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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar la susceptibilidad de bacterias Xenorhabdus y Photorhabdus a
los antibidticos provenientes de suelos pecuarios y agricolas del estado de Guanajuato. Se realizaron los
experimentos en el Laboratorio de Parasitologia y Control Bioldgico de la Universidad de Guanajuato, en los
cuales se utilizaron cepas de nematodos entomopatdgenos previamente resguardadas en el laboratorio, la
evaluacion de la patogenicidad se inicié inoculando 200y de nematodos entomopatégenos a larvas de
Galleria mellonella los cuales se infectaron, después se tomé hemolinfa con una jeringa de las larvas muertas
y se colocd en agar MacConkey por aspersion, se dejo incubar 72 horas y se procedi6 a realizar un cultivo
liquido en caldo nutritivo, se dejo incubar por 48 horas en agitacién a la oscuridad y posteriormente se realiz6
un conteo de bacterias y se ajustdé a una concentracion a 1.4x10° bacterias por ml, se aplico 0.02ml por
inyecciéon en larvas de G. mellonella y se determind la mortalidad a las 48 horas. La evaluacion de la
susceptibilidad de bacterias se realiz6 un cultivo por la técnica de dispersién en disco en agar Mueller Hinton,
se utilizaron antibiogramas de la marca PT_35 Multibac 1.D. para bacterias Gram — los cuales constan de 12
antibioticos diferentes, se colocaron en el agar cultivado con bacterias y se incubaron por 24 horas, se
midieron los halos de inhibicion formados por los discos; Los resultados de la evaluacion de patogenicidad
fueron el 100% de mortalidad pasadas las 48 horas en las cepas evaluadas y 0% en los grupos testigos,
mientras que en la evaluacion de la susceptibilidad a los antibidticos se observé que todas las cepas fueron
resistentes al menos un antibiético mientras que una cepa que se le puede considerar multiresistente fue la
M4; por lo tanto las conclusiones de este trabajo fueron que el inyectar 0.02ml de bacterias a una
concentracion de 1.4x10° provoca la muerte del 100% de larvas de G. mellonella y las diferentes cepas de
bacterias entomopatdgenas utilizadas en el presente estudio se les puede considerar susceptibles,
intermedias y resistentes a los antibiéticos evaluados, ademas de que existen cepas que se les puede
considerar multirresistentes a los antibioticos utilizados.
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Introduccion

Actualmente la resistencia bacteriana a los antibidticos es un fendmeno de gran importancia para la salud
publica pues supone un alto riesgo (Jin et al., 2024) y es ocasionada por los cambios evolutivos que sufren
las bacterias como respuesta a la exposicién a los diversos antibiéticos que se encuentran de forma natural
en el ambiente (Read y Woods, 2014). La resistencia antimicrobiana es un tema ampliamente investigado y
que genera serias preocupaciones para el futuro de los antibidticos, ya que la generacion de bacterias
multirresistentes es mucho mayor que la produccion de nuevos antibidticos capaces de hacerles frente
(Murray et al., 2022). La propagacion de genes de resistencia a antimicrobianos (ARG) es mas comun dia
con dia, debido al alto contenido de antibidticos en el estiércol que se utiliza como abono (Laconi et al., 2021),
situacion que desencadena muchas otras acciones, como lo es la generacion de resistencia en bacterias no
blanco al ser expuestas a grandes cantidades de antibiéticos desechados en heces de animales, cuando son
utilizados como abono para las cultivos, lugar en el cual entran en contacto el antibiético y la bacteria; esto
podria provocar la transmisién de esta resistencia hacia otras bacterias de importancia en la salud publica de
manera horizontal por medio de plasmidos u otro medio genético (Fernandez et al., 2003).
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Xenorhabdus y Photorhabdus son bacterias Gram-negativas, emparentadas filogenéticamente, que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae; se caracterizan por generar asociaciones simbidticas con
nematodos entomopatégenos (Rivera et al., 2022), la simbiosis nematodo-bacteria favorece ambas partes,
el nematodo brinda un medio de proteccion y transporte para las bacterias y a cambio estas ultimas producen
enzimas y metabolitos en favor de la digestion y reproduccion del nematodo dentro del insecto o larva,
provocando en la mayoria de casos la muerte del hospedero (Ulug et al., 2024).

Cuando un antibidtico se aplica a un animal no es completamente degradado, sino que se expulsan
subproductos de la metabolizacién y partes integras del mismo que se van junto a la orina y heces cual sea
el caso, dirigiéendose en donde el animal orine o defeque (Jhon y Ruiz, 2001). Michael et al. (2013) reportan
que lareserva de genes de resistencia es significativa en aguas residuales, suelo fertilizado con abono animal.
Estudios realizados en diferentes granjas en el Sur de China encontraron presencia de 28 diferentes
antibiéticos en muestras de alimento, aguas residuales y estiércol de la zona pecuaria, destacando
fuertemente las tetraciclinas, bacitracina, lincomicina, sulfonamidas, fluoroquinolonas, ceftiofur, trimetoprima,
macrdlidos y florfenicol (Zhou et al., 2013).

Desde este punto de vista, es perceptible la idea de que la resistencia a los antibiéticos no es un fenémeno
exclusivo de las bacterias diana o blanco, si no de cualquiera presente donde se excreten los antibioticos.
Por lo antes mencionado, el monitorear la susceptibilidad de bacterias no blanco nos puede ayudar a
dimensionar el impacto ecoldgico de estos productos en otras especies bacterianas de importancia para la
salud publica, por lo que el objetivo del presente estudio fue evaluar la sensibilidad y resistencia a los
antibiéticos de diversas cepas de Xenorhabdus y Photorhabdus provenientes de diversas muestras de suelos
pecuarios y agricolas del estado de Guanajuato.

Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Parasitologia y Control Bioldgico (LPCB), del Departamento de
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de Guanajuato, Campus Irapuato-Salamanca, Division Ciencias de
la Vida, ubicada en la comunidad Ex-Hacienda del Copal, Irapuato, Guanajuato. El experimento se realiz6
con cepas de nematodos entomopatdgenos (NEP) conservadas en el LPCB de la Universidad de Guanajuato,
las cuales inicialmente se obtuvieron a partir de muestras de suelo agricola y pecuario por la técnica de cinco
de oros (SAGARPA, 2012; Rendoén, 1994; Infante y Zarate, 2003). El aislamiento de NEP se realiz6 utilizando
el insecto trampa G. mellonella el cual después de 7 dias que se coloco en un bote de plastico de 1 | se busco
cada G. mellonella y se desinfectaron del exterior con una solucion de hipoclorito de sodio al 0.2%, con el
objetivo de disminuir la carga de microorganismos de no interés, posteriormente se lavaron por tres ocasiones
en agua destilada y se transfirieron las larvas a una cada caja Petri 100 x 15 milimetros (mm). Permanecieron
en reposo por una semana, humedeciéndose y monitoreando la presencia de nematodos diariamente (Lopez
et al., 2016).

Una vez ubicadas las larvas infectadas, se lavaron en una solucién de hipoclorito de sodio al 3% y se
transfirieron, de manera individual, a una trampa de White modificada, la cual se humedecié en abundancia,
buscando que los nematodos salieran de la larva infectada. A continuacion, se incubaron a una temperatura
de 25+1°C (Amador et al., 2015) durante 3 dias en oscuridad antes de realizar la recoleccion de los
nematodos. Para realizar el aislamiento de bacterias entomopatégenas de las larvas de nematodos se
colocaron 2 nuevas larvas de G. mellonella por cada caja Petri, limpias y con papel filtro humedo y se tomaron
200ul de nematodos, los cuales se vertieron sobre cada una de las larvas para infectarlas de forma tépica,
se incubaron durante 3 dias en la oscuridad a 25+1°C (Thanwisai et al., 2012). Una vez transcurrido este
tiempo se observaron las larvas en el microscopio estereoscopio para confirmar la infeccion y después se
extrajo la hemolinfa con una jeringa de 3 mL para posteriormente se asperjo el contenido sobre el agar
MacConkey; el cual se dej6 incubar por 72 horas a 25+1°C; pasado el tiempo, se observé crecimiento de
colonias bacterianas, las cuales se utilizaron para realizar un cultivo puro para posteriormente cultivarla en
caldo nutritivo, dejandolas reposar por 48 horas en agitacion a la oscuridad a 25+1°C.

Para la identificacion de las bacterias se utilizé la técnica de frotis con tincién de Gram en las colonias
desarrolladas en los agares sdélidos de MacConkey. Se reconocieron las bacterias del género Xenorhabdus
y Photorhabdus, como bacilos Gram- (Guerra et al., 2014). Una vez pasadas las 48 horas de incubacién del
caldo se realiz6 un conteo de bacterias en una camara de Neubauer y se ajust6é una dilucién de 1.4x103
bacterias por mililitro la cual se utilizé para realizar la infeccién por inyeccion de 0.02ml en cada una de 5
larvas de G. mellonella con un angulo de 45° en el abdomen. Se utilizaron 3 repeticiones por cepa y
tratamiento testigo; adicionalmente, como testigos se utilizé la inyeccion de caldo nutritivo puro y otro testigo
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de agua destilada, aplicandoles la misma cantidad de volumen que a los tratamientos con bacterias. Se evalué
la mortalidad con la observacién pasadas 48 horas.

Posteriormente se cultivaron, cada una de las cepas de bacterias, en caldo Mueller Hinton y se incubaron por
48 horas en agitacion a la oscuridad a 25+1°C (Muhlhauser et al., 2014), posteriormente; se realizé la técnica
de dispersion en disco para el cual se tomaron 40ul de una de cepas y se depositaron en la parte central del
medio de cultivo con agar Mueller Hinton, enseguida la caja de Petri con el medio de cultivo se coloco sobre
un dispersor celular y se dispersaron las bacterias con ayuda de un asa triangular hasta que esta se seco
completamente. Después, con ayuda de pinzas estériles, se colocaron los sensidiscos sobre el cultivo para
lo cual se utilizaron los antibiogramas PT-35 Multibac I.D. para bacterias Gram - los cuales incluyen los
antibidticos: Amikacina (AK), Ampicilina (AM), Carbencilina (CB), Cefalotina (CF), Cefotaxima (CFX),
Ciprofloxacina (CPF), Cloranfenicol (CL), Gentamicina (GL), Netilmicina (NET), Nitrofurantoina (NF),
Norfloxacina (NOF) y Sulfametoxasol/Trimetroprim (STX). Todo el proceso se realizé en una campana de
extraccién y cerca de un mechero para reducir el riesgo de contaminantes en los medios, se repitié el
procedimiento con cada cepa aislada. Los antibiogramas se dejaron en una incubadora durante 24 horas a
25+1°C. Tras el tiempo de incubacion, se determiné el nivel de sensibilidad hacia cada antibiético de manera
cuantitativa, midiendo el diametro del halo inhibitorio que se formé alrededor de los discos con ayuda de un
vernier digital. Dependiendo de la medida de los didmetros, las cepas se clasificaron en: Sensible, intermedio
o resistente (Cantén, 2010). Ademas, se realizaron dos grupos testigos el primero solo con cultivo bacteriano
y el segundo un testigo blanco (sin muestra).

Para el disefio estadistico en cual se evalud la patogenicidad se realizé una prueba de normalidad de los
porcentajes de normalidad y después se realizd una transformacion ArcoSen!, una vez hecha se realiz6 un
analisis de varianza completamente al azar; después se realizdé una comparacion de medias con el método
de Tukey (P<0.05). Los resultados de la prueba de susceptibilidad se presentaron de manera descriptiva.

Resultados

La evaluacion de la patogenicidad de bacterias sobre larvas de G. mellonella se realizé con solo cinco cepas
(M4, M18, M26, M28, M40); la mortalidad general varié de 0 al 100% a las 48 horas, todas las cepas evaluadas
mataron al 100% de las larvas y solo los grupos testigo presenté una mortalidad del 0% (Cuadro 1). El analisis
estadistico mostro diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (P<0.05), la prueba de Tukey
formé dos grupos, el mas sobresaliente fue el formado por las cepas de bacterias y el menos sobresaliente
el de los grupos testigo (Cuadro 1).

CUADRO 1. Porcentaje de mortalidad de G. mellonella infectadas con bacterias entomopatogenas a
1.4x10°® bacterias a las 48 horas.

Cepa Mortalidad
M40 100%?
M26 100%?
M28 100%?
M4 100%?
M18 100%?
Testigo de caldo 0%®
Testigo de agua 0%®

Diferente literal por columna indica diferencia estadisticamente significativa (P<0.05).

Se utilizaron seis cepas para evaluar la susceptibilidad a los antibiéticos, se observé susceptibilidad 5 cepas
de las 6 evaluadas al menos 1 antibiético de los utilizados (NF, CL, CFX, CF, CB, AK 'y AM). La cepa M4
mostré baja susceptibilidad para todos los antibiéticos y se le puede considerar una cepa multiresistente; la
cepa con mayor sensibilidad fue M40 siendo sensible al Sulfametoxasol/Trimetroprim, ciprofloxacina y a la
gentamicina. En los grupos testigos se pudo observar el crecimiento bacteriano de cada muestra del primer
grupo, mientras en el segundo grupo no se observo ningun crecimiento.
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CUADRO 2. Milimetros de inhibicion de crecimiento bacteriano a las 24 horas de la colocacion de los antibiogramas y su
consideracion de Resistentes, Intermedios o Sensibles.

Antibiéticos
Cepa

NF STX CL NOF CPF NET CFX CF GE CcB AK AM

M18 6.0(R)X0.0 122()x2.7 7.7(R)x2.1  14.0()x1.4 222(S)t44 B84(R)x120 13.3(R)x1.0 6.0(R)0.0 14.0()34 B85R)x43 120(R)x24 6.0(R)0.0
M40 6.0(R)X0.0 16.1(S)x0.7 9.2(R)x2.9 156():0.9 355(S):0.9 10.3(R)x1.1 142(R)x3.6 6.0(R):0.0 17.8(S)t1.9 7.1(R)+2.0 124(R)x2.7 6.0(R)0.0
M35 6.0(R)X0.0 16.0(S)x1.6 6.0(R)x0.0  14.9():0.6 20.6()x2.4 105(R)x0.9 12.9(R)x1.0 6.0(R)+0.0 6.0(R)+0.0 6.0(R)+0.0 8.1(R)1.8  6.0(R)0.0
M28 6.0(R)*0.0 16.2(S)x1.7 6.0R)X0.0 155(1)2.0 24.3(S)t5.3 14.7()x2.3 10.2(R)x0.1 6.0(R):0.0 13.9()x1.6 6.0(R)+0.0 135R)x1.7 6.0(R)0.0
M26 6.0(R)¥0.0 121(1)#5.3 8.1(R)*3.7 15.7(1)¥2.3 24.7(S)3.7 10.8(R)x0.8 6.0(R):0.0 6.0(R)x0.0 15.0(S)x0.6 6.0(R)x0.0 13.6(R)x1.1 6.0(R)+0.0
M4  115R)}x24 6.0R)X0.0 10.5R):1.3 6.0(R)+0.0 6.0(R)+0.0 7.5(R)+26 7.0R)}1.7 9.3(R):0.4 9.2(R)x0.6 6.0(R)+0.0 12.6(R):2.0 6.0(R)0.0

R: Resistente; I: Intermedio; S: Sensible

AK: Amikacina, AM: Ampicilina, CB: Carbencilina, CF: Cefalotina, CFX: Cefotaxima, CPF: Ciprofloxacina, CL: Cloranfenicol, GE:
Gentamicina, NET: Netilmicina, NF: Nitrofurantoina, NOF: Norfloxacina; STX: Sulfametoxasol/Trimetroprim

+: Desviacién estandar
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Conclusion

Con los resultados del presente estudio podemos concluir que 0.02 ml de una concentracion de 1.4x103
bacterias por mililitro de las cepas de bacterias entomopatdgenas inyectadas a larvas de G. mellonella son
eficientes en provocar la mortalidad del 100%.

A las diferentes cepas de bacterias entomopatégenas utilizadas en el presente estudio se les puede
considerar susceptibles, intermedias y resistentes a los antibiéticos evaluados, ademas de que existen cepas
que se les puede considerar multirresistentes a los antibioticos utilizados.
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