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1. RESUMEN

Las bacterias entéricas resistentes a antimicrobianos representan uno de los
mayores problemas de salud a nivel mundial, por ello se ha planteado a los
mecanismos antagonicos de bacterias provenientes de cuevas como una posible
solucion a la creciente aparicion de especies entéricas multirresistentes. Por lo
anteriormente mencionado, en este estudio, se evalué la potencial actividad
antagonica de cepas bacterianas aisladas de la Cueva de los Tayos frente a
bacterias entéricas, como posible solucion a la creciente aparicion de especies
multirresistentes. Se utilizaron pruebas bioguimicas y espectrometria de masas
MALDI-TOF para revelar la identidad de las bacterias utilizadas en el estudio. Se
emplearon métodos de difusion de disco e inactivacion de disco para comprobar la
resistencia y sensibilidad de bacterias entéricas. La evaluacion de respuestas
antagonicas se llevd a cabo mediante métodos de difusién en agar, donde se
inocularon 100 pl de suspensiones bacterianas de la Cueva de los Tayos en pocillos
formados en el medio solido, donde se sembraron las bacterias entéricas, se conto
con 4 repeticiones para evaluar la respuesta antagonica sobre cada bacteria
entérica y se tomo como variable de respuesta a los halos de inhibicién observados
a las 72 horas de la incubacion. Se identificaron 6 bacterias de la Cueva de los
Tayos: Bacillus pumilus, Bacillus lincheniformis, Lisinibacillus xylaniticus, Proteus
mirabilis, Acinetobacter vivianii y Brevibacillus parabrevis. Se comprobd la
resistencia a antimicrobianos de Escherichia coli BLEE 4156 HVZ 545 y Klebsiella
pneumoniae ATCC KPC, y la sensibilidad de E. coli ATCC 25922 y K. pneumoniae
BAA 1706. La bacteria con mejor respuesta antagénica fue B. parabrevis y la
bacteria mas susceptible a dichas actividades antagonicas fue E. coli BLEE 4156
HVZ 545. Este estudio demostrd por primera vez que las bacterias del género
Bacillus provenientes de la Cueva de los Tayos poseen mecanismos antagénicos
efectivos sobre cepas de E. coli resistente a antimicrobianos.

Palabras clave: bacterias antagonicas, bacterias entéricas, Cueva de los Tayos,

respuesta antagonica, resistencia antimicrobiana.



2. ABSTRACT

Enteric bacteria resistant to antimicrobials represent one of the major global
health problems, therefore, it has been suggested that antagonistic mechanisms of
bacteria from caves could be a possible solution to the growing emergence of
multidrug-resistant enteric species. In this study, the potential antagonistic activity
of bacterial strains isolated from the Tayos Cave against enteric bacteria was
evaluated as a possible solution to the increasing occurrence of multidrug resistant
species. Biochemical tests and MALDI-TOF mass spectrometry were used to reveal
the identity of the bacteria used in the study. Disk diffusion and disk inactivation
methods were employed to test the resistance and sensitivity of enteric bacteria.
The evaluation of antagonistic responses was carried out through agar diffusion
methods, where 100 pl of bacterial suspensions form the Tayos Cave were
inoculated into wells made in the solid medium containing the enteric bacteria, four
repetitions were used to assess the antagonistic response on each enteric bacteria,
and the inhibitory halos observed after 72 hour of incubation were taken as the
response variable. Six bacteria were identified from the Tayos Cave: Bacillus
pumilus, Bacillus lincheniformis, Lysinibacillus xylaniticus, Proteus mirabilis,
Acinetobacter vivianii and Brevibacillus parabrevis. The antimicrobial resistance of
Escherichia coli BLEE 4156 HVZ 545 and Klebsiella pneumoniae ATCC KPC was
confirmed, as well as the sensitivity of E. coli ATCC 25922 and K. pneumoniae BAA
1706. The bacteria with the best antagonistic response was B. parabrevis, and the
most susceptible bacteria to these antagonistic activities was E. coli BLEE 4156
HVZ 545. This study demonstrated for the first time that Bacillus bacteria from the
Tayos Cave have effective antagonistic mechanisms against antimicrobial resistant

strains of E. coli.

Keywords: antagonistic bacteria, antagonistic response, antimicrobial resistance,

enteric bacteria, Tayos Cave.



3. INTRODUCCION

La resistencia a antimicrobianos es una de las mayores amenazas para la
salud mundial (Wallace, Fishbein, y Dantas, 2020). Esta resistencia antimicrobiana
ocurre cuando los microorganismos desarrollan la capacidad de resistir
tratamientos diseflados para su inhibicién, por lo tanto, infecciones por parte de
estos microorganismos pueden ser dificiles y hasta imposibles de tratar (Centers
for Disease Control and Prevention, 2022). En la ultima década, se ha evidenciado
un aumento importante de la aparicion de especies microbianas multirresistentes a
nivel global (N4jera y Fierro, 2019). El sobreuso de terapias antimicrobianas
estandar (Ortega, 2010), la sintesis masiva de antibiéticos, y la capacidad
adaptativa de las bacterias debido a cambios cromosOmicos o intercambios
genéticos a través de plasmidos y transposones (Neu, 1992), dan lugar a la
aparicion de especies multirresistentes (Kebede, Aragie, y Shimelis, 2017). En
Ecuador, este hecho es sumamente preocupante, sobre todo luego de demostrar
la presencia de E. coli multirresistentes en el rio Machangara de Quito (Ortega et
al., 2020), y en granjas y canales de pollos (Ortega et al., 2020), esto implica que
los multiples reservorios ambientales facilitan su evolucién y transmision de la
resistencia (Wallace, Fishbein, y Dantas, 2020). Por lo anteriormente expuesto,
métodos alternativos para el control de bacterias multirresistentes deben
desarrollarse de manera prioritaria, puesto que las estimaciones indican que para
el afio 2050 no habré antibidticos efectivos disponibles contra estos patégenos

(Vivas, Teixeira, Santana, y Jain, 2019).

Las interacciones antagonicas son abundantes en las comunidades
microbianas, y contribuyen tanto a la composicién, proporciones relativas de sus
miembros como la estabilidad a largo plazo de una comunidad (Garcia y Comstock,
2018). La estrategia evolutiva ha permitido que las bacterias cuenten con
mecanismos que limiten el crecimiento de sus competidores para mejorar su
disponibilidad de recursos (Russel, Roder, Madsen, y Sorensen, 2017). Uno de los
enfoques que ha tomado el desarrollo de métodos alternativos ha sido el estudio
de mecanismos antagonicos de bacterias que intervienen en la propagacion y

supervivencia de patdgenos, generalmente mediados por el uso de una amplia



variedad de antimicrobianos, tales como metabolitos secundarios y enzimas

extracelulares (Feichtmayer, Deng, y Griebler, 2017).

Algunos mecanismos antagonicos que presentan las bacterias son las
quinasas bacterianas, las cuales presentan actividades antimicrobianas
(Bhattacharya, Nagpure, y Gupta, 2007), otros mecanismos estudiados son los
probioticos de unién a toxinas, que bloquean interacciones entre el patdégeno y el
receptor (Paton, Morona, y Paton, 2009). Con el creciente interés y la llegada de
estudios a nivel gendmico, la tasa de descubrimientos de mecanismos de
antagonismo interbacteriano ha aumentado de manera considerable, dado que se
ha demostrado que todos los principales filos bacterianos poseen vias antagonicas,
incluidos mecanismos dependientes o independientes de contacto interbacteriano

(Peterson, Bertolli, y Mougous, 2020).

Los organismos que habitan la Cueva de los Tayos han desarrollado
adaptaciones especiales para vivir en condiciones de oscuridad, humedad y
variaciones de temperatura (Suarez, 2020). Los reportes cientificos enfocados a los
andlisis microbioldgicos de la Cueva de los Tayos han sido escasos, esto se debe
a su acceso limitado por su ubicacién geografica, condiciones de su entorno y por
el control gubernamental para su acceso (Constantin, Toulkeridis, Moldovan,
Villacis, y Addison, 2019).

La expedicidn cientifica a la Cueva de los Tayos, realizada en 1976, permitié
dilucidar que los futuros estudios interdisciplinarios en la cueva, seran de mucha
importancia para el Ecuador y el mundo por los potenciales descubrimientos
arqueoldgicos, ecologicos y microbiolégicos (Sampedro, 1977). Sin embargo, el
estado del arte y perspectivas de investigacion sobre estudios espeleoldgicos,
advierten que aun existen desafios relacionados con la investigacion de cuevas en
el Ecuador (Constantin, Toulkeridis, Moldovan, Villacis, y Addison, 2019). Inclusive
a dia de hoy existen diversas limitaciones que impiden un progreso continuo del
conocimiento de la cueva; en otros paises, las investigaciones cientificas dirigidas
al estudio de la diversidad y actividad microbiana de las cuevas, han permitido
generar una importancia ambiental, ecolégica y turistica a la conformacion

microbioldgica de las cuevas (Adetutu y Ball, 2014).



Zada et al. (2021) describen a los microorganismos de cuevas como
potenciales fuentes de desarrollo de farmacos. En la ultima exploracion cientifica
de la Cueva de los Tayos conformada por el Laboratorio de Microbiolégica de la
Escuela de Ciencias Bioldgicas de la PUCE, los aislados bacterianos recolectados
del nicho ecologico fueron aprovechados para investigaciones in vitro con el
objetivo de encontrar controladores biologicos frente a fitopatdgenos,
encontrdndose que los aislados de Bacillus lincheniformis y Brevibacillus parabrevis
son efectivos para el control de Botrytis cinérea y Fusarium oxysporum
respectivamente (Suarez, 2020). Bacillus spp. es el género mayormente implicado
en el control fitopatolégico, estas bacterias tienen actividades antagdnicas de
amplio espectro frente a bacterias patégenas Gram positivas y Gram negativas,
tales como Vibrio cholera, Salmonella entérica, Escherichia coli y Bacillus cereus
(Kumar y Rana, 2017).

Debido al alarmante aumento de la multirresistencia encontrada en bacterias
patégenas (Yang, Ye, Qi, Ying, y Xia, 2021), se hace necesario buscar fuentes
naturales y efectivas de alternativas al uso de antibidticos convencionales. Dado
que, los ecosistemas de cuevas, por sus condiciones oligotréficas, aumentan la
competencia entre sus comunidades microbianas, y son consideradas fuentes
Unicas de agentes antimicrobianos (Zada et al., 2022), surge la necesidad de
estudiar si es posible que los asilados bacterianos de la Cueva de los Tayos puedan

presentar efectos antagonicos sobre bacterias entéricas multirresistentes.

El presente trabajo investigativo apuntd a ser uno de los primeros estudios
cientificos sobre el analisis microbiolégico de la Cueva de los Tayos enfocado en
su aplicacion biomédica en la resolucién de problemas clinicos. Ademas, se evalué
el efecto antagonico de bacterias provenientes de esta Cueva sobre bacterias
entéricas multirresistentes. Por ello en la presente disertacion se evallo la potencial
actividad antagonica de bacterias asiladas de la Cueva de los Tayos frente a
bacterias entéricas, como posible solucion a la creciente aparicion de especies

multirresistentes.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la potencial actividad antagonica de cepas bacterianas aisladas de
la Cueva de los Tayos frente a bacterias entéricas, como posible solucién a la

creciente aparicion de especies multirresistentes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Comprobar la identificacion de las bacterias provenientes de la Cueva
de los Tayos y de las bacterias entéricas.

e Comprobar la resistencia de las bacterias entéricas investigadas
frente a antibioticos.

e Medir el potencial antagonico de los aislados bacterianos de la Cueva
de los Tayos frente a las bacterias entéricas.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. POBLACION DE ESTUDIO

Las especies bacterianas reactivadas de los géneros Bacillus y
Acinetobacter, provenientes de la Ultima exploracion a la Cueva de los Tayos fueron
utilizadas en la investigacion. Segun la base de datos del Laboratorio de
Microbiologia, estos asilados bacterianos correspondian a las especies Bacillus
pumilus, Bacillus lincheniformis, Lysinbacillus fusformis, Brevibacillus parabrevis,

Acinetobacter baumanii y Acinetobacter haemolyticus.

Para probar el efecto antagonico de las bacterias anteriormente
mencionadas, se escogieron tres especies bacterianas con distintos tipos de
resistencia, estas son: Escherichia coli productora de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas (KPC) y
Escherichia coli resistente a colistina. Ademas, se utilizaron dos especies American
Type Culture Colection (ATCC) como controles, estas fueron Escherichia coli ATCC
25922 y Klebsiella pneumoniae BAA 1706.

4.2. REACTIVACION Y PURIFICACION DE LAS BACTERIAS

Las poblaciones bacterianas utilizadas en este estudio permanecian
almacenadas y conservadas en la Coleccion Bacteriana Quito Catdélica de la PUCE,
por lo que en primera instancia se ejecutd un proceso de reactivacion de dichas
bacterias. En este proceso, se transfirieron asépticamente 200 um de las conservas
almacenadas por congelacién en 5 ml de Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI),
luego se los incub6 a 37 °C por 24 horas. Posteriormente las bacterias fueron
sembradas por estria discontinua, en Agar Nutriente para las bacterias
provenientes de los Tayos y Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) para las bacterias
entéricas, e incubadas nuevamente bajo las condiciones anteriormente descritas.
Luego de las 24 horas de siembra, algunos de los cultivos presentaron mas de una
colonia diferente, cada una de esas colonias fueron sembradas nuevamente en

Agar Nutriente a fin de obtener cultivos puros.



4.3. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE LAS BACTERIAS AISLADAS DE LA
CUEVA DE LOS TAYOS

Se realizaron pruebas bioquimicas para la identificacion preliminar de cada
especie bacteriana proveniente de la Cueva de los Tayos, de esta manera se
comprobd su identidad especifica.

Para las bacterias del género Bacillus se aplicaron las siguientes pruebas:
Tincion Gram, prueba de reduccién de nitratos, prueba de Voges-Proskauer (VP),
prueba de catalasa, prueba de oxidasa y prueba de hidrolisis de almidén (Calvo y
Zuaiiga, 2010). Para la identificacidon a nivel de especie, se compararon los
resultados obtenidos, con resultados de los estudios de Parvathi et al. (2009),
Banoon y Ali (2018), Hamzah (2019) y Nehra, Saharan y Choudhary (2016).

Para el género Acinetobacter se utilizaron las siguientes pruebas
bioquimicas: prueba de catalasa, prueba de oxidasa, prueba de Citrato de Simmons
y prueba de oxidacion-fermentacién (Constantiniu, Romaniuc, lancu, Filimon, y
Tarasi, 2004). La identificacion a nivel de especie se llevd a cabo mediante la
comparacion de los estudios de Constantiniu et al. (2004), y de Gupta, Gandham,
Jadhav y Mishra (2015).

4.4. |IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE LAS BACTERIAS ENTERICAS

La identificacion bioquimica de las especies bacterianas entéricas
multirresistentes y sensibles, se definié con las siguientes pruebas bioquimicas:
prueba de citrato de Simmons, prueba de Hierro Triple Azucar (TSI), prueba de
Motilidad Indol Sulfuro (SIM), prueba de Rojo Metilo (RM), prueba de Voges-

Proskauer (VP), prueba de urea, prueba de fenilalanina y prueba de lisina.

4.5. IDENTIFICACION POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

A fin de complementar las pruebas bioquimicas para identificar las especies

de las bacterias utilizadas en esta investigacion, cada bacteria fue nuevamente



reaislada en Agar Nutriente para su respectiva confirmacion por el método de
espectrometria de masas por Desorcidn/lonizacién Laser Asistida por Matriz
acoplado al analizador TOF (MALDI-TOF). Este procedimiento fue llevado a cabo

en el Centro de Investigacion Microbiologica (CIM).

4.6. CONFIRMACION FENOTIPICA DE LA PRODUCCION DE B-
LACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE) Y PRUEBA DE
SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS IN VITRO

A fin de comprobar la produccion de BLEE en E. coli se utiliz6 el método de
difusién por disco basado en el procedimiento del Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio (CLSI) del 2023. Para ello se emplearon los discos de ceftazidime
(CAZ) de 30 ug; ceftazidime/clavulanato (CAZ/CLA) de 30/10 g, cefotaxime (CTX)
de 30 ug y cefotaxime/clavulanato (CTX/CLA) de 30/10 pg. En base a los protocolos
impuestos por el CLSI, aquellos asilados que presentaron un aumento de <5 mm
de halo de inhibicibn de la cefalosporina de tercera generacién (CG3) en
combinacion con clavulanato, fueron considerados positivos para la produccién de
BLEE (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2023).

4.7. DETECCION FENOTIPICA DE CARBAPENEMASAS

Para la deteccion fenotipica de carbapenemasas se empled el método de
inactivacion de disco de Meropenem del CLSI (2023), que detecta la produccién de
carbapenemasas en asilados de enterobacterias (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2023). Para ello, se preparé una dilucién 0,5 en la escala de
Mc Farland de una cepa E. coli ATCC 25922 en 5ml de caldo Mueller Hinton (MHB),
dicha cepa sirvi6 como indicador de susceptibilidad. Se utilizaron discos de
Meropenem de 10 ug, y asas de siembra desechables de 1 pl para tomar dicha
cantidad de los asilados entéricos objetos de este andlisis. Un resultado positivo se
evidencié por la presencia de un halo de inhibicion alrededor del disco de
Meropenem de <15 mm de diametro (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2023).
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4.8. MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS

Siguiendo el protocolo interno del Laboratorio de Microbiologia de la PUCE;
las cepas fueron conservadas a través del método de congelacion, para lo cual se
realizaron suspensiones de las bacterias utilizadas en BHI, para luego de ser
incubadas a 37 °C por 18 horas, afadir glicerol estéril. Mediante el proceso anterior
se obtuvieron alicuotas que fueron transferidas en copias a microtubos estériles

para ser congeladas y mantenidas a -20 °C.

4.9. PRUEBAS DE ANTAGONISMO

La prueba antagdnica consistio en una difusion en agar de las suspensiones
en BHI (200 pl/ 5ml) de las bacterias provenientes de la Cueva de los Tayos. Cada
una de las especies bacterianas entéricas multirresistentes y sensibles fueron
cultivados en Agar Mdueller Hinton en placas de antibiogramas, con una
concentracion de bacterias ajustada a 1,5*10%8 UFC/ml. En cada seccién de la placa
se realizaron perforaciones para formar pocillos de 8,28 + 0,46 mm en los que se
colocaron respectivamente 100 ul de la suspension de las seis especies de
bacterias aisladas de la Cueva de los Tayos. Todos los cultivos fueron incubados a

37 °C durante 72 horas, cada placa cont6 con cuatro repeticiones.

4.10. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento fue diseflado en Parcelas Divididas con tres bacterias
entéricas resistentes, tres bacterias entéricas sensibles, seis tratamientos
(bacterias de la Cueva de los Tayos), y cuatro repeticiones (Gonzéalez, 1986). Las
parcelas o plots correspondieron a las seis placas de antibiograma en las que se
sembraron las seis especies de bacterias entéricas. Las subparcelas
correspondieron a los pocillos en los que se afiadi6 las suspensiones. La variable
de respuesta consistié en el didmetro de los halos de inhibicion, los cuales fueron
medidos con un calibrador digital de precision = 0.01 mm. El conjunto de datos
analizados fueron 144 (seis bacterias entéricas*seis bacterias de la Cueva de los

tayos*cuatro repeticiones).
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4.11. ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos fueron realizados para las pruebas de antagonismo,
se considerd tratamientos a las Bacterias de las Cuevas de los Tayos porque estas
generaron resistencia de crecimiento sobre las bacterias entéricas multirresistentes
y sensibles. Segun la prueba de Saphiro-Wilks, los residuos de la variable de
respuesta (halos de inhibicion) presentaron distribucion normal (Tabla 1), por lo que
se realiz6 un analisis de varianza paramétrico (Prueba de Fisher) y una prueba de
comparacion de medias a posteriori mediante el método de diferencia minima

significativa (LSD, por sus siglas en inglés) (Balzarini, y otros, 2020).

Tabla 1. Distribucién normal de la variable de respuesta

Bacterias de la Cueva de los Tayos W* (Unilaferal D)
Bacillus lincheniformis 0,95 0,71
Bacillus pumilus 0,90 0,15
Lysinibacillus xylaniticus 0,91 0,23
Brevibacillus parabrevis 0,96 0,76

W+, estadistico de Saphiro-Wilks. Los valores de p> 0,05 demuestran que la distribucion de la
variable es normal.

En todos los casos, el nivel de decision a fue de 0,05 y el software utilizado
para los andlisis estadisticos fue InfoStat ® 2020 con interfase en R (Di Rienzo et
al., 2020).
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5. RESULTADOS

5.1. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE BACTERIAS AISLADAS DE LA
CUEVA DE LOS TAYOS

Las pruebas bioquimicas a las que fueron sometidas las bacterias de la
Cueva de los Tayos permitieron corroborar la identidad especifica de la mayoria de
las bacterias utilizadas en este estudio.

En el caso de las bacterias del género Bacillus, las pruebas bioquimicas
permitieron corroborar la identidad especifica en un 75% (Tabla 2). Las respuestas
bioquimicas de Lisinibacillus fusiformis, no correspondié6 a las caracteristicas

metabolicas de las especies.

Tabla 2. Tincion Gram e identificacién bioquimica a nivel de especie de
bacterias del género Bacillus provenientes de la Cueva de los Tayos

Codificacion L C Hidrolisis
interna/ Tg]r(;r?]n (?(S?’Ht?’glt(c))g Pr\éggzjer Catalasa Oxidasa de Identificacion
especie almidon
5588/ . .
Bacillus bacilos + . N . ) Bacillus
i Gram + pumilus
pumilus
5589/ . .
Bacillus bacilos + + + _ + ~ Bacillus
. . . Gram + lincheniformis
lincheniformis
5599/ . .
Lisinbacillus ~ 2210% ; ] . . ) Uisinbacilus
fusformis p-
5613/ . -
Brevibacillus ~ 2211S + - + B} i Brevibacillus
' Gram + parabrevis
parabrevis

+, reaccion positiva; - reaccion negativa.

Las pruebas bioquimicas aplicadas a las especies del género Acinetobacter
permitieron verificar la identidad especifica de Acinetobacter baumanii; por otra
parte, la bacteria identificada previamente como Acinetobacter haemolyticus
presentd las caracteristicas morfolégicas de la especie, pero las caracteristicas

bioquimicas fueron diferentes (Tabla 3).
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Tabla 3. Tincién Gram e identificacion bioquimica a nivel de especie de
bacterias del género Acinetobacter provenientes de la Cueva de los Tayos

Codificacion ;i1 Citrato de oxidacion:

interna/ Catalasa Oxidasa . Fermentacion Identificacion

) Gram Simmons - -

especie Aerobio  Anaerobio

.56038/ Bacilos Via Via Acinetobacter
Acinetobacter cortos * ) * oxidativa  Oxidativa baumanii

baumanii Gram - )

5611B/ Bacilos . . .
Acinetobacter cortos + - - .V'a. V la Acinetobacter

oxidativa  Oxidativa sp.

haemolyticus Gram +

+, reaccion positiva; - reaccién negativa; Aerobio, reaccién en aerobiosis; Anaerobio, reaccién en

anaerobiosis.

5.2. IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE BACTERIAS ENTERICAS

Mediante las pruebas bioquimicas utilizadas, se ratificaron el 100 % de las

especies de las bacterias entéricas utilizadas en el presente estudio (tabla 4).

Tabla 4. Identificacién bioquimica a nivel de especie de bacterias

entéricas empleadas

Bacterias c TSl SIM RV Ur Fn Li Re
i NN H2S Gas Mt H2S Indol M P identificacion
E. coli Escherichia
BLEE =~ AA -+ - ke e coli
Klebsiella Klebsiella
ke o+ AR oo " % pneumoniae
E. coli o
resistente - A/A - + + - + + - . . 4 FEscherichia
it coli
a colistina
E. coli o
ATCC - AA - + + - o+ & oo 4 ESCfg:Ch'a
25922
KIebs_leIIa AJA ) + . i 4 4 KIebS|eII_a
sensible  + pneumoniae
E. coli o
ATCC - AA -  + + - o+ 4+ o o o g ESC*;?)'HCh'a
25922

+, reaccion positiva; - reaccion negativa; Ci, prueba de Citrato de Simmons; TSI, prueba de Hierro
Triple Azucar; N/N, lectura de la base y el apice; H2S, producciéon de &cido sulfhidrico; Gas;
produccion de gas; Mt, Motilidad; Indol; produccién de Indol; RM, prueba de Rojo Metilo; VP, Prueba
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de Voges-Proskauer; Ur, prueba de urea; prueba de Fenilalanina; Li, prueba de Lisina; BLEE,

bacteria productora de B-Lactamasas de Espectro Extendido; KPC, Klebsiella Productora de

Carbapenemasas; ATCC, American Type Culture Collection.

5.3. REINDENTIFICACION DE BACTERIAS ASILADAS DE LA CUEVA DE
LOS TAYOS

El espectrometro de masas MALDI-TOF permitié corroborar la identidad de

tres bacterias del género Bacillus. Ademas, asign6 las especies Lisinibacillus

xynaliticus, Proteus mirabilis y Acinetobacter vivianii para las bacterias que con las

pruebas bioquimicas fueron identificadas como Lisinibacillus sp., Acinetobacter

baumanii y Acinetobacter sp. respectivamente (Tabla 5).

Tabla 5.

Tayos mediante espectrometria de masas MALDI-TOF

Reidentificacidén de las especies bacterianas de la Cueva de los

Identificacion de

Identificacion

Identificacion con

Codigo estudios previos bioguimica MALDI-TOF
Bacillus Bacillus Bacillus
5588 _ _ .
pumilus pumilus pumilus
Bacillus Bacillus Bacillus
5589 . — . — : N
lincheniformis lincheniformis lincheniformis
Lisinibacillus o Lisinibacillus
5599 _ _ Lisinibacillus sp. N
fusiformis xylaniticus
Acinetobacter Acinetobacter Proteus
5603B , , N
baumanii baumanii mirabilis
Acinetobacter _ Acinetobacter
5611B _ Acinetobacter sp. L
haemolyticus vivianii
613 Brevibacillus Brevibacillus Brevibacillus
parabrevis parabrevis parabrevis
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5.4. DETECCION FENOTIPICA DE PRODUCCION DE B-LACTAMASAS DE
ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE)

Las tablas 6 y 7 muestran el proceso de interpretacion de los antibiogramas
para determinar fenotipicamente la produccioén de BLEE de las especies de E. coli

utilizadas para los ensayos (Figura 1).

Se comprobd que la cepa E. coli BLEE 4156 HVZ 545 es en efecto
productora de BLEE (Tabla 6). Los antibiogramas también corroboraron
fenotipicamente que E. coli ATCC 25922 no es productora de BLEE (Figura 1).

Tabla 6. Deteccion fenotipica de produccion de BLEE en E. coli BLEE
4156 HVZ 545

Criterios
en base al
Clase de B- o . halo de Halos de .
Lactamicos Antibiotico Sigla inhibicion inhibicién Interpretacion
(CLsl,
2023)
Cefalosporina
de tercera Ceftzadime CAZ <22 mm 27,11 mm -
generacion
Cefalosporina Aumento >
de terce_rg Ceftazidime/clavulanato CAZ/CLA 5mm ~ 30,96 mm -
generacion
Cefalosporina
de tercera Cefotaxime CTX <27 mm 17,3 mm +
generacion
Cefalosporina Aumento >
de tercerg Cefotaxime/clavulanato  CTX/CLA 5mm - 33,22mm +
generacion

+, reaccion positiva; - reaccion negativa; <, menor o igual; = mayor o igual.
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Tabla 7. Deteccion fenotipica de produccion de BLEE en E. coli ATCC
25922

Criterios

en base al

Clasede -\ o sigla nelode  Halosde  Interpretacio
actamicos inhibicion inhibicion n
(CLSI,
2023)

Cefalosporina
de tercera Ceftzadime CAZ <22mm 31,34 mm -
generacion
Cefalosporina Aumento =
detercerg Ceftazidime/clavulanato CAZ/CLA 5mm ~ 31,09 mm -
generacion
Cefalosporina
de tercera Cefotaxime CTX <27mm 33,07 mm -
generacion
Cefalosporina Aumento >
de tercera Cefotaxime/clavulanato  CTX/CLA 5mm - 33,30 mm -
generacion

+, reaccion positiva; - reaccion negativa; <, menor o igual; = mayor o igual.

Figura 1. Antibiogramas para deteccion fenotipica de produccion de BLEE. A,

en E. coli BLEE 4156 HVZ 545; B, en E. coli ATCC 25922.

5.5. DETECCION FENOTIPICA DE CARBAPENEMASAS

En primera

instancia, se corrobord fenotipicamente que Klebsiella

pneumoniae ATCC KPC es productora de carbapenemasas (Tabla 8); sin embargo,
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en base a los criterios del CLSI, dicha corroboracion fue reportada como
indeterminada. Aun asi, debido a pruebas anteriormente registradas en la base de
datos del Laboratorio de Microbiologia, que involucraron métodos moleculares, se

acepto que dicha bacteria cuenta con el gen blakec.

De manera similar, en base a los criterios del CLSI, la deteccion fenotipica
de carbepenemasas en K. pneumoniae BAA 1706 fue reportada como
indeterminada (Tabla 9), debido a la presencia de un crecimiento alrededor del
disco de meropenem en el antibiograma (Figura 2). Contrariamente al caso de
Klebsiella pneumoniae ATCC KPC, los métodos moleculares registrados en la base
de datos del Laboratorio de Microbiologia no han determinado la presencia del gen

blakrec en dicha especie.

Tabla 8. Deteccién fenotipica de produccién de carbapenemasas en K.
pneumoniae ATCC KPC

Criterios en base
Clase de Antibiético Sigla al halo de Halos de
carpememico inhibicién (CLSI, inhibicion
2023)
6-15 mm =
Meropenem MEM  carbapenemasa 17,6 mm Indeterminado
positivo
219 mm =
carbapenemasa
negativo
16-18 mm =
carbapenemasa
indeterminada

Interpretacion

Carbapenem
semisintetico

+, reaccion positiva; - reaccion negativa; <, menor o igual; = mayor o igual.
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Tabla 9. Deteccion fenotipica de produccién de carbapenemasas en K.
pneumoniae BAA 1706

Criterios en base

Clase de al halo de Halos de

Antibiético Sigla Interpretacién

carpenémico inhibiciéon (CLSI, inhibicién
2023)
20 mm
6-15 mm = o
Carbapenem (Crecimiento )
o Meropenem MEM  carbapenemasa Indeterminado
semisintético N alrededor
positivo ]
del disco)
219 mm =
carbapenemasa
negativo
16-18 mm =
carbapenemasa

indeterminada

+, reaccion positiva; - reaccion negativa; <, menor o igual; = mayor o igual.

Figura 2. Antibiogramas para deteccion fenotipica de produccion de
carbapenemasas. A, en K. pneumoniae ATCC KPC; B, en K. pneumoniae BAA
1706.
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5.6. PRUEBAS DE ANTAGONISMO

Los ensayos antagonicos fueron observados a las 24 y 72 horas. A las 24
horas no se observaron halos de inhibicion que afecten el crecimiento de las
bacterias entéricas. Las relaciones antagonicas entre las bacterias de la Cueva de
los Tayos y las bacterias entéricas se observaron a las 72 horas, con ciertas

peculiaridades en cada ensayo.

A pesar del crecimiento bacteriano observado alrededor de los pocillos,
ninguna de las bacterias de la Cueva de los Tayos present6 fenotipicamente
actividad antagonica frente a las bacterias del género Klebsiella,
independientemente si las cepas utilizadas fueron resistentes o sensibles (Figura
3).

Figura 3. Pruebas de antagonismo de bacterias aisladas de la Cueva de los
Tayos frente a Klebsiella pneumoniae. A, frente a K. pneumoniae ATCC KPC
(cepa resistente a carbapenémicos); B, frente a K. pneumoniae BAA 1706 (cepa

sensible a carbapenémicos).

Por otro lado, las bacterias de la Cueva de los Tayos si presentaron
antagonismo frente a las especies de E. coli. El efecto antagbnico se observé 72
horas después de la inoculacién de los pocillos con las suspensiones de las
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especies bacterianas de la Cueva de los Tayos, lo que generé que los halos de

inhibicion varien entre los ensayos, tanto en tamafio como en translucidez.

Los halos de inhibicion observados en el ensayo antagonico frente a E. coli
BLEE 4156 HVZ 545 (cepa multirresistente) presentaron mayor translucidez que

los halos de los otros ensayos en E. coli ATCC 25922 y E. coli resistente a colistina.

Los halos de inhibicion de los ensayos antagonicos frente a E. coli resistente
a colistina fueron menos translucidos con respecto a los halos del ensayo

anteriormente descrito y presentaron variaciones en el tamafio de los mismos.

Los halos de inhibicién de los ensayos antagonicos frente a E. coli ATCC
25922, también contaron con una traslucidez menor y con variaciones de los

diametros de los halos (Figura 4).

Bacillus pumilus, B. lincheniformis, Lisinibacillus xylaniticus y Brevibacillus
parabrevis presentaron actividad antagonica sobre todas las variantes de E. coli
evaluadas en esta tesis. Durante estos ensayos, también se demostré que Proteus
mirabilis y Acinetobacter vivianii no presentaron ninguna actividad antagonica sobre
E. coli, debido a la ausencia de halos de inhibicién alrededor de los pocillos de

inoculacion (Figura 4).
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Figura 4. Variacion de las respuestas antagénicas de bacterias aisladas de la
Cuevade los Tayos frente a Escherichia coli. A, frente a E. coli BLEE 4156 HVZ
545 (cepa resistente a betalactamicos); B, frente a E. coli ATCC 25922 (cepa
sensible a betalactamicos); C, frente a E. coli resistente a colistina; D, frente a E.
coli ATCC 25922.

En la tabla 10 se presenta un resumen del analisis de la varianza y de la prueba de
comparacion de medias a posteriori LSD de comparacion de medias de los ensayos

antagonicos ejecutados en este estudio.
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Tabla 10. Pruebas de Fisher (ADEVA) y comparacion de medias LSD (z error
estandar) del antagonismo de las bacterias de la Cueva de los Tayos frente a

las bacterias entéricas.

Bacterias de Bacterias entéricas
la Cueva de ADEVA
los Tayos E.c. COL E.c. BLEE E.c. ATCC
Bacillus

) . ] F2.13= 0,85; p= 0.448 25,23 (x1.25) A 26,61 (x0,37) A 29,12 (x2,4) A
lincheniformis

Bacillus
i F213=7,12; p= 0.008 19,36 (+1,07) A 27,73 (x2,93)B 20,89 (+0,81) A
pumillus

Lysinibacillus
. F213= 25,53; p< 0.001 16 (+0,8) A 24,2 (¥1,95) B 129 (¢ 0,78) A
xylaniliticus

Brevibacillus
. F213=1,35; p= 0.292 28,77 (x1,64) A 34,63 (x2,28) A 33,31 (+2,26) A
parabrevis

ADEVA, Andlisis de la varianza; E. c., Escherichia coli; COL, resistencia a colistina; BLEE, B-
lactamasas de espectro extendido; ATCC, American type culture colection; F, valor de la prueba de
Fisher (los subindices representan a los grados de libertad); p, valor de la probabilidad. Letras

distintas entre filas representan diferencias significativas al 5 %.

Bacillus lincheniformis y Brevibacillus parabrevis no mostraron diferencias
significativas en los diametros de inhibicion medios provocados sobre las bacterias
entéricas evaluadas (Tabla 10). Bacillus lincheniformis generé el tamafio medio
mas alto del halo de inhibicion sobre E. coli ATCC (Figura 5); mientras que,
Brevibacillus parabrevis genero el valor medio mas alto del halo de inhibicion sobre
E. coli BLEE (Figura 6).

Bacillus pumilus y Lysinibacillus xylaniliticus presentaron diferencias
significativas en los didmetros de inhibicion medios generados a las tres cepas de
E. coli evaluadas (Tabla 10). Estas dos especies del género Bacillus de la Cueva
de los Tayos presentaron el tamafio medio mas alto del halo de inhibicién sobre E.
coli BLEE (Figura 7 y Figura 8).
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31,227

29,65 A

28,08

26,51+

Halos de inhicion (mm)

24,95

E. c. COLA
E. c. BLEE
E.c. ATCC

Bacterias entéricas

Figura 5. Antagonismo de Bacillus lincheniformis sobre bacterias entéricas
medido a través del halo de inhibicion en mm. E. c., Escherichia coli; COL,
resistencia a colistina; BLEE, B-lactamasas de espectro extendido; ATCC,
American type culture colection. Letras similares de las barras del histograma

indican que no hubo diferencias significativas en la prueba LSD al 5 %.

37,77

35,41 A

33,057

30,70

Halos de inhibicién (mm)

28,34

E.c. COLA
E.c. ATCC
E. c. BLEE

Bacterias entéricas

Figura 6. Antagonismo de Brevibacillus parabrevis sobre bacterias entéricas
medido a través del halo de inhibicion en mm. E. c., Escherichia coli; COL,
resistencia a colistina; BLEE, B-lactamasas de espectro extendido; ATCC,
American type culture colection. Letras similares de las barras del histograma

indican que no hubo diferencias significativas en la prueba LSD al 5 %.
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29,957

27,17

24,40

21,634

Halos de inhibicion (mm)

18,85

E.c.C -D—i
>
>

E. c. BLEE

Bacteria entérica

Figura 7. Antagonismo de Bacillus pumilus sobre bacterias entéricas medido
através del halo de inhibicion en mm. E. c., Escherichia coli; COL, resistencia a
colistina; BLEE, B-lactamasas de espectro extendido; ATCC, American type culture
colection. Letras diferentes de las barras del histograma indican que hubo

diferencias significativas en la prueba LSD al 5 %.

26,121
1B
22,66

19,20

15,73

Halos de inhibicion (mm)

12,27

E. c. COLA
E. c. BLEE

E.c. ATCCI—|
>

Bacteria entérica

Figura 8. Antagonismo de Lysinibacillus xynaliticus sobre bacterias entéricas
medido a través del halo de inhibicion en mm. E. c., Escherichia coli; COL,
resistencia a colistina; BLEE, B-lactamasas de espectro extendido; ATCC,
American type culture colection. Letras diferentes de las barras del histograma

indican que hubo diferencias significativas en la prueba LSD al 5 %.

Al comparar las respuestas antagonicas entre bacterias del género Bacillus

se encontrd que Brevibacillus parabrevis presento los halos de inhibicion de mayor
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diametro, seguida de Bacillus lincheniformis, B. pumilus y Lisinibacillus xylaniticus

respectivamente (Figura 9).

37,657
134,63
33,31

30,98
[= 2912 -_|—28,77
£ 27,72
c
no -
) I25,23 I
Ko}
= 24,30
£
3 20,89
(72}
ko] T1o36
©
I

17,63

16,00
12,90'I|'
10,95 T T T T 1
Bacillus pumilus Brevibacillus parabrevis
Bacillus lincheniformis Lysinibacillus xylanilyticus

Bacterias de las Cuevas de los Tayos

Ii Ec.atcc [] EcBee [ ] Ec.coL ‘

Figura 9. Comparacién de la respuesta antagonica entre las bacterias de la
Cueva de los Tayos sobre bacterias entéricas. E. c., Escherichia coli; COL,
resistencia a colistina; BLEE, B-lactamasas de espectro extendido; ATCC,
American type culture colection. Los ndmeros sobre las barras representan los
promedios de los didmetros de los halos de inhibicion.
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6. DISCUSION

6.1. IDENTIDAD DE BACTERIAS DE LA CUEVA DE LOS TAYOS Y
BACTERIAS ENTERICAS

A pesar de las cuevas sean ambientes extremos Yy oligotroficos, diversos
estudios han demostrado que una gran diversidad de microorganismos es capaz
de habitar y prosperar en habitats de las cuevas (Kosznik-Kwasnicka, Golec,
Jaroszewicz, Lubomska, y Piechowicz, 2022). Debido al creciente interés en el
estudio espeleoldgico, varias investigaciones han sido enfocadas al estudio de la
diversidad microbiana de las cuevas. Mediante el uso de técnicas metagendémicas,
como la secuenciacién de genes ARNr 16S y secuenciacion shotgun, se ha
demostrado que los ambientes de las cuevas son habitados por varios phyla
bacterianos tales como: Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes y Acidobacteria
(Turrini et al., 2020).

Las bacterias provenientes de la Cueva de los Tayos, sujeto de estudio de
la presente disertacion, pertenecen a los phyla Firmicutes y Proteobacteria, la
identidad especifica a la que pertenecen las bacterias antagénicas son Bacillus
pumilus, Bacillus lincheniformis, Lisinibacillus xylaniticus, Brevibacillus parabrevis
(phylum  Firmicutes), Proteus mirabilis y Acinetobacter vivianni (phylum
Proteobacteria). Esta identificacion permite demostrar que la composicion
microbiana de la Cueva de los Tayos incluye a bacterias pertenecientes al filo

Proteobacteria y Firmicutes.

La identificacion bioquimica de las bacterias empeladas en el estudio fue
utilizada como un método fenotipico de identificacion preliminar, basadas en las
caracteristicas observables de las bacterias, como morfologia, desarrollo y
propiedades bioguimicas o metabdlicas (Bou, Fernandez-Olmos, Garcia, Saez-
Nieto, y Valdezate, 2011). Sin embargo, estas pruebas suelen ser limitadas y no
revelan con precision la diferencia entre microorganismos (Tsang, 2020). En el
presente estudio, tres de las seis especies bacterianas previamente identificas en

la Coleccién Bacteriana Quito Catdlica de la PUCE fueron reidentificadas con
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métodos mas precisos que permitieron una mayor discriminacién para la

identificacion de las bacterias.

Especificamente, la espectrometria de masas MALDI-TOF, es un método
basado en la protedmica, es decir, es un estudio basado en la caracterizacion del
conjunto de proteinas expresadas por un genoma (Bou, Fernandez-Olmos, Garcia,
Saez-Nieto, y Valdezate, 2011). La espectrometria de masas MALDI-TOF,
elaborada por el Centro de Investigacion Microbiolégica de Guayaquil, permitio
obtener un resultado mas exacto en cuanto la identificacion especifica de las
bacterianas de la Cueva de los Tayos, cabe recalcar que MALDI-TOF es un analisis
preciso de los elementos quimicos propios de cada especie bacteriana basado en
la medicién de iones derivados de moléculas, separandolos en funcion de su
relacion masa/carga (Bou, Fernandez-Olmos, Garcia, S4ez-Nieto, y Valdezate,
2011). Por ende, debido al mayor poder discriminativo de MALDI-TIF, se acepté la
idoneidad de las identificaciones de especies bacterianas a partir de este método

de espectrometria de masas.

6.2. BACTERIAS PRODUCTORAS DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO Y CARBAPENEMASAS

El método de difusion de disco confirm6 de manera observable y medible la
produccién de BLEE por parte de E. coli BLEE 4156 HVZ 545. A pesar de que el
diametro del halo de inhibicion provocado por la difusion del disco de ceftazidime
es ligeramente superior a los criterios del CLSI (Figura 1) se confirma la produccion
de BLEE, pues el mismo CLSI sugiere que un resultado ligeramente por encima de
sus criterios podria también indicar la produccién de esta enzima (Centers for

Disease Control and Prevention, 2022).

Asi mismo, se observaron las carencias fenotipicas de resistencia por parte
de E. coli ATCC 25922, en este caso cumpliendo todos los criterios establecidos
por el CLSI (Tabla 7). Adicional a la comprobacion fenotipica, estas 2 cepas de E.
coli han sido analizadas molecularmente en otros estudios del Laboratorio de
Microbiologia (Ortega, 2010), confirmando la presencia de genes involucrados en
la produccion de BLEE en E. coli BLEE 4156 HVZ 545, y la ausencia de los mismos
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genes en E. coli ATCC 25922. Los genes que codifican BLEE se encuentran en
elementos genéticos maviles, tales como plasmidos, transposones, secuencias de
insercion e integrones, lo que facilita su diseminacion (Castanheira, Simner, y
Bradford, 2021).

Las betalactamasas son enzimas que hidrolizan antibiéticos betalactamicos
(Rivera-Jacinto, Rodriguez-Ulloa, Flores, Serquén, y Arce, 2015), lo que confiere
resistencia a las bacterias capaces de codificar dichas enzimas, tal como es el caso
de E. coli BLEE 4156 HVZ 545. Las BLEE mas relevantes incluyen 3 tipos
principales: TEM, SHV y CTX-M (Rivera, Larrosa, Mirelis, y Navarro, 2014). La
difusion de disco evidencié que E. coli BLEE 4156 HVZ 545 produce BLEE de tipo
CTM-X, dado que estas confieren principalmente resistencia a cefotaxime y
ceftriaxone (Rossolini, D'Andrea, y Mugnaioli, 2008). Durante la década de los afios
2000, este tipo de BLEE ha sido reconocido como el tipo mas comun, y en base a
la agrupacion -segun las homologias de secuencia- el grupo de CTX-M mas
dominante es el CTX-M-15 (Castanheira, Simner, y Bradford, 2021). De manera
general, las BLEE representan el mecanismo mas importante para la resistencia de
cefalosporinas de tercera generacion en enterobacterias (Gonzales et al., 2019).
Por otro lado, E. coli ATCC 25922 es una cepa control recomendada por el CLSI,
utilizada como control negativo para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

(American Type Culture Collection, 2023).

La deteccion fenotipica de KPC presento ciertas dificultades debido a que,
en base a los criterios de CLSI, ninguna de las dos especies de Klebsiella fue
determinada como sensible o resistente. Ciertos reportes han informado que los
sistemas utilizados para la deteccibn de organismos productores de KPC,
identifican del 7 al 87 % de K. pneumoniae productoras de KPC como sensibles a
imipenem o al meropenem; por ello se ha recomendado la consideracion de
diferentes factores adicionales como la reduccién de permeabilidad de membrana
externa, para que el organismo productor de KPC exprese con mayor claridad la
resistencia total a los carbapenémicos, y asi facilitar su deteccion (Arnold et al.,
2011). A pesar de ello estudios anteriores del Laboratorio de Microbiologia, han
encontrado que K. pneumoniae ATCC KPC posee genes involucrados en la

produccion de carbapenemasas, mientras que K. pneumoniae BAA 1706 no cuenta
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con dichos genes. En el caso de K. pneumoniae ATCC KPC, la enzima KPC se
encuentra codificada por el gen blakrc localizado en el trasponson Tn4401, el cual
es portado principalmente en plasmidos y es la principal plataforma de diseminacion
del blakec (Vera et al., 2017). Klebsiella BAA 1706, es comercializada como un
control negativo, debido a que ha sido confirmada mediante PCR como negativo

para el gen blakec (American Type Culture Collection, 2023).

6.3. ANTAGONISMO DE BACTERIAS DE LA CUEVA DE LOS TAYOS SOBRE
BACTERIAS ENTERICAS MULTIRRESISTENTES Y SENSIBLES

Ciertos estudios han sefialado que las caracteristicas de los ambientes de
las cuevas, como la oscuridad total, alta humedad, temperatura y la falta de
nutrientes, pueden promover la producciéon de compuestos antimicrobianos (Zada
et al., 2022). La Cueva de los Tayos consiste en una formacion geoldgica que ha
dado lugar a varias cavernas conectadas entre si a través de galerias y pasadizos
de diferentes alturas y dimensiones, formado cavernas oscuras en ciertos puntos
(Almeida, 2023), a su vez, cuenta con una profundidad de 201 m y 4 800 m de largo
(Suérez, 2020), su temperatura varia entre los 19 °C y 30 °C y la media de humedad
es del 83% (The Weather Company, 2023). Todas estas condiciones influyen de
manera significativa en la actividad antagonica presentada por los
microorganismos. Para generalizar, las condiciones oligotroficas estimulan las
respuestas antagonicas de los microorganismos que habitan la Cueva de los Tayos.
El ensayo realizado a nivel de laboratorio simulé algunas de las condiciones de la
cueva, tales como la incubacién prolongada, en oscuridad y a una temperatura
constante de 35 * 2 °C, lo que estimulé que la respuesta antagénica de las bacterias

de la Cueva de los Tayos ocurra a las 72 h.

En este estudio, se demostro6 fenotipicamente que las bacterias de la Cueva
de los Tayos no producen respuestas antagénicas sobre K. pneumoniae (Figura 3).
Dado que, en ninguna de las 2 bacterias utilizadas, K. pneumoniae ATCC KPCy K.
pneumoniae BAA 1706, se evidenci6 actividad antagonica, esto podria obedecer a
que la especie bacteriana posee caracteristicas propias que le permiten resistir a
cualquier respuesta antagonica de las bacterias de la Cueva de los Tayos. Una de

las estructuras mas importantes de K. pneumoniae es la capsula de polisacérido,
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este es descrito como un factor de virulencia en la patogenicidad de la bacteria,
debido a su capacidad de evitar la fagocitosis, le da cierta resistencia a
antimicrobianos y evade la deposicion de las enzimas del sistema del complemento
(Huang et al., 2022). A pesar de que, conocidas mayoritariamente por su papel en
la virulencia en huéspedes humanos, los polisacaridos de la capsula también
aumentan la aptitud celular bajo estrés abibtico y durante la competencia con otras
bacterias (Rendueles, 2020). Por lo tanto, la capsula de polisacarido de K.
pneumoniae ATCC KPC y K. pneumoniae BAA 1706 fue un factor determinante en
que no se evidencie ninguna respuesta antagonica por parte de las bacterias de la
Cueva de los Tayos.

Por otro lado, las tres cepas de E. coli demostraron ser mas sensibles a las
respuestas antagonicas de las bacterias de la Cueva de los Tayos. A pesar de que
algunas cepas de E. coli poseen capsulas de polisacéaridos, estas no forman parte
de la estructura de las cepas de E. coli utilizadas en este estudio, haciéndolas mas

sensibles a las respuestas antagoénicas.

Este ensayo permiti6é diferenciar cuales de los filos bacterianos que habitan
la Cueva de los Tayos tienen actividad antagonica sobre bacterias entéricas, siendo
asi que, las bacterias del phylum Firmicutes (Bacillus pumilus, Bacillus
lincheniformis, Lisinibacillus xylaniticus y Brevibacillus parabrevis) poseen
respuestas antagonicas que permiten su proliferacion sobre otras bacterias,
mientras que las bacterias del phylum Proteobacteria (Proteus mirabilis y
Acinetobacter vivianii) no presentan actividad antagonica, lo que limita su
competencia por espacio y recursos. En este estudio, las bacterias del género
Bacillus asiladas de la Cueva de los Tayos presentaron actividad antagonica sobre
las 2 cepas de E. coli evaluadas. Durante varias décadas, las bacterias del género
Bacillus han sido estudiadas como probiéticos, debido a que son productoras de
mas de 200 antibibticos, los cuales difieren en estructura y espectro de actividad,
es decir, algunos son eficaces contra bacterias de la misma especie, otros actian
sobre bacterias Gram negativas y otros tienen un amplio espectro de actividad, lo
gue incluye a antifingicos y antiprotozoarios (Moore, Globa, Barbaree, Vodyanoy,
y Sorokulova, 2013). En el estudio de Kummar y Rana (2017), se describié que las

bacterias del género Bacillus poseen un efecto antimicrobiano significativo sobre
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Vibrio cholerae, Salmonella Typhi, Escherichia coli y Bacillus cereus. El presente
estudio demostré que las bacterias del género Bacillus provenientes de la Cueva
de los Tayos también son productoras de sustancia microbianas que intervinieron

en el desarrollo de las 3 cepas de E. coli evaluadas.

Se conoce que la bacitracina producida por Bacillus sp. inhibe el crecimiento
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus (Prescott, Willey, Sandman, y Wood,
2020), sin embargo las 3 cepas de E. coli utilizadas parecieron reaccionar de
manera distinta a los mecanismos antagonicos de las bacterias de la Cueva de los
Tayos, lo que se evidencio en la diferencia entre los diametros y la translucidez de
cada halo evaluado, por lo que no se asegurd que la bacitracina sea la Unica

respuesta antagénica de todas las especies de Bacillus en todos los casos.

Bacillus pumilus puede sintetizar varios compuestos antimicrobianos como
surfactinas, iturinas, fengicinas, bacilomicinas D, quitinasas y otras proteinas
activas (Chu et al., 2019). Dado que se presentaron diferencias significativas en los
diametros de los halos de inhibicion, se dedujo que las bacterias de la Cueva de los
Tayos produjeron distintos compuestos antimicrobianos sobre cada cepa de E. coli.
La media de los diametros de inhibiciébn mas alta se dio sobre E. coli BLEE 4156
HVZ 545, lo que sugiri6 que el compuesto antimicrobiano mas efectivo de B.
pumilus fue producido sobre esta bacteria. Presuntamente, B. pumilus pudo
sintetizar iturinas o bacilomicinas, que son lipoheptapeptidos ciclicos con una fuerte
propiedad antibiética (Ariza y Sanchez, 2012).

Bacillus lincheniformis sintetiza un compuesto tipo surfactina llamado
linquenisina (Théatre et al., 2021). Este es un lipéptido anfifilico que cuenta con
propiedades antibidticas, aunque se ha reportado que puede causar intoxicacion
alimentaria (Claire et al., 2022). Esta respuesta antagénica no mostré diferencias
significativas en los diametros de halos inhibicion sobre las tres cepas de E. coli,
por lo tanto, se infiri6 que la respuesta antagénica de B. lincheniformis, la
produccion de linquenisina, se dio en las 3 cepas de E. coli evaluadas. El promedio
mas alto del diametro de halo de inhibicidn se dio sobre E. coli ATCC 25922, lo que
podria implicar que la produccién de BLEE vy la resistencia a colistina interviene en

la respuesta antagdnica de B. lincheniformis.
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Lysinbacillus xylaniticus ha presentado potencial antimicrobiano debido a la
produccion de bacteriocinas y otros péptidos antibiéticos (Sajid y Ahmad, 2022). En
este caso, la actividad antagonica present6 diferencias significativas entre las tres
cepas de E. coli, lo que se infiere que el compuesto antimicrobiano producido por
L. xylaniticus fue diferente en las tres cepas utilizadas en el estudio, y dado que el
promedio mas alto de diametros de halos de inhibicién se presentd sobre la cepa
E. coli BLEE 4156 HVZ 545, se dedujo que la respuesta antagdnica méas efectiva

se dio sobre esta cepa.

Brevibacillus parabrevis puede sintetizar agentes antibacterianos,
antifangicos e inclusive anti-invertebrados (Yang y Yousef, 2018). Dado que no se
presentaron diferencias significativas entre los diametros de los halos de inhibicion,
se dedujo que la respuesta antagonica de B. parabrevis fue la misma en todas las
cepas de E. coli, a pesar de que el promedio mas alto de diametros de halos se dio
sobre la cepa E. coli BLEE 4156 HVZ 545. Dicha respuesta antagonica pudo
tratarse de la gramicidina, un polipéptido antibiético que forma poros en las
membranas celulares de las bacterias (Yang y Yousef, 2018).

El andlisis comparativo entre las medias de los halos de inhibicion demostré
gue la respuesta antagénica de B. parabrevis sobre las tres cepas de E. coli fue

mas efectiva a comparacion de los mecanismos antagonicos de las otras bacterias.

A pesar de que se logro inferir las respuestas antagonicas especificas de
cada una de las bacterias de las Cuevas de los Tayos, se requiere de un analisis
metagendmico y protedmico para superar las barreras del ensayo fenotipico y
determinar secuencias de genes codificantes de los compuestos antimicrobianos

involucrados en la respuesta antagonica.

La concentracion de ceélulas bacterianas en las suspensiones también
pueden jugar un papel clave en la variacion de respuestas antagonicas (Abudakar,
2009), en el presente estudio todas las diluciones de las bacterias de las Cuevas
de los Tayos tuvieron la misma dilucion (200 ul/5ml), por lo que es necesario realizar

estudios posteriores que evidencien si cambios en concentracion bacteriana de la
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Cueva de los Tayos, podrian ocasionar variaciones en las respuestas antagénicas
sobre bacterias entéricas.
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7. CONCLUSIONES

La identificacion bioquimica y protedmica pueden revelar la identidad de las
bacterias provenientes de la Cueva de los Tayos y bacterias entéricas, ademas
fueron importantes para inferir la composicion relativa de los filos bacterianos que
habitan la Cueva de los Tayos. Los 2 diferentes métodos de identificacion
bacteriana pueden ser complementarias entre si, ya que se puede confirmar la
identidad de las bacterias identificadas bioquimicamente a través de métodos méas

Optimos y discriminativos.

La deteccion fenotipica de resistencia o sensibilidad bacteriana debe
determinarse bajo los criterios del CLSI. En este estudio, este método permitio la
identificacion inclusive del tipo de BLEE producido por E. coli. Sin embargo, pueden
darse casos donde no se pueda determinar la resistencia o sensibilidad de una
bacteria, por lo que se requeriran pasos adicionales que faciliten su deteccion o

complementarlos con otros métodos mas exactos.

El potencial antagoénico de las bacterias de la Cueva de los Tayos frente a
bacterias entéricas se expresd solo en las cepas de E. coli debido a que K.
pneumoniae posee caracteristicas que dificultan la actividad antagonica sobre las
mismas. Las bacterias del género Bacillus, producen una serie de compuestos
antimicrobianos especificos que afectan la observacion fenotipica de antagonismo
sobre cada cepa. Brevibacillus parabrevis fue la especie de la Cueva de los Tayos
que mejor controlé a las bacterias entéricas mientras que E. coli BLEE 4156 HBZ
545 fue la especie de bacteria entérica mas susceptible a las bacterias antagénicas

evaluadas en la disertacion.
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Anexo 1. Medidas de tendencia central de las pruebas de antagonismo

expresadas como diametros de los halos de inhibicién.

Bacterias B Bacterias dela N  Media DE. EE. Min. Max.
coli Cueva de los Tayos

E.c. ATCC _ Bacillus - 8 2012 678 24 17,93 36,25
lincheniformis

E.c. ATCC Bacillus pumilus 8 20,89 2,29 0,81 18,03 25,66

E.c. ATCC Lysinibacillus 8 129 22 078 1087 17,74
xylaniliticus
Brevibacillus

E.c. ATCC . 8 33,31 6,38 2,26 24,27 44,77
parabrevis

E. c. BLEE _ Bacillus - 4 2661 074 037 2572 27,31
lincheniformis

E. c. BLEE Bacillus pumilus 4 27,73 586 293 23,36 36,38

E.c. BLEE Lysinibacillus 4 242 389 195 2024 2948
xylaniliticus
Brevibacillus

E. c. BLEE . 4 34,63 4,57 2,28 31,18 41,36
parabrevis

E.c. COL _ Bacillus - 4 2523 251 125 2297 2815
lincheniformis

E.c. COL Bacillus pumilus 4 19,36 2,14 1,07 16,36 21,42
Lysinibacillus

E.c. COL 4 16 1,61 0,8 14,43 17,49
xylaniliticus
Brevibacillus

E.c. COL . 4 28,77 3,28 1,64 24,72 32,29
parabrevis

N, nimero de observaciones correspondientes al didmetro de halos de inhibicion; D.E. desviacion
estandar; E.E., error estandar; Min., valor minimo; Max., valor maximo; E. c., Escherichia coli;

COL, resistencia a colistina; BLEE, B-lactamasas de espectro extendido; ATCC, American type

culture colection.



Anexo 2. Andlisis de la varianza de InfoStat vinculado a R

Bacillus lincheniformis

Variable N R2 R2 Aj CcVv
Halos de inhibicién generado por Bacillus lincheniformis 16 0,12 0 18,64
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)
F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 449 2 22,45 0,85 0,4486
Bacillus lincheniformis 44,9 2 22,45 0,85 0,4486
Error 342,13 13 26,32
Total 387,03 15
Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=7,15390
Error: 26,3173 gl: 13
Bacterias E. coli Medias N E.E.
E.c. COL 25,23 4 1,25 A
E. c. BLEE 26,61 4 0,37 A
E. c. ATCC 29,12 8 2,4 A
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
Bacillus pumilus
Variable N R? R2 Aj CVv
Halos de inhibicion generado por Bacillus pumilus 16 0,52 0,45 15,47
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)
F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 168,12 2 84,06 7,12 0,0082
Bacillus pumilus 168,12 2 84,06 7,12 0,0082
Error 153,51 13 11,81
Total 321,63 15
Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=4,79210
Error: 11,8088 gl: 13
Bacterias E. coli Medias N E.E.
E.c. COL 19,36 4 1,07 A
E.c. ATCC 20,89 8 0,81 A
E. c. BLEE 27,73 4 2,93 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).
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Lysinibacillus xylaniliticus

Variable N R2 R2 Aj Ccv
Halos de inhibicion gene_)_rgdos por Lysinibacillus 16 0.8 077 15,67
xylaniliticus

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 341,4 2 170,7 25,53 <0,0001
Lysinibacillus xylaniliticus 341,4 2 170,7 25,53 <0,0001
Error 86,91 13 6,69
Total 428,3 15
Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=3,60560
Error: 6,6851 gl: 13
Bacterias E. coli Medias N E.E.
E. c. ATCC 12,9 8 0,78 A
E.c.COL 16 4 0,8
E. c. BLEE 24,2 4 1,95 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

Brevibacillus parabrevis

Variable N R2 R Aj cv
Halos de inhibicién generados por Brevibacillus
parabrevis 16 0,17 0,04 16,64

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 79,06 2 39,53 1,35 0,2929
Brevibacillus parabrevis 79,06 2 39,53 1,35 0,2929
Error 380,22 13 29,25
Total 459,28 15

Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS=7,54166
Error: 29,2476 gl: 13

Bacterias E. coli Medias N E.E.
E.c. COL 28,77 4 1,64 A
E.c. ATCC 33,31 8 2,26 A
E. c. BLEE 34,63 4 2,28 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05).

N, nimero de observaciones correspondientes al diametro de halos de inhibicién; R2, coeficiente de
determinacion; R2 Aj, coeficiente de determinacion ajustado; CV, coeficiente de variacion; F.V.,
fuente de variacion; SC, suma de cuadrados; gl, grados de libertad; CM, cuadrados medios; F, valor
de la prueba de Fisher; LDS, lower difference significant; DMS, valor de la diferencia minima
significativa; E.E., error estandar; E. c., Escherichia coli; COL, resistencia a colistina; BLEE, B-
lactamasas de espectro extendido; ATCC, American type culture colection.
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