarosa: Carriles con amplicones de 9 cepas (M1 a M9); carril 6 contiene
marcador de peso molecular de ADN 1Kb plus

3.2.7 Secuenciamiento y analisis del gen del ARN ribosomal 16S bacteriano

Los fragmentos de amplificacion obtenidos fueron secuenciados por la empresa
MACROGEN USA mediante el secuenciamiento por terminador fluorescente
(Sanger). Los primers internos: 337F, 518R, 785F, 907R y externos: 8F y 1492F,

fueron empleados para el secuenciamiento (Tabla 8) (72). Los cromatogramas de
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las secuencias del gen de ARN ribosomal 16s se editaron y se ensamblaron con el
programa CLC Main Workbench 7. El alineamiento de la secuencia de cada cepa
contra la base de datos se realizd mediante la herramienta web Nucleotide
BLAST® del Centro Nacional para la informacion biotecnologica (NCBI, por sus
siglas en inglés).

Tabla 8. Secuencias de primers usadas para el secuenciamiento

Primer Secuencia

16s_337F | 5° GACTTCTACGGGAGGCWGCAG ¥’

16s_785F 5" GGATTAGATACCCTGGTA 3’

16s_518R 5" GTATTACCGCGGCTGCTGG 3’

16s_907R 5" CCGTCAATTCCTTTRAGTTT 3’

3.2.8 Ensayos de enfrentamiento entra cepas aisladas y bacterias patogenas
ATCC

Para detectar la actividad antimicrobiana de cada cepa aislada del tracto intestinal
de las larvas de H. illucens contra las cepas bacterianas patogenas (E. coli, S.
enterica, S. aureus MRSA), se utilizdé la metodologia de bloque de agar o Agar
slab method (73) (Figura 11). Generalmente, estas pruebas se realizan en medios
solidos, los cuales permiten observar de manera cualitativa o semicualitativa,
zonas de inhibicién del crecimiento ejercido por parte de las bacterias de interés,

en este caso, las cepas del tracto intestinal.

Para esta metodologia se usaron 15ml de AN a 45°C, el cual fue inoculado con

5x10° UFC/ml de cultivo de cada una de las cepas aisladas e incubado por 24
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horas a 30°C. Luego de la incubacion, se cortaron bloques de agar de 8mm de
diametro con ayuda de un sacabocado metalico estéril. Los bloques fueron
colocados sobre placas con 15ml de AN recientemente inoculadas con 1x10°
UFC/ml del cultivo de 24 horas de crecimiento de cada bacteria patdgena ATCC.
Luego de 24 y 48 horas de incubacién a 30°C, se verifico la presencia de zonas de
inhibicion del crecimiento alrededor de los bloques de agar. Adicionalmente, se
colocaron 56.25ul de una solucion a 6mg/ml de tetraciclina en DMSO en 15ml de
AN a 45°C y de igual manera que para las cepas, se cortaron bloques de agar de
8mm de diametro colocados sobre la placa de AN gue contiene a las bacterias

patdgenas.

3.2.9 Aislamiento biodirigido de compuestos extraidos de cultivo liquido de
cepa aislada activa contra las cepas patégenas ATCC

Condiciones de cultivo

Para obtener un pre cultivo, la cepa activa seleccionada (BGS8_5) fue repicada, a
partir de una sola colonia en placa de TSA (crecimiento de 24 horas), en 60ml de

caldo LB e incubada por 24 horas a 30°C con agitacion constante de 150 RPM.

Para la estimulacion del cultivo de la cepa seleccionada con E. coli ATCC 25923
térmicamente inactivada, se prepararon 100ml de caldo LB inoculado con una
colonia de E. coli ATCC 25923 en TSA (crecimiento de 24 horas). El caldo
inoculado fue incubado a 37°C por 24 horas con agitacion constante de 150 RPM.
El cultivo luego fue centrifugado a 5000 RPM por 30 minutos a 4°C. Se elimind

el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 100ml de PBS 1X estéril para la
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inactivacion térmica de la bacteria en autoclave durante 15 minutos a 121°C a 15
psi (pounds force per square inch). Esto fue nuevamente centrifugado para la
obtencion del pellet bacteriano inactivado, el cual fue resuspendido en caldo LB y
agregado al cultivo para la estimulacién de la bacteria de interés. Se comprobaron
los controles de esterilidad del medio de cultivo y se verifico la pureza del cultivo
de la cepa BGS8_5 en placa. Para la verificacion de la esterilidad del pellet de E.
coli térmicamente inactivado (TI), luego del proceso de autoclavado, se sembro
una alicuota en TSA a 30°C por 24 horas y se comprobd la ausencia del
crecimiento. Adicionalmente, se calculd la concentracion inicial del cultivo, el

cual se encontraba entre 108-10° UFC/m.

Para el conteo de bacterias se realiz6 una dilucién de 10™ en solucién salina del
cultivo liquido de 24 horas tanto de las cepas aisladas y de las patdgenas. De esta
dilucion se cogieron 10ul y se colocaron en una cdmara de neubauer y se observé
en el microscopio Optico a 1000x con aceite de inmersion para realizar en conteo

de los campos. La férmula para el calculo de la concentracion final es el siguiente:

UFC _ N° células contadas x 104
ml dilucion

Para tener un cultivo sin estimulacion, el precultivo de 24 horas de crecimiento de
la bacteria activa fue agregado a 250 ml de caldo LB y se incub6 por 24 horas a

30°C con agitacién constante de 120 RPM.
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Para obtener cultivo estimulado, el precultivo fue agregado a 1.5L litros de caldo
LB, junto con el pellet de E. coli TI, mencionado previamente. Se incubo por 24
horas a 30°C con agitacion constante de 120 RPM. Al finalizar el tiempo de
incubacion, se procedié a centrifugar el cultivo (estimulado y no estimulado) a 10
000 RPM por 10 minutos a 4°C. Se verificaron la pureza y los controles de
esterilidad mediante tincion Gram y crecimiento en TSA. El sobrenadante fue
separado del pellet mediante centrifugacion y ambos fueron usados para la

posterior extraccion de compuestos.

Extraccion del contenido intracelular bacteriano

El pellet de cada cultivo (estimulado y sin estimular) fue resuspendido en
metanol-agua 2:1, mantenido a 4°C y sometido a sonicacion para la ruptura
celular, por 10 segundos cada 10 minutos, durante 4 horas y con agitacion en
vortex. Luego se centrifugd a 5000RPM a 4°C por 30 minutos y la fase

metandlica luego fue concentrada en rotavapor, pesado y almacenado hasta uso.

Extraccion liguida-liquida del sobrenadante con acetato de etilo

Se colocaron en el embudo de decantacion el sobrenadante (del cultivo estimulado
y sin estimular) y acetato de etilo en proporcion 1:1 (74). La fase de acetato de

etilo fue concentrada en rotavapor, pesada y almacenada a 4°C hasta uso.

Extraccion liquida-liguida con diclorometano y metanol

La fase acuosa de la extraccion con acetato de etilo fue particionada con

diclorometano-metanol en proporcién 1:1 en un embudo de decantacion. Las fases
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de diclorometano fueron concentradas en rotavapor, pesadas y almacenadas a 4°C

hasta uso.

Extraccion liguida-liguida con éter de petréleo y metanol

La fraccion de acetato de etilo fue particionada con éter de petréleo-metanol
(metanol al 90% con agua destilada) en proporcién 1:1 y ambas fases fueron
evaporadas en rotavapor, pesadas y almacenadas a 4°C hasta proceder con los
ensayos de actividad antimicrobiana.

Tabla 9. (A) Extraccion con Acetato de etilo, (B) Extraccion con Eter de petréleo
— metanol y (C) Extraccion con Diclorometano — metanol

(A) (B) ©
Acetato de etilo Eter de petréleo CH,Clg
Sobrenadante MeOH:H20 MeOH:H20

Precipitacion acida y extraccién con solvente del sobrenadante

El pH del sobrenadante del cultivo fue llevado a pH 2.0 con HCI 6N. Este fue
colocado a 4°C durante 16 horas con agitacién manual de manera regular. Luego
de la incubacion, el sobrenadante fue centrifugado a 20 000g a 4°C por 10
minutos. Se separd el sobrenadante y el precipitado fue disuelto con metanol

durante 2 horas a 4°C. La fase metandlica fue luego fue concentrada en rotavapor,

41



pesada y almacenada a 4°C hasta proceder con los ensayos de actividad

antimicrobiana.

3.2.9.1 Cromatografia en capa fina (TLC) de fracciones

Durante el proceso de fraccionamiento biodirigido se utilizo placas de TLC de
silica gel 60 y de fase reversa RP-18 para analizar el perfil de compuestos
presentes en los extractos o fracciones. Se aplicaron 5 uL de soluciones de
20mg/mL de los extractos o fracciones sobre la linea base de una placa (8cm largo
x 3cm ancho) con una microjeringa. El revelado de las placas de TLC se hizo con

una lampara UV (254 nm y 365nm).

3.2.9.2 Fraccionamiento cromatografico de la fraccidon de acetato de etilo

Fraccionamiento con columnas SPE (solid phase extraction) C18

Se continud con la separacion a partir de las fracciones de acetato de etilo del
sobrenadante, 1 (158mg) y 2 (190mg), utlizando para cada una la columna SP1 y
SP2, respectivamente. Dichas columnas fueron eluidas con metanol antes de

colocar las muestras. Los sistemas se muestran en la Tabla 10 y 11.

Tabla 10. Sistema de elucion para SPE 1

., L. ., .| Volumen
Fraccion | Peso (mg) | Fase movil | Proporcion | Porcentaje (;I)
- 0,

SPE1 1 Agua 100% agua 2
30,8 o
! Acetonitril

(E025) cerontirio 1:4 25% ACN 2

agua
SPE1.2 38.7 Acetonitrilo 111 50% ACN 2
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agua
(E5085)
Acetonitrilo 112 85% ACN
agua
SPE1.3 Acetonitrilo - 100%ACN
11.2
E100M Metanol -
Tabla 11. Sistema de elucién para SPE2
. L i Volumen
Fraccion Peso (mg) Fase movil Porcentaje (ml)
SPE2.1
68 Metanol 100% 8
(FMeOH)
SPE2.2
90 Agua 100% 8
(FH20)

Columna abierta con silica gel 60 fase normal para la fraccion SPE1.2 (E5085)

En una pipeta pasteur de vidrio de 100mm de largo por 5mm de ancho, se coloco
silica gel 60 (mitad de volumen), equilibrada con acetato de etilo. Se colocaron

22.2mg de la fraccion SPE1.2 (E5085) y se eluy6 primero con acetato de etilo

(300ul) y luego con metanol (300ul).

Tabla 12. Sistema de elucién para columna abierta con silica gel 60

Fraccion Peso (mg) Fase movil Porcentaje
FacOEt 3.1 Acetato de 100%
etilo
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FMeOH 9.8 Metanol 100%

3.2.10 Evaluacién de la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos

Microdilucion en caldo

Para probar la actividad antimicrobiana de los extractos se usé la metodologia de
microdilucién en caldo en placa de 96 pozos (75,76) . Se usaron cultivos de 24
horas de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica ATCC 13311 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923 a una concentracion final de 1x10°UFC/mL
y un volumen final de 100ul/pocillo, incluyendo el medio de cultivo caldo LB.
Los extractos fueron disueltos en DMSO (concentracion final menor al 1%). El

control de tetraciclina se encontraba de 2ug/mL a 2x10° pg/mL.

Adicionalmente se evalu6 la actividad del sobrenadante crudo. Luego de someter
a las bacterias a los extractos y sobrenadante crudo, las placas fueron incubadas
por 24 horas a 30°C. Luego de este periodo, se leyeron las absorbancias a 595nm

en un lector de microplacas (iMark™ - Biorad).

Bioautografia

Esta metodologia se us6é de dos maneras: bioautografia directa por punto o “dot-
blot” y bioautografia con corrida en TLC. Se prob¢d la actividad contra las tres
bacterias patogenas E. coli ATCC 25923, S. enterica ATCC 13311 y S. aureus
MRSA ATCC 43300. Como revelador biologico, se utilizé el MTT (5mg/ml), el

cual se agrega luego del crecimiento del microorganismo.
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Para la bioautografia por punto (primera deteccion de la actividad) se prepararon
placas de TLC Silica Gel 60 Fys4 (fase normal) de 8 x 3cm. Los extractos se
prepararon a la concentracion de 20mg/ml y se sembraron 5ul conteniendo 100ug
de la muestra en forma de punto en 2 repeticiones sobre la placa de TLC. Como
control de observacion de la actividad se prepard tetraciclina a 3mg/ml y se diluyo
a la proporcion 1:60 en metanol. De igual manera, se sembraron 5ul conteniendo
0.25ng de tetraciclina, en forma de punto. Se muestran los puntos naranjas donde

se ha colocado muestra y/o tetraciclina en la Figura 12.

Figura 12. Sembrado de muestras sobre la placa de TLC para bioautografia por

punto

Luego de la siembra, se colocaron las placas bajo UV durante 15 minutos en
cabina para esterilizar, cada placa de TLC una en una placa Petri. Se preparé AN
y se mantuvo a 60°C, luego de la esterilizacion por autoclave para evitar su
solidificacion hasta su uso. El in6culo bacteriano se prepar6 a partir de un cultivo
fresco de 24 horas. Se realizé el conteo y calculos para tener una concentracion de
1x10° UFC/ml en el volumen de agar a usar. EI AN fue inoculado y se

dispensaron 5ml sobre la placa de TLC. Luego de la solidificacion del medio
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inoculado sobre la placa de TLC, estas fueron incubadas a 30°C durante 24 horas.
Terminado el tiempo de incubacion, las placas fueron reveladas con MTT a
5mg/ml en PBS 1X. Se agregaron 200ul de la solucion de MTT sobre la placa de

TLC con agar y se incubd durante 2 a 3 horas o hasta observar coloracion.

Para la bioautografia con corrida en TLC, las muestras fueron colocadas
individualmente en una placa de 8x3cm en forma de punto como se muestra en la

Figura 13.

Figura 13. Sembrado de muestra sobre la placa de TLC para bioautografia con

corrida.

Luego de la siembra, la TLC fue colocada en una cubeta conteniendo la fase
movil a usar y se dejo correr el sistema. Una vez terminada la corrida, se sacaron
las placas con una pinza y se evaporé el solvente rapidamente con ayuda de aire
caliente. Las placas fueron cuidadosamente colocadas en una placa Petri (sin
proceso UV) y fueron inoculadas y reveladas de la misma manera descrita
anteriormente. Para ambos casos de bioautografia se consideraron los siguientes

controles:
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*Control de crecimiento: Placa de TLC que ha pasado por el proceso de

solventes, que no contiene muestra de compuestos, pero si agar inoculado con

bacteria.
*Control de esterilidad: Placa de TLC que ha pasado por el proceso de

solventes, que no contiene muestra de compuestos y agar no inoculado con

bacterias.

3.2.11 Determinacion de las moléculas bioactivas mediante espectometria de
masas.

Las placas de TLC, conteniendo la fraccion SPE2.1 (fraccion metandlica)
separada por la fase mavil cloroformo — metanol — agua (65:25:4) y activa contra
S. aureus, fueron enviadas a la Universidad Toulouse Ill Paul Sabatier (Francia)
para su analisis con el equipo de espectrometria de masas LTQ Ortbitrap XL™
(Thermo Scientific) acoplado a un equipo de desorcion (CAMAG), el cual
permite la desorcién de los compuestos activos del area en la TLC en la que se

observé el halo de inhibicion.

Se utiliz6 el programa MZmine 2 y las bases de datos Dictionaty of Natural
Products (DNP), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y
Metabolite and Tandem MS Database (MetLin), para buscar una férmula

molecular e identificacion mas probable de la molécula activa.

Para obtener una formula molecular a partir del espectro obtenido por el equipo de

masas se consideraron algunos parametros que fueron modificados dentro del
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programa MzMine 2, los cuales permitieron limitar el nimero de elementos
quimicos para seleccionar y reducir el nimero de posibles candidatos. Estos
parametros estan incluidos dentro de las 7 reglas basicas que son necesarias tomar
en cuenta para determinar la validez de dichas formulas quimicas. La proporcion
“H/C” permite considerar que el valor de hidrégenos y carbonos sea ente 0.1 y 6.
La condicion “NOPS/C” considera si se obedece que N/C <4, 0/C<3,PICL2y
S/IC < 3; y la condiciéon “multiple element counts” que restringe el numero
méaximo de combinaciones de elementos, la cual obedece a leyes heuristicas
propias del algoritmo. Se considero el valor de “ring double band” o RDBE como
valor de 0 a 40 (default), el cual estima el nimero de anillos y enlaces insaturados
en la molécula; y también se consider6 una tolerancia de m/z de 0.02 de diferencia

entre lo obtenido con lo encontrado segun el programa (77).
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IV. RESULTADOS

4.1 Aislamiento y cultivo de bacterias del tracto intestinal de la larva de H.
illucens

En la Tabla 13 se muestra el aislamiento primario de las bacterias del tracto
intestinal de Hermetia illucens luego de la incubacion a 30°C por 24 horas, en los
diferentes medios de cultivo utilizados. Las colonias de morfologia diferente
fueron consideradas como un morfotipo. Cada morfotipo fue luego repicado 3
veces mediante siembra por agotamiento en TSA para obtener cepas puras y cada
una fue criopreservada a —70°C segun la metodologia de criopreservacion

indicada previamente.

Se obtuvieron 33 cepas aisladas y todas fueron sometidas a la extraccion de ADN
genodmico para la amplificacion y posterior secuenciamiento del ARN ribosomal

16S. La caracterizacion

Tabla 13. Cultivo del pool de bacterias del tracto intestinal en tres medios de
cultivo diferente para aislamiento

BHA LBA Agar sangre

49



4.2 ldentificacion molecular y caracterizacion enzimatica de las cepas
aisladas del tracto intestinal de la larva de H. illucens

Las cepas que resultaron tener actividad contra las bacterias patégenas ATCC
fueron: BGS8 4, BGS8 5, BGS8 6, BGS8_7, BGS8_8, BGS8_9, BGS11_18.
Estas 7 cepas resultaron tener una secuencia del gen del ARN ribosomal 16s con
99% de identidad contra la secuencia del mismo gen de Bacillus

amyloliquefaciens, segun la base de datos del NCBI y se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Resumen de resultados de identificacion molecular de bacterias aisladas

Cédigo Organismo % identidad | ¥ Coberturade | Longitud de Codigo de
secuencia secuencia (bp) acceso
BG511_1 Proteus mirabilis 99 99 1504 MNR_114419.1
BG511_11 Escherichia fergusonii 93 100 1472 NR_074902.1
BG511_12 Escherichia fergusonii a3 100 1476 NR_074902.1
BG511_13 Shigella flexneri a3 99 1480 NR_026331.1
BG511_14 Shigella flexneri 93 100 1477 NR_026331.1
BG511 15 Kiebsiella pneumoniae 99 100 1473 NR_117683.1
BG511 16 Klebsiella pneumoniae 99 100 1473 NR_117683.1
BG511 17 Kiebsiella pneumoniae L 99 1446 NR_117686.1
BG511 18 Bacillus amyloliguefaciens L L] 1484 MR_041455.1
BG511 19 Bacillus licheniformis 99 100 1307 NR_118996.1
BG511_20 Bacillus altitudinis a3 100 1480 NR_042337.1
BG511_2 Proteus mirabilis a3 100 1413 NR_114419.1
BG511 21 Staophylococcus warneri 99 99 1485 NR_025922.1
BG511_22 Prenibocillus cucumis 98 98 1493 MNR_149778.1
BG511 23 Loctobacillus pentosus 100 99 1498 NR_029133.1
BG511_3 Proteus mirabilis 100 100 1479 NR_114419.1
BG511_4 Proteus mirabilis 100 100 1495 MNR_114419.1
BG511_5 Proteus mirobilis 93 100 1416 NR_114419.1
BG511_ & Escherichia fergusonii a5 100 1472 NR_0748902.1
BG511_7 Providencio rettgeri a3 99 1478 NR_115880.1
BG511 & Escherichia fergqusonii 99 100 1489 NR_074902.1
BG511 9 Escherichia fergusomnii 99 100 1416 NR_074902.1
BG511_10 Escherichia fergusonii 93 100 1487 NR_074902.1
BG58_1 Proteus mirabilis 99 100 1480 NR_114419.1
BG5E_10 Bacillus licheniformis L 100 1480 NR_118996.1
BG5E_2 Proteus mirobilis 100 100 1480 NR_114419.1
BG5E_3 Providencia rettgeri a3 100 1476 NR_115880.1
BGSE_4 Bacillus amyloliguefaciens a9 100 1484 NR_O75005.1
BG5E_5 Bacillus amyloliguefaciens 99 99 1422 NR_075005.1
BG5E_6 Bacillus amyloliguefaciens 99 100 1482 NR_075005.1
BG5E_7 Bacillus amyloliguefaciens 99 100 1483 NR_075005.1
BG5E_B Bacillus amyloliguefaciens L 100 1483 NR_075005.1
BG5E_9 Bacillus amyloliguefaciens L 100 1482 MR_075005.1
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En total se obtuvieron 33 cepas pertenecientes a 9 generos bacterianos y 2 filo,
Firmicutes y Proteobacteria (Tabla 15). De las 33 cepas, se han encontrado 11
especies diferentes, lo cual indica que algunas cepas comparten un porcentaje
similar de identidad de la secuencia del ARN ribosomal 16s contra la misma

especie obtenida segun la base de datos del NCBI.

Tabla 15. Clasificacion taxondmica de las cepas aisladas de la larva

Filo Clase Orden Familia Género
Bacillaceas Bacilius
Firmicutes Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus
Paenibacillaceas Paenibocillus
Lactobacillales Lactobacillaceas Loctobacillus
Escherichia
Shigella
Protecbacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceas Klebsiella
Providencia
Proteus

En la Tabla 16 se muestran placas representativas de cada prueba que resultaron
positivas y negativas para amilasa, celulasa y proteasa. Para la prueba de lipasa se
muestra la coloracion del control positivo y un control negativo (medio lipasa sin
inocular).

Tabla 16. Resultados positivos y negativos de pruebas enzimaticas

Positiva Negativa

Amilasa

o1



Celulasa

Proteasa

Lipasa

Los resultados obtenidos de las pruebas enzimaticas muestran 8 cepas diferentes,
lo cual indica que algunas cepas poseen el mismo perfil de actividad contra estas 7

pruebas enzimaticas (Tabla 17).

52



Tabla 17. Resumen de resultados de caracterizacion enzimatica y actividad contra

patbgenas

Codigo Gram Catalasa Oxidasa Ureasa | Amilasa Celulasa Lipasa Proteasa |Especie
BGS11_1 - + - - - - - + Proteus mirabilis
BGS11_11 - + + - - - - + Escherichia fergusonii
BGS11_12 - + + - - - - + Escherichia fergusonii
BGS11 13 - - - - - - - - Shigella flexneri
BGS11_14 - + - - - - - - Shigella flexneri
BGS11_15 + Klebsiella pneumoniae
BGS11_16 - - - - - - - - Klebsiella pneumoniae
BGS11 17 + - Klebsiella pneumoniae
BGS11_18 + + + + + Bacillus amyloliquefaciens
BGS11 2 + + Proteus mirabilis
BGS11 3 + + Proteus mirabilis
BGS11_4 + + Proteus mirabilis
BGS11_5 + - Proteus mirabilis
BGS11_6 + + - - - - + Escherichia fergusonii
BGS11 7 + - Providencia rettgeri
BGS11_8 + + Escherichia fergusonii
BGS11 9 + - + Escherichia fergusonii
BGS11_10 + + + Escherichia fergusonii
BGS8_1 - + - + Proteus mirabilis
BGS8_10 + + + + + Bacillus licheniformis
BGS8 2 + + Proteus mirabilis
BGS8 3 - + - - - Providencia rettgeri
BGS8_4 + + + + + + Bacillus amyloliquefaciens
BGS8_5 + + + + - + Bacillus amyloliquefaciens
BGS8_6 + - + + + Bacillus amyloliquefaciens
BGS8 7 + + + - + Bacillus amyloliquefaciens
BGS8_8 + + + + + Bacillus amyloliquefaciens
BGS8_9 + + + + Bacillus amyloliquefaciens

4.3 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de las cepas aisladas contra las

cepas patogenas ATCC

Enfrentamiento por bloques de agar o Agar slab

En la Tabla 18 se muestran algunas imagenes del enfrentamiento que presentaron
un halo de inhibicion de las cepas patdgenas. Los bloques superiores (blancos) de
la placa de Agar Nutritivo contienen a la bacteria activa y el bloque de la parte

inferior (transparente), a la tetraciclina.
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Tabla 18. Enfrentamiento de Bacillus sp. (BGS8_5) contra bacterias patdgenas

E. coli

S. enterica

S. aureus MRSA

Halo de inhibicion
Bacillus sp.: 15mm

Tetraciclina: 12mm

Halo de inhibicion
Bacillus sp.: 15mm

Tetraciclina: 16mm

Halo de inhibicion
Bacillus sp.: 19mm

Tetraciclina: 22mm

4.4 Evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de los extractos
obtenidos a partir del aislamiento biodirigido contra las cepas patégenas

ATCC

4.4.1 Evaluacion de la actividad de sobrenadante y extractos crudos mediante
microdilucion

Se evalu6 la actividad del sobrenadante de los cultivos estimulado y no
estimulado de la bacteria activa seleccionada (BGS8_5) contra las 3 bacterias
patdgenas usando la metodologia de microdilucion en caldo. Se calcularon los
porcentajes de inhibicién del crecimiento con respecto al control a través de la

medicién de la absorbancia. Cabe mencionar que el sobrenadante del cultivo no
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fue cuantificado al no haber sido liofilizado por lo que el porcentaje del
sobrenadante directamente obtenido de cultivo fue diluido 1:2 de manera seriada

en caldo Luria Bertani para la prueba de microdilucion en caldo.

Figura 14. Inhibicion del crecimiento de S. enterica por el sobrenadante
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Figura 15. Inhibicion del crecimiento de E. coli frente por el sobrenadante
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Figura 16. Inhibicion del crecimiento de S. aureus por el sobrenadante
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El sobrenadante inhibi6 el crecimiento de E. coli y S. enterica entre un 60 — 70%
con respecto al control de crecimiento de cada bacteria, mientras que para S.
aureus la inhibicion fue mayor al 70%. No se observaron diferencias entre el
cultivo estimulado y no estimulado.

Se evalu6 también la actividad de los extractos: pellet, precipitacion acida del
sobrenadante (PP), fraccion de acetato de etilo del sobrenadante (AcOEt) y
fraccion de diclorometano (DCM) de los cultivos estimulado y no estimulado de
la bacteria activa seleccionada (BGS8_5) a las concentraciones de 2, 1, 05y 0.25
mg/ml disueltas en DMSO. Se calcularon los porcentajes de inhibicion del

crecimiento con respecto al control a través de la medicion de su absorbancia.
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Figura 17. Inhibicion del crecimiento de S. enterica por los extractos del cultivo
sin estimular
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Figura 18. Inhibicion del crecimiento de S. enterica por los extractos del cultivo
estimulado
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Figura 19. Inhibicion del crecimiento de E. coli por los extractos del cultivo sin
estimular
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Figura 20. Inhibicion del crecimiento de E. coli por los extractos del cultivo
estimulado
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Figura 21. Inhibicion del crecimiento de S. aureus por los extractos del cultivo sin
estimular
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Figura 22. Inhibicion del crecimiento de S. aureus por los extractos del cultivo

estimulado
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Los porcentajes de inhibicion de crecimiento mas altos fueron dados por la
fraccion de acetato de etilo y por la fraccion de diclorometano, tanto para los
obtenidos a partir del cultivo sin estimular como del estimulado, en comparacion
con el extracto del pellet y el del precipitado acido del sobrenadante. En la Tabla
19 se resumen los porcentajes de inhibicidn a la concentracion mas alta probada

de 2 mg/ml de cada extracto obtenido para cada bacteria patdgena.

Tabla 19. Porcentaje de inhibicion de extractos a 2mg/mL frente a E. coli, S.

enterica y S. aureus

Cultivo estimulado Cultivo sin estimular

% AcOEt | DCM | Pellet PP AcOEt | DCM | Pellet PP

EC 99 96 42 0 67 61 39 27
SE 99 95 63 23 99 38 59 3
SA 90 53 55 0 93 o1 53 6

En base a estos resultados se decidi6 trabajar principalmente con la fraccion de
acetato de etilo del sobrenadante, para lo cual se prepararon nuevos cultivos de la
bacteria activa seleccionada, estimulada con E. coli térmicamente inactivada. A
partir del nuevo cultivo, la fraccion de acetato de etilo y el extracto del pellet
fueron evaluados para corroborar la actividad antimicrobiana frente a las cepas
patogenas, mediante microdilucién en caldo. El valor de la minima concentracion
inhibitoria (MIC) obtenido para la fraccion de acetato de etilo fue de 1 mg/mL

para E. coli, S. entérica y S. aureus.
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Figura 23. Inhibicion del crecimiento de S. enterica por los extractos del cultivo

estimulado
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Figura 24. Inhibicion del crecimiento de E. coli por los extractos del cultivo

estimulado
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Figura 25. Inhibicion del crecimiento de S. enterica por los extractos del cultivo

estimulado
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4.4.2 Evaluacion de la actividad mediante bioautografia de la fraccion activa
(Fraccion de acetato de etilo)

La metodologia de bioautografia permitié observar la actividad de la fraccion de
acetato de etilo de manera cualitativa frente a las cepas patdgenas. Se colocaron 3
cantidades diferentes de este extracto (25, 50 y 100ug) sobre la placa de TLC
(Tabla 20).

Tabla 20. Bioautografia por punto de la fraccion de acetato de etilo

S. enterica E. coli S. aureus
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4.4.3 Evaluacion de la actividad de las subfracciones obtenidas a partir de la
fraccion de acetato de etilo

Fraccionamiento con columna SPE C18.

De la columna SPE1 se obtuvieron las fracciones SPE1.1, SPE1.2 y SPE1.3,
obtenidas a partir de la fraccion de acetato de etilo. La fraccion SPE1.2 presentd
actividad contra las tres cepas patdgenas detectado por microdilucién, con un

valor de MIC de 1 mg/ml para E. coli y 0.5 mg/ml para S. enterica y S. aureus.

%Inhibicion del crecimiento

Figura 26. Inhibicion del crecimiento de S. enterica por la fraccion SPE1.2
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Figura 27. Inhibicion del crecimiento de E.coli por la fraccion SPE1.2
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Figura 28. Inhibicion del crecimiento de S.aureus por la fraccion SPEL.2
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Columna abierta con silica gel 60 fase normal para la fraccion SPE1.2 (E5085)

La fraccion SPE1.2 fue separada a través de una columna abierta con silica 60. Se
obtuvieron dos fracciones, una fraccion de acetato de etilo y otra fraccion de

metanol. Se verifico la actividad mediante microdilucion, obteniendose un MIC
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de 1 mg/ml para de la fraccion de acetato de etilo contra S. aureus y por otro lado,

un MIC de Img/ml de la fraccion metanolica contra S. enterica y E. coli.

Figura 29. Inhibicion del crecimiento de S. enterica por las fracciones
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Figura 30. Inhibicion del crecimiento de E. coli por las fracciones
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Figura 31. Inhibicion del crecimiento de S. aureus por las fracciones
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Fraccionamiento con columnas SPE (solid phase extraction) C18

La fraccion de acetato de etilo fue separada también a través de la columna SPE2.
Se obtuvieron dos fracciones, SPE2.1 (fraccion metanodlica) y SPE2.2 (fraccion
acuosa). La actividad de estas fracciones fue evaluada mediante bioautografia por
punto y con corrida en TLC. La fraccion SPE2.1 presentd un halo de inhibicion

contra las tres cepas patdgenas mientras que la fraccion acuosa no presentd halo

de inhibicidn. La tetraciclina en este caso fue colocada a 0.5 pg.

Tabla 21. Bioautografia por punto de la fraccion metandlica (SPE2.1)

S. enterica

Tetraciclina

0.5ug

66




FMeOH Tetraciclina

100ug 0.5ug
E. coli
FMeOH Tetraciclina
100ug 0.5ug
S. aureus

La fase movil para la corrida de la fraccion metandlica (SPE2.1) en TLC fue
cloroformo — metanol — agua 6.5 : 2.5 : 0.4. En la bioautografia de estas placas de
TLC se identificaron las zonas de manchas que contienen al compuesto o
compuestos activos de la fraccion metandlica contra las tres cepas patdgenas
evaluadas. Estas placas de TLC (sin revelado) fueron enviadas a Francia para el

analisis de las manchas sefaladas.

Tabla 22. Bioautografia con corrida de TLC de la fraccién metandlica (SPE2.1)

S. enterica
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E. coli

S. aureus

4.5 Deteccion y caracterizacion de metabolitos secundarios mediante

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Las manchas analizadas por el equipo de espectrometria de masas fueron las 2, 3,
4y 5 de la TLC corrida con la fraccion metandlica (SPE2.1) activa contra S.
aureus (Tabla 20). El pico de mayor intensidad es de 1058.6786 m/z, el cual
corresponde a la masa molecular del compuesto mas el aducto del elemento sodio.
Segun el programa MZmine 2 y las bases de datos Dictionaty of Natural Products

(DNP version 25:1), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y
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Metabolite and Tandem MS Database (MetLin) se encontré un compuesto con la

férmula molecular Cs3Hg3N7O13 con una diferencia de +0.0064 Da en masa con

respecto a la obtenida en la placa de TLC.
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Figura 32. Espectro de masas obtenido a partir de la corrida en TLC de la fraccion
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Figura 33. Espectro de masas obtenido a partir de la corrida en TLC de la fraccion

metandlica (SPE2.1) contra S. aureus
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Figura 34. Estructura de la surfactina segun la base de datos DNP con masa exacta

de 1035.683138 (Romano, 2013)
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V. DISCUSION

El tracto digestivo de la larva de Hermetia illucens alberga una gran diversidad de
microorganismos que aun no han sido cultivados o estudiados pero que han
podido ser detectados por técnicas de secuenciamiento metagendémico del gen del
ARN ribosomal 16S. En el caso de la investigacion realizada por Jeon y
colaboradores (24) se pudo encontrar que las bacterias presentes en el intestino de
la larva de esta mosca pertenecian principalmente a 4 filum: Bacteriodetes,
Proteobacteria, Firmicutes y Actinobacteria, considerando diferentes tipos de
dietas. Esto corresponde a lo encontrado por Zheng y colaboradores (66) ya que
los filum Bacteroidetes y Proteobacteria son los mas dominantes incluso en los
diferentes estadios del ciclo bioldgico de H. illucens. Ademas, es importante
mencionar que la dieta que favorece una comunidad bacteriana mas diversa es la
de desechos orgéanicos (24) y que estas comunidades son Unicas comparadas con
las de otros insectos, como la de las termitas (78,79) o polillas (80), las cuales han

sido bastante estudiadas.

En el presente trabajo, las larvas fueron alimentadas con alimento estandar,
procesado y balanceado, el cual puede poseer una menor complejidad de
nutrientes que los desechos organicos, lo que a su vez podria conllevar a una
menor diversidad bacteriana presente en el tracto digestivo de las larvas. Sin
embargo, el estadio larval es uno de los estadios del ciclo biologico de H. illucens
que mayor diversidad tiene a nivel de genero (66). En un estudio de

investigadores coreanos hallaron que el 98% de la diversidad bacteriana de todo el

71



tracto intestinal se encontraba ubicada en la porcion del intestino posterior de la
larva de H. illucens (81). Sin embargo, en el presente trabajo se hizo uso de toda

la porcion intestinal, tal como lo realizé Jeon y colaboradores (Figura 4) (24).

Cada una de las 33 cepas cultivadas en este trabajo fue aislada, dependiendo de su
morfotipo, para luego ser identificadas molecularmente. Mediante el anélisis de
las secuencias del gen del ARNr 16S, contra la base de datos del NCBI, se
obtuvieron 11 especies diferentes, cada secuencia con mas del 99% de identidad
(Tabla 15) contra la especie identificada. De las bacterias que fueron cultivadas e
identificadas, 6 especies pertenecen al filum Firmicutes y 5 bacterias, al filum
Proteobacteria. Se calcula que, de toda la diversidad microbiana existente en el
planeta, menos del 1% han podido ser recuperadas a traves de métodos de cultivo
estandares en condiciones de laboratorio (82,83). Si bien se hizo uso de toda la
porcion intestinal de la larva, se usaron medios de cultivo nutritivos generales

para el aislamiento y crecimiento de las bacterias (Tabla 12).

Diversos estudios han intentado variar algunas de las condiciones de cultivo y
algunos de ellos con éxito, como usar fuentes no tradicionales de nutrientes,
agregar moléculas de sefializacion o inhibidores de ciertos microorganismos no
deseados, implementar periodos largos de incubacion, incluso realizados en el
mismo ambiente natural (84-87). Sin embargo, cada especie puede tener un
requerimiento diferente de cualquiera de los pardmetros que puedan afectar su

crecimiento, por lo que resulta complicado considerar a todos ellos para lograr el
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crecimiento de la mayoria de especies bacterianas de la microbiota intestinal u

otro ambiente.

En base a todo lo previamente mencionado, las técnicas de recuperacion de
bacterias y el posterior aislamiento y cultivo de cada cepa en medios tradicionales
son los que han generado, en este trabajo, la obtencidén de bacterias de facil y
rapido crecimiento. Como consecuencia, las especies identificadas son especies
conocidas y algunas de ellas, con incluso algunos estudios sobre compuestos
activos antimicrobianos. Cabe mencionar que un grupo de investigadores
coreanos, lograron aislar y cultivar dos especies nuevas de bacterias aisladas del
tracto intestinal de la larva de H. illucens, las cuales pertenecen a géneros

bacterianos muy poco estudiados (67,68).

Sobre las cepas identificadas con reportes previos de actividad antimicrobiana, 12
de 33 cepas corresponden a los siguientes géneros: Bacillus, Lactobacillus y
Paenibacillus (Tabla 15). Las bacterias del género Lactobacillus, son conocidas
por su produccién de &cidos (&cido lactico y acido acético) y su utilizacién para la
preservacion de alimentos, asi como por la produccion de bacteriocinas y enzimas
con actividad antimicrobiana (88-91). Por otro lado, las bacterias del género
Paenibacillus también se caracterizan por la secrecion de enzimas, polisacaridos,
aminoacidos y metabolitos secundarios que poseen actividad antibidtica (92,93).
Sin embargo, en este trabajo las cepas aisladas del tracto intestinal pertenecientes

a estos 2 géneros no presentaron actividad contra las 3 cepas patogenas utilizadas
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mediante la metodologia de bloques de agar o agar slab, aplicada para la

deteccidn de la actividad antibacteriana.

Si bien es cierto que no todas las cepas bacterianas son productoras de moléculas
antibidticas, los hallazgos realizados mediante programas de secuenciamiento
gendémico han demostrado que el potencial genético de los microorganismos
(diversidad de vias biosintéticas inhibidas que producen diversidad de
compuestos) es mayor a lo que se conoce hasta ahora ya que ciertos genes no son
transcritos bajo condiciones de laboratorio o los niveles de transcripcion son muy
bajos. Como consecuencia, s6lo una fraccion de la diversidad de microorganismos

que producen compuestos, es obtenida (94-96).

Existen algunos trabajos que han tenido el objetivo de desarrollar nuevas
metodologias que activen dichas rutas biosintéticas, como la sobreexpresion de
algunos factores de transcripcion (94) o la adicion de inhibidores enziméticos a
los medios de cultivo que inhiban ciertas rutas biosintéticas para activar la
produccion de metabolitos secundarios (97). Adicionalmente a estas y otras
metodologias, se encuentra la metodologia de co-cultivo, la cual aprovecha las
interacciones entre microorganismos que ocurren constantemente de manera

natural en el medio ambiente (98).

El co-cultivo basicamente es un sistema que permite el crecimiento de dos 0 mas

poblaciones con cierto grado de contacto ya sea en medio liquido o sélido. Esta

metodologia ha sido usada por otras investigaciones para: (i) estudiar las
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interacciones que existen entre diferentes poblaciones celulares, (ii) mejorar el
éxito del cultivo de ciertos microorganismos, (iii) establecer interacciones
sintéticas o (iv) para explotar las interacciones que resulten en la biosintesis de
productos naturales (18,99). En un estudio co-cultivaron dos hongos
(Trichophyton rubrum y Bionectria ochroleuca) y descubrieron 5 compuestos
producidos de novo en comparacion con los compuestos encontrados en los
cultivos puros (18). En otra investigacion, cocultivaron un hongo (Aspergillus
fumigatus) y una bacteria (Streptomyces peucetius) y encontraron 2 nuevos

metabolitos antes no descritos (100).

La larva de H. illucens al consumir materia organica en descomposicion consume
también bacterias patdgenas que estan en constante interaccion con las bacterias
que viven en su tracto intestinal. EI co-cultivo fue usado en este trabajo mediante
los bloques de agar (agar slab) para enfrentar las bacterias aisladas del tracto
intestinal contra las bacterias patégenas (ATCC) en condiciones de laboratorio.
De las 10 cepas del género Bacillus encontradas en este trabajo, 7 cepas
presentaron actividad contra las bacterias patdgenas Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella enterica ATCC 13311 y Staphylococcus aureus ATCC 43300

(Tabla 16).

Las secuencias de nucleotidos del gen del ARN ribosomal 16S de estas 7 cepas
activas tienen mas del 99% de identidad con la bacteria Bacillus
amyloliquefaciens, segun la herramienta BLAST de NCBI. Tanto el género

Bacillus (66) como la especie B. amyloliquefaciens han sido previamente
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reportados presentes en el tracto intestinal de la larva de H. illucens (24), lo cual
corresponde a lo hallado en este trabajo. Sin embargo, sélo un estudio probd la
actividad antimicrobiana de cepas aisladas del tracto intestinal de esta larva contra
otros microorganismos. En dicho estudio, la especie Morganella morganii (de la
larva) inhibi6 el crecimiento de las bacterias Paenibacillus polymixa y
Escherichia coli y el del hongo Phytophthora capsici; y la especie Providencia

rettgeri (de la larva) inhibi6 el crecimiento del mismo hongo (81).

El género Bacillus es conocido por tener varias especies que producen antibioticos
sintetizados por mecanismos ribosomales y no ribosomales (101), siendo la
mayoria de los antibidticos estudiados polipéptidos de bajo peso molecular (102).
Estos péptidos antimicrobianos poseen diferentes estructuras quimicas que
incluyen a las bacteriocinas, glicopéptidos, lipopéptidos y péptidos ciclicos (103)
y debido a la gran diversidad quimica y a la actividad frente a varios patdégenos
que poseen, los péptidos producidos por el género Bacillus son considerados
actualmente alternativas muy promisorias frente a las infecciones por patdgenos

multiresistentes (104).

Especificamente, la especie B. amyloliquefaciens se encuentra tanto en suelos,
plantas y en algunos animales (105), en este caso, fue encontrada en la larva de H.
illucens. Existen algunas cepas de esta especie que poseen notables diferencias en
sus genomas Yy que a su vez, estas diferencias les confieren diferentes habilidades
con respecto a su actividad antibacteriana y antifingica (106-108).

Adicionalmente, estas cepas fueron positivas para las pruebas amilasa, celulasa y
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proteasa, por lo que estas caracteristicas les dan un potencial valor aplicativo en la

industria y salud debido a su actividad enzimatica (Tabla 13) (109).

Estudios previos han reportado la produccién de metabolitos secundarios como
lipopéptidos, surfactinas, fengicinas, bacilomicinas, entre otros, por parte de la
bacteria B. amyloliquefaciens (110,111) y algunos otros identificados mas
recientemente como plantazolicina (112,113) y la amylociclicin (114). Una de las
cepas activas obtenidas en este trabajo fue utilizada para la extraccion de sus
compuestos activos a partir del cultivo en medio liquido. El cultivo de la cepa de
Bacillus sp. seleccionada (BGS8_5) se realiz6 de manera pura y estimulada con
E. coli ATCC 25922 inactivada térmicamente, como lo realizd Benitez y
colaboradores (115). En dicho estudio, la utilizacion de células de E. coli
inactivadas por autoclavado (121°C durante 15 minutos) y agregadas
posteriormente al cultivo puro de B. amyloliquefaciens, permitié que la actividad
antimicrobiana de esta bacteria incremente, razon por la cual se aplicd esta

metodologia en nuestro trabajo.

Se encontrd que el propio sobrenadante del cultivo de la cepa activa, tanto
estimulado como no estimulado con E. coli térmicamente inactivada, ejerce un
efecto de inhibicion en el crecimiento del 60% para E. coli y S. enterica y del 70%
para S. aureus (Gréficas 1, 2 y 3). De los extractos obtenidos de este sobrenadante
y del pellet bacteriano, la mayor actividad obtenida fue de la fraccion acetato de
etilo del sobrenadante del cultivo estimulado (Tabla 17) con valores de MIC de

1mg/ml para las tres cepas patdgenas mencionadas (Gréaficas 10, 11y 12).
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De manera similar, en un estudio (116) evaltan la actividad de 3 fracciones
(hexano, cloroformo y acetato de etilo) obtenidas también del sobrenadante del
cultivo de B. amyloliquefaciens, en donde obtuvieron a la fraccion de acetato de
etilo como una de las mas activas y en donde evaluaron su valor de MIC como
25ug/ml frente a S. aureus ATCC 25923. No obstante, el valor de MIC de la
fraccion de acetato de etilo en el presente trabajo fue de 1mg/ml para las tres
cepas patdgenas mencionadas. Esta diferencia puede deberse a las condiciones de
cultivo (bioreactor de 10L comparado a volimenes menores), al medio de cultivo
(modified nutrient glucose medium o MNGA comparado con el medio LB) o a la

diferencia de cepas de B. amyloliquefaciens.

Las subfracciones provenientes de la fraccion de acetato de etilo obtenidas a partir
de extracciones en fase sélida (Solid phase extraction o SPE) en columnas
Chromabond C18, fueron también evaluadas contra las bacterias patégenas. Con
la primera columna (SPE1), se obtuvieron las fracciones SPE1.1, SPE1.2 y
SPE1.3 (Tabla 9) y la que presenté mayor actividad fue la SPE1.2 (Acetonitrilo —
agua 1:1) con valores de MIC de 1 mg/ml para E. coli y 0.5 mg/ml para S.
enterica y S. aureus (Graficas 13, 14 y 15). Dicha fraccion SPE1.2 fue separada
con una columna cromatografica abierta, obteniéndose una fraccion metanolica y
otra de acetato de etilo (Tabla 11). Si bien la fraccion de acetato de etilo fue activa
contra S. aureus (Gram positiva) y la fraccion metanolica fue activa para S.

enterica y E. coli (Gram negativas), los valores de MIC no fueron menores que en
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la fraccion SPE1.2 y por consecuencia no se concentrod la actividad (Gréaficas 16,

17 y 18).

Debido a esto, se utiliz6 una segunda columna (SPE2) con la cual se obtuvo una
fraccion metanolica y una fraccion acuosa (Tabla 10). La evaluacion preliminar de
la actividad se realizO mediante la técnica de bioautografia, la cual permite
avanzar en la separacion con las fracciones activas y eliminar aquellas que no
tienen una respuesta biologica (Tabla 19). Incluso, cuando se realiza esta
metodologia sobre placas de TLC sobre las cuales se ha desarrollado una corrida
con solventes y los compuestos han sido separados, la bioautografia facilita la
decision del cambio de fases moviles (solventes polares, apolares, proporciones)
al observar la zona que contiene los compuestos activos (117). En este caso, la
actividad se concentrd en la fraccion metandlica con valores de MIC de 0.5mg/ml
para las tres cepas patogenas utilizadas. La fraccion metandlica fue separada en
una placa de TLC fase normal para realizar nuevamente la técnica de
bioautografia, con la cual se identificé la zona que contenia los compuestos

activos (Tabla 20).

Esta placa de TLC fue enviada a Francia (Toulouse) con el objetivo de ser
analizada mediante un espectrometro de masas. En el espectro de masas obtenido,
el pico de mayor intensidad corresponde al aducto [M+Na]" del compuesto mas
del elemento sodio con valor de 1058.6786 m/z. Se observaron ademas otros
picos de valor 1044 y 1030 m/z, los cuales pueden ser explicados por pérdidas

consecutivas de grupos —CH, de la cadena de é&cidos grasos (Figura 14).
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Adicionalmente, los picos de [M+H]" 1036, 1022 y 1008 m/z pueden ser
explicados por pérdidas del elemento sodio (Na) (Figura 15). Estos mismos picos
fueron observados en el estudio de Pecci y colaboradores (118), en el cual
analizaron los lipopéptidos producidos por Bacillus licheniformis V9T14 y
mediante el analisis de LC/ESI-MS/MS se observaron 3 homologos de la
surfactina Cy3, C14 Y Cys5 cuyas estructuras fueron confirmadas a partir de los picos
1030, 1044 y 1058 m/z. Esto también sugiere que la zona analizada del TLC en el
presente trabajo, podria contener 3 homologos de la surfactina debido a las
mismas pérdidas observadas o a la pérdida del grupo —CH, por parte de una

misma molécula, como se mencioné previamente.

Estos picos también se observaron en el estudio de Zhi y colaboradores (119)
donde estudian a la cepa Bacillus amyloliquefaciens MT45 que produce altas
cantidades de homdlogos de surfactina (de Cy13 a C17) y a su vez corresponde con
el estandar de surfactina S3523 de Sigma® (Sigma-Aldrich) obtenido de Bacillus
subtilis. La familia de las surfactinas (surfactina, linchenisina, pumiladicina, WH1
fungicina) han sido previamente descritas en especies como Bacillus subtilis, B.
licheniformis, B. megaterium, B. amyloliquefaciens, entre otras (104,120,121).
Estas moléculas comparten una estructura ciclica de acidos grasos (13 a 15
carbonos) unidos a un resto peptidico. Si la cadena de &cidos grasos varia en
longitud, se le conoce como homologo y si la composicion de aminoacidos de la

secuencia peptidica varia, se le conoce como isoforma (118).
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Asimismo, la base de datos Dictionaty of Natural Products (DNP version 25:1),
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y Metabolite and Tandem
MS Database (MetLin) reportan un compuesto de masa exacta de 1035.683138
con la formula molecular Cs3Hg3N7O13 con una diferencia en masa de +0.0064 Da
(6.1ppm) con respecto a la obtenida en este trabajo (Figura 16). Sin embargo, la
separacion en una placa de TLC no posee una alta resolucion por lo que en el
mismo espectro obtenido se observan algunos otros picos que podrian no
corresponder a la molécula surfactina sino a otros compuestos producidos por la

cepa activa obtenida del tracto intestinal de la larva de H. illucens.

La larva de H. illucens alberga en su tracto intestinal una gran diversidad de
microorganismos que aun no han sido estudiados pero que, asi como la especie
bacteriana aislada en este trabajo, existen varias otras que pueden tener
capacidades interesantes con respecto a su produccion de metabolitos secundarios
debido al ambiente natural en la que esta mosca normalmente se desarrolla. Este
trabajo contiene informacion util para futuros estudios que continden con la
busqueda de antibidticos a partir de fuentes promisorias de la biodiversidad
peruana para contribuir con el problema a nivel mundial de la resistencia

antibiotica.
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VI. CONCLUSIONES

El aislamiento y cultivo de bacterias del tracto intestinal de la larva de H.
illucens permiti6 identificar 7 de cepas del género Bacillus con capacidad
de producir compuestos antibacterianos.

Las fraccion metandlica obtenida a partir de los extractos del sobrenadante
del cultivo de una de las cepas activas (BG8_7), presentd actividad contra
las bacterias (ATCC): E. coli, S. enterica y S. aureus MRSA.

Los resultados de la espectrometria de masas de la zona activa, detectada
por bioautografia, indican que estos compuestos activos pertenecen a la

familia del lipopéptido surfactina.

VIl. RECOMENDACIONES

Continuar con el fraccionamiento del extracto metandlico para posteriores

analisis con HPLC vy aislar el compuesto activo para la confirmacion de la

presencia de homdlogos de surfactina mediante MS/MS o RMN.
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Anexo 1: Esquema general de la metodologia de fraccionamiento

Cultivo de Bacillus sp. en caldo LB por
24 horas a 30°C.

Con estimulaciény sin estimulacién

|

Cultivo de 24 horas en
caldo LB

31.6mg/L Pellet

Sobrenadante

233.6mg/L

(pH=2)

109.9mg/L

Precipitacion dcida

Extraccion liquida
liquida

Fraccién de acetato
de etilo

Fraccién de acetato de

etilo de nuevo cultivo
ESTIMULADO

Fraccién acuosa

Extraccion liquida
liquida

!

l

78.9mg/L

SPE C18/ gradiente ACN-

H,0 (157mg)

!

|
[ SPE1.3 ]

[ SPE1.1 ] [ SPE1.2 ]
30.8 mg 38.7mg 11.2mg
Columna silica 60 / AcoEt-
222mg
MeOH
SPE1.2.1 SPE1.2.2
(FAcOet) (FMeOH)
3.1mg 9.8mg

152.8mg/L F CH,Cl,/MeOH FH,O0
~
— SPE C18/ MeOH-H,0
(190mg)
68mg SPE2.1 (FMeOH) [ SPE2.2 (FH,0) ] s0mg
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Anexo 2: Arbol filogenético de las cepas aisladas
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Anexo 3: Materiales para la preparacion de medios para pruebas enzimaticas

Medio Materiales generales Cantidad para 1L

0.5% de digerido pancreatico de caseina T
0.25% de extracto de levadura 2.5g

Medio para Proteasa 0.1% de glucosa 1g
1% de leche descremada 10g

1.5% de agar 15¢g

1% de tween 80 10g

1% de peptona 10g

Medio para Lipasa 0.5% de NaCl 58
0.01% de Call2 0.1g

1.5% de agar 15g

1% de carboximetil celulosa de sodio 10g

1% de triptona 10g

Medio para Celulasa 0.5% de extracto de levadura Lg
1% de MaCl 10g

1.5% de agar 15¢g

0.3% de extracto de carne 3g

2% de almidon soluble 208

Medio para Amilasa 0.5% de peptona 5g
0.5% de NaCl 5g

1.5% de agar 15g
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Anexo 4: Lista de materiales y equipos para experimentos

Materiales en bioensayos

= Agar Tripticasa de soya (TSA — BD BBL).

= Agar infusion cerebro corazon (Agar BHI — BD BBL).

= Caldo infusion cerebro corazon (Caldo BHI — BD BBL).

= Agar nutritivo (AN — BD Difco).

= Agar Luria Bertani (Agar LB — BD Difco).

= Caldo Luria Bertani (Caldo LB — BD Difco).

= Antibiético Amoxicilina A8523 (Sigma-Aldrich).

Reactivos y solventes
= Dimetilsulfoxido-DMSO (Sigma)
= Solventes para coloracion gram: cristal violeta, lugol, alcohol acetona y
safranina.
=  Tween 80 (Sigma).
= Glicerol (BD Difco).
* Rojo neutro (Merck).
»= Rojo Congo (Sigma).
= Azul de Tiazolil Tetrazolio Bromuro (MTT - Sigma).

= Eter de petrdleo grado HPLC (JT Baker).
= Diclorometano grado HPLC (JT Baker).
= Metanol grado HPLC (JT Baker).

= Acetato de etilo grado HPLC (JT Baker).
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Otros
= Silica gel 60A (0.0154-0.040 mm, Merck, Germany).
= Cartuchos SPE (Solid Phase Extraction) empacadas con silica gel 60 A
(C18) de 0.045 mm, (Chromabond, Macherey-Nagel).
= Placas de TLC de silica gel 60 A (0.0154-0.040 mm) con soporte de
aluminio e indicador de fluorescencia F254 de 20cm x 20cm (Merck,
Germany).

= Placas de 96 pocillos para lectura de absorbancia.

Equipos de laboratorio
= Lector de microplacas (iMark™ - Biorad).
» Incubadora con agitacion (Benchtop TOU-120)
» Incubadora (GI2-2 Shel Lab)
» Rota-evaporador (Buchi R-200)
= Equipo de ultrasonido (Branson 3520)
= Centrifuga (Hettich D 78532)

= Balanza analitica (Ohaus adventurer).
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