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Resumen

Con este trabajo se busco estimular la produccion de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana de Tistlia consotensis cepa USBA 355 mediante cambios en las
condiciones de cultivo y la adicion de senales quimicas externas.

La estrategia de realizar cambios en las condiciones de cultivo para la produccion de
metabolitos secundarios se le conoce como estrategia OSMAC (one strain many
compounds),en este estudio esta estrategia incluyé la adicidon al medio de cultivo de la
resina polimétrica Amberlite XAD 16N, que puede alterar las condiciones del medio por la
retencion de compuestos, mientras que la adicién de sefiales quimicas externas se realizd
suplementando el medio de cultivo con el antibidtico trimetropina antes de que la cepa
alcanzara la fase estacionaria de crecimiento.

Posterior al cultivo, los metabolitos secundarios producidos durante la fermentacion se
obtuvieron al centrifugar el medio de cultivo para extraer los metabolitos del sobrenadante
con solventes de diferente polaridad que incluyen cloroformo, acetato de etilo y metanol.
Este ultimo fue utilizado para extraer los metabolitos secundarios que fueron absorbidos
por la resina polimérica, luego de las extracciones con solventes, se realizé una re
suspension de los extractos obtenidos con cada uno de los solventes utilizados para su
extraccion y agregados por separado a placas de agar Mueller Hinton inoculadas con
diferentes patdgenos bacterianos para detectar la actividad antimicrobiana de estos
extractos.

Se observé que los extractos en metanol provenientes del cultivo suplementado con la
resina Amberlite XAD 16N presentaron actividad antimicrobiana al igual que los extractos
en acetato de etilo proveniente del cultivo suplementado con trimetropina. Sin embargo,
en los demas extractos no se encontré actividad antimicrobiana. De este estudio se
concluye que ambas estrategias de cultivo promovieron la produccion de metabolitos
secundarios con actividad antimicrobiana.

Introduccion

Los productos naturales obtenidos a partir de microorganismos tienen diversas
aplicaciones en la industria farmacéutica, alimentos y energética (Shivanand & Mugeraya,
2011; Yin et al., 2015), por lo cual son estudiados constantemente.

En particular en la industria farmacéutica se ha intensificado la busqueda de sustancias
antimicrobianas, las cuales pueden ser utilizadas como una alternativa a los antibiéticos
existentes, puesto que la resistencia de las bacterias frente a los antibiéticos
convencionales ha ido en aumento (Alos, 2015).

Razén por la cual se han investigado diversos tipos de organismos, centrandose en
organismos halodfilos y halotolerantes, ya que las diferentes condiciones de oligotrofia de
los ambientes salinos pueden favorecer la diversidad de moléculas producidas por los
microorganismos presentes como mecanismo de competencia y sobrevivencia en estos
ambientes salinos.

En la ultima década se ha encontrado que los metabolitos secundarios obtenidos de
microorganismos haléfilos y halétolerantes tienen diversas aplicaciones en la industria
farmacéutica, de alimentos y energética (Shivanand & Mugeraya,2011; Yin et al,2015).



Esto ha hecho que la descripcidn biolégica de manantiales salinos localizados en la
cordillera central y oriental de los Andes Colombianos realizada por Diaz-Cardenas &
Baena en 2015 tomara importancia ya que en estos ambientes predominan los
organismos de las clases Gamma y Alfa-Proteobacteria, los cuales también han sido
reportados en ambientes marinos. De esta investigacion se aislo la cepa USBA 355, un
organismo de la clase alfa-proteobacteria perteneciente al género Tistlia.

Estudios previos de la cepa USBA 355 han evidenciado potencial en cuanto a la
produccién de metabolitos secundarios de interés, ya que al cultivar T. consotensis en
condiciones de exceso de nutrientes, hay produccion de granulos de polihidroxialcanoatos
(Blanco,2010).

Adicionalmente, en el desarrollo del proyecto “Mineria de datos gendmicos para el
descubrimiento de metabolitos secundarios de interés biotecnoldgico de especies
bacterianas aisladas de habitats naturales colombianos” se identificé en el genoma de T.
consotensis la presencia de grupos de genes biosintéticos potenciales productores de
compuestos antimicrobianos.

Como parte del proyecto mencionado anteriormente surge este trabajo de investigacion
cuyo interés es evaluar si los cambios en las condiciones de cultivo de la cepa USBA 355
favorecen la produccion de compuestos con actividad antimicrobiana. Para este fin, se
evalué el efecto de la adicion de la resina polimérica Amberlite XAD-16N al medio de
cultivo, y el efecto de la suplementacién del cultivo con una sefal quimica externa que
corresponde al antibiético trimetropina. Estos ensayos se proponen ya que se ha
reportado que tanto las resinas como los antibiéticos tienen un efecto positivo en la
estimulacion de expresion de grupos de genes biosintéticos asociados a la produccién de
metabolitos bioactivos (Lu, Liu & Shen,2010; Cao et al,2011; Seyedsayamdost,2014).

Justificacion y planteamiento del problema

La principal herramienta de defensa contra los diferentes patdgenos bacterianos son los
antibidticos, debido a que estos son el principal tratamiento contra infecciones
bacterianas. Sin embargo, también son utilizados indiscriminadamente como suplemento
dietario para el ganado, aves e incluso contra patégenos de plantas. Esto ha generado
cambios dramaticos en la adaptacion de las diferentes comunidades microbianas a su
ambiente, permitiendo el desarrollo de mecanismos de resistencia a antibidticos que se
reflejan en el aumento en la dosis minima inhibitoria de antibiéticos como la Eritromicina,
Vancomicina, Ciprofloxacina y Tobramicina, los cuales son utilizados comiunmente para el
tratamiento de enfermedades de origen bacteriano (Sandoval-Motta S & Aldana,2016)

Referente a la resistencia a antibiéticos, la Organizacion Mundial de la Salud emitié el 27
de febrero de 2017 la primera lista de patdégenos prioritarios para la investigacion y
desarrollo de nuevos antibiéticos con el fin de estimular la busqueda de nuevos
antibidticos frente a bacterias que representan un riesgo para la salud publica. Por lo
tanto, surge la necesidad de investigar diversas fuentes con la finalidad de encontrar
metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana. Una de las fuentes mas
reconocidas para el descubrimiento de moléculas con actividad biolégica son los
microorganismos. Debido a que la mayoria de antibiéticos que existen en la actualidad
provienen de hongos y actinomicetos, se ha subestimado el potencial que poseen los
demas microorganismos para la produccién de moléculas con actividad antimicrobiana
(Reen et al,2015).



En la actualidad han sido reportadas diferentes estrategias para estimular la produccién
de metabolitos secundarios, entre ellas se encuentran OSMAC vy la adicion de sefiales
quimicas externas. OSMAC hace referencia a cambios de condiciones de cultivo
(Concentracién de nutrientes, temperatura, aireacion) mientras que la adicion de sefales
quimicas externas hace referencia como su nombre lo indica a la adicién de moléculas o
sustancias que generen estrés y estimulan la produccion de metabolitos secundarios
(Reen et al,2015).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente con este trabajo se evalua la produccién
de compuestos con actividad antimicrobiana por T. consotensis USBA 355 al someterla a
dos condiciones de cultivo diferentes, donde se emplean las estrategias mencionadas
anteriormente.

Marco teodrico

1. Metabolitos secundarios con actividad biolégica

Los metabolitos secundarios son compuestos que no hacen parte del metabolismo
habitual para la obtencion de energia y desarrollo del organismo. Estos compuestos
suelen producirse en condiciones adversas para el organismo con el fin de garantizar la
sobrevivencia en su nicho ecoldgico (Tyc et al., 2017). Las condiciones que se conocen
como estimulantes de la secrecion de estas sustancias son: la presencia de
competidores, predadores, alta irradiacién de luz ultravioleta y cambios quimicos en su
entorno (Lv et al.,2016).

Los metabolitos secundarios estan codificados al igual que las enzimas involucradas en
su produccién en genes que se agrupan conformando clusteres, cuyo tamafo puede ser
superior a los 100 kb. Dichos clusteres se encuentran presentes en diferentes regiones
del genoma microbiano y se les denomina clusteres de genes biosintéticos (CGB).

Existen diferentes clases de CGB dadas por la entidad molecular que producen como:
péptidos no ribosomales, policetidos, péptidos con modificaciones post-traduccionales y
péptidos ribosomales (Reen et a/,2015). Los péptidos no ribosomales (PNR) son péptidos
o cadenas de péptidos que sufren modificaciones estructurales (Adenilacion, adicion de
grupos tiol, condensacion) mediadas por enzimas multifuncionales conocidas como
sintetasas de PNR (Sheridan, Dolan & Doyle,2015), en cambio los policétidos son
moléculas que son ensambladas por médulos por la accion de una sintetasa de
policetidos (Keatinge-Clay,2017).

2. Mecanismos de activacion de CGB

Para la expresion de CBG se han desarrollado diferentes aproximaciones y estrategias,
las cuales se pueden dividir en modificaciones del medio de cultivo y en el uso de
métodos moleculares (Reen et al,2015). Dentro de las aproximaciones basadas en el
medio de cultivo se encuentra la estrategia “OSMAC” (one strain many compounds, una
cepa muchos compuestos) (Bode et al, 2002), basada en los cambios fisioldgicos que
sufre el microorganismo por el ambiente en el que se encuentra, como lo es la
composicion del medio de cultivo, la temperatura y la aireacion. Dentro de esta estrategia



se ubica la suplementacion del medio de cultivo con resinas poliméricas las cuales
cumplen la funcion de absorber compuestos e iones metalicos presentes en el medio en
el que se encuentren (Ahmad et al,2015), lo cual estimula la sintesis de metabolitos
secundarios ya que la presencia de la resina evita la toxicidad que puedan generar estos
compuestos al microorganismo productor y ademas evitan la degradacion de dichos
compuestos por catalisis enzimatica y la inhibicion por feedback (Stroch, et al.,2005).
También se ha reportado que el uso de estas resinas puede mantener el equilibrio de
iones y pH dependiendo del material de la resina (Lee et al.,2003), lo cual puede
influenciar el metabolismo microorganismo estimulando la produccion de metabolitos
secundarios.

Otra aproximacion para la expresion de CGB es el uso de sustancias quimicas que
desvien el metabolismo celular hacia la produccion de metabolitos secundarios, ya que al
agregar sustancias ajenas a la composicién del medio de cultivo se genera estrés en las
células estimulando la expresion de CBG (Reen et al,2015), entre las sustancias utilizadas
se encuentran los antibiéticos (Seyedsayamdost,2014)

El uso de antibioticos como elicitores de genes cripticos esta basado en los cambios
fisiolégicos que causa la presencia de concentraciones sub-letales de antibidticos en el
medio, se ha reportado que el uso de concentraciones sub-letales de antibiéticos en
bacterias generan cambios en la expresidén génica alterando por completo la expresion de
proteinas, lo cual se puede ver reflejado en la produccion de metabolitos secundarios. Por
lo cual se le considera al uso de antibidticos en concentraciones no inhibitorias como una
estrategia de screenig para la identificaciéon de nuevas moléculas con actividad biolégica
(Davies,Spiegelman & Yim,2006)

3. Microorganismos haléfilos

Un microorganismo haldfilo es aquel que requiere una determinada concentracién de sal
para su desarrollo. Segun esta necesidad y capacidad de tolerar la salinidad, los
microorganismos haléfilos se pueden clasificar seis grupos diferentes: No haldfilos (<0.2M
NaCl), ligeramente haldfilos (0.2-0.5M NaCl), moderadamente haldfilos (0.5 — 2.5M NacCl),
cercanos a halofilos extremos (2.5 — 4M NaCl), haldéfilos extremos (4- 5.9 M NaCl) y
halétolerantes los cuales no necesitan sal, pero son viables a 2,5M de NaCl (Edbeib,
Wahab & Huyop, 2016).

3.1 Interés en los microorganismos haldfilos
Los multiples cambios en los ambientes salinos han dotado a los microorganismos
presentes en estos ambientes con la capacidad de soportar diversas condiciones
adversas, como lo son: cambios en la temperatura, composicion quimica, falta o exceso
de nutrientes, ataque de patégenos. Lo cual ha determinado la supervivencia de estos
microorganismos por su capacidad de producir moléculas que le permitan adaptarse a
dichos cambios (Romano et al,2016), generando asi una amplia diversidad de
microorganismos lo que a su vez sugiere una amplia diversidad de compuestos
biolégicamente activos (Reen et al.,2015).
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Los metabolitos secundarios provenientes de microorganismos haldfilos y hal6tolerantes
tienen diversas aplicaciones en la industria farmacéutica y biotecnolégica. Un ejemplo son
las celulasas provenientes de estos microorganismos que son funcionales en materiales
con baja actividad de agua y ademas su cultivo es mas simple que al emplear hongos
filamentosos para la obtencién de estas enzimas (Shivanand & Mugeraya,2011).

En el caso de la industria farmacéutica, se han descubierto multiples antibiéticos como la
Hormaomicina B y C, Bacteriocina PSY2, Etamicina, Salinamida A y F, Loboforina E 'y F,
Talaromicesona A and B, Macrolactinas X, Y, Z, Lindgomicina y ascosetin, los cuales
tienen actividad antimicrobiana frete a diferentes patégenos bacterianos (Auckloo & Wu,
2016), también se han encontrado multiples compuestos provenientes de
microorganismos haléfilos y halétolerantes con actividad citotéxica frente a diferentes
lineas celulares de cancer (Reen F & Gutiérrez-Barranquero et al.,2015; Auckloo & Wu,
2016) al igual se han encontrado moléculas con actividad parasiticida y anti fungica
(Gomes et al. 2013; Huffman et al. 2010; Auckloo & Wu, 2016).

Adicionalmente, el cultivo de microorganismos haléfilos es menos contaminante para el
medio ambiente ya que no se necesita esterilidad por la alta concentracion de sal que se
emplea, lo cual evita el lavado constante de los tanques de fermentacion y adicionalmente
permite el uso de agua proveniente del mar, evitando asi el uso de agua potable (Yin et
al,2015).

4. Tistlia consotensis como posible productor de moléculas bioactivas

Teniendo en cuenta los diferentes escenarios en que pueden verse involucrados los
microorganismos haléfilos y halétolerantes como T. consotensis cepa USBA355, nace el
interés de conocer si este microorganismo esta en la capacidad de producir metabolitos
secundarios con actividad bioldgica.

T. consotensis es un microorganismo halétolerante aislado de un manantial salino
localizado en departamento de Risaralda, Colombia (Diaz-Cardenas et al.,2010) al cual se
le ha descrito parte de su proteoma bajo diferentes condiciones de salinidad (Rubiano-
Labrador C et al., 2015). Estudio en el cual se determind que hay cambios superiores al
10% en el exoproteoma dependiendo de la concentracion externa de sal y que
adicionalmente se producen proteinas que al ser categorizadas segun su funcionalidad en
la base de datos KEGG se encuentra que cerca del 20% de las proteinas producidas no
tienen una funcion definida o su funcioén es hipotética (Kawasaki,2016) sugiriendo una
importante novedad metabdlica.

Como parte del proyecto “Mineria de datos gendmicos para el descubrimiento de
metabolitos secundarios de interés biotecnoldgico de especies bacterianas aisladas de
habitats naturales colombianos” se identificd en el genoma de T. consotensis la presencia
de CGB relacionados con los compuestos kirromicina, siringomicina, epotilona y tirocidina,
los cuales presentan actividad antimicrobiana o anti fungica (Musiol et al.,2013; Kawasaki
et al,2016; Ristow et al.,1975).

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, con este proyecto se esclarece la
capacidad de T. consotensis en cuanto a la produccién metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana por medio del uso de antibiéticos y resinas poliméricas como
condiciones para favorecer la expresiéon de los clusteres de genes biosintéticos asociados
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a moléculas con actividad antimicrobiana. Ya que se desconocen las condiciones en las
que este microorganismo puede llegar a producir este tipo de compuestos, este proyecto
pretende aportar informacion util para evaluar a futuro la expresion de estos clusteres de
genes biosintéticos

Objetivo General:

Determinar si la adicién de un antibiético o una resina polimérica adsorbente al medio de
cultivo de Tistlia consotensis favorece la formacién de sustancias con actividad
antimicrobiana.

Objetivos Especificos:
Evaluar la produccién de sustancias con actividad antimicrobiana por Tistlia consotensis al
suplementar el medio de cultivo con un antibiético.

Evaluar la produccién de sustancias con actividad antimicrobiana por Tistlia consotensis al
suplementar el medio de cultivo con la resina Amberlite XAD 16N.

Metodologia

Conservacion y reactivacion de T. consotensis

La cepa Tistlia consotensis USBA 355 se crio-preservo en banco de trabajo a - 80°C 20%
v/v de glicerol en el medio de cultivo. La reactivacion de la cepa se hizo en medio de
cultivo base (MB) compuesto por: 20 mM D-glucosa y 0.1 % (m/v) extracto de levadura.
Este medio base contiene por litro de agua des-ionizada: 1 g NH,ClI, 0.3 g K;HPO,4, 0.3 g
KH,POQO,, 3 g MgCl,. 6H,0, 0.1 g CaCl,*2H,0, 0.1 g KCI, 23 g NaCl y 10 ml de solucién de
elementos traza SL-10 (Widdel, Kohring & Mayer,1983). El pH del medio se ajusta a 7,1
con 1M NaOH (Diaz-Cardenas et al.,2010). El procedimiento para la reactivacion de la
cepa a partir del banco consistio en descongelar el crio vial e inmediatamente vaciar su
contenido en un tubo tapa rosca de 16 x150 mm que contiene 5mL de medio MB e
incubar por 24 horas a 30°C en agitacién constante a 150 rpm, posteriormente se verificd
el crecimiento celular por medio de microscopia de contraste de fases (Nikon eclipse 50i).

Elaboracion de la curva de crecimiento de T. consotensis

La curva de crecimiento se realizé en 200 mL de medio MB teniendo en cuenta una
relacion 1:5 de aireacion, la cepa se incubé a 30°C y 150 rpm durante 72 horas. El
seguimiento del crecimiento se realizd por monitoreo de la densidad éptica a 580nm del
medio de cultivo tomando alicuotas de 0,8mL. Las lecturas se realizaron durante 72 horas
alas 12,16,20,36,38,41,44,60,64,68 horas de cultivo. La prueba se realizé por triplicado.

Produccion del inéculo

La estandarizacion del in6culo se llevd a cabo tomando 5 colonias de T. consotensis, las
cuales fueron inoculadas en 5mL de caldo MB. Este caldo fue incubado por 12 horas a
30°C y 150 rpm y este pre-inoculo se transfirié a 70mL de caldo MB contenidos en
Erlenmeyer de 250 mL y se llevo a incubacion bajo las mismas condiciones mencionadas
anteriormente por 18 horas. A partir de este cultivo se tomaron alicuotas de 20mL para
inocular los diferentes tratamientos.
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Tratamientos evaluados

Se evaluaron tres tratamientos que consistieron en: el crecimiento de la cepa USBA 355
en caldo MB suplementado con la resina Amberlite XAD16N, el crecimiento de USBA 355
influenciado por trimetropina en caldo MB y el crecimiento de la cepa en caldo MB
(Control bittico), como control abiético se tuvo el medio de cultivo sin inocular en los tres
tratamientos. Estos tratamientos se describen a continuacion

Evaluacién de la cepa USBA 355 en medio basico (Control Biético)

Este tratamiento consistié en inocular 180mL de caldo MB con 20mL provenientes del
inoculo estandarizado. Este se llevé a incubacion durante 72 horas a 30°C y 150rpm,
luego fue centrifugado a 9000 rpm por 10 minutos a 4°C. Posteriormente el medio se
mezclo tres veces con cloroformo manteniendo una relacion liquido: liquido 1:1 y entre
cada mezclado se recupero el solvente y se llevo a evaporacion a presion reducida
utilizando un rota-evaporador (Buchi Rotavapor R114, Switzerland) hasta obtener un
volumen de <1mL, este volumen se transfirié a un vial de vidrio para su secado a
temperatura ambiente y su posterior almacenamiento a — 20°C. El medio de cultivo
mezclado con cloroformo, fue mezclado tres veces con acetato de etilo manteniendo una
relacion 1:1 con el medio de cultivo, entre cada mezcla se recupero el acetato de etilo y se
llevé a evaporacion a presion reducida utilizando un rota-evaporador Buchi Rotavapor
R114 (Buchi, Switzerland) hasta obtener un volumen de <1mL, este volumen se transfirio
a un vial de vidrio para su secado a temperatura ambiente y su posterior almacenamiento
a-—20°C

Este tratamiento se realizo por triplicado al igual que las mezclas con cloroformo y acetato
de etilo para obtener un total de 6 extractos, 3 extractos en cloroformo y 3 extractos en
acetato de etilo provenientes de los cultivos de USBA 355.

Los controles abidticos se prepararon por triplicado haciendo extracciones con cloroformo
y acetato de etilo siguiendo los protocolos descritos anteriormente para obtener finalmente
6 extractos, correspondientes a tres extractos con cloroformo y tres extractos con acetato

de etilo.

Evaluacion de la cepa USBA 355 con adicion de la resina polimérica para la
estimulacion de metabolitos secundarios

Para este tratamiento se adiciono la resina Amberlite XAD16N (hydrophobic polyaromatic
resins, SigmaAldrich) absorbente a los cultivos microbianos para la retencion hidrofébica
de compuestos como antibiéticos y otras moléculas. Esta resina se activo siguiendo el
protocolo de Gonzalez-Menéndez et al (2014), que consiste en sumergir la resina en un
volumen de metanol equivalente a dos veces el volumen de la resina y agitar por una hora
teniendo la resina sumergida en metanol, luego se hacen seis lavados con agua destilada
y se guarda a 4°C por 48h teniendo la resina sumergida en agua, posteriormente se filtra
la resina y se seca a 72°C para luego ser agregada al medio MB a una concentracion final
de 2% (p/v) (Frykman et al,2002) (Cao et al,2011), previo a la esterilizacion del medio.
Posterior a la esterilizacion del medio MB con la resina adicionada por autoclave a 121°C
por 15 minutos se agregaron 20mL del inéculo para obtener un volumen final de 200mL
en un Erlenmeyer de 1L.

Este montaje se realizé por triplicado al igual que los controles que consistian en el medio
de cultivo con adicion de la resina, pero sin indculo.
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Para la extracciéon de metabolitos secundarios que fueron retenidos por la resina
polimérica se filtré el medio de cultivo para separar la resina, posterior a esto se centrifugo
el medio de cultivo sin resina a 9000 rpm por 10 minutos a 4°C. Para la remocién de los
metabolitos secundarios retenidos en la resina esta se lavé una vez con agua des-
ionizada utilizando un volumen igual a 10 veces el peso de la resina (Ej: 2g Resina =
20mL de agua destilada) luego se lavé con 100mL de metanol y se agité por 15 minutos
a 200 rpm (Frykman et al,2002;Khosla et al.,2008) posterior a la agitacion se agregaron
100mL de metanol al recipiente que contiene la resina y se llevé a agitacion por 15
minutos a 200rpm, este paso se repitid, para un total de 3 lavados para obtener un
volumen final de 300mL, posteriormente, se filtré el metanol utilizando una membrana de
nylon con tamafo de poro 0,2um (Whatman, GE Health care) con el fin de retener la
resina y se llevd a evaporacion bajo presion reducida utilizando un rota-evaporador Buchi
Rotavapor R114 (Buchi, Switzerland) hasta obtener un volumen de <1 mL, este volumen
se transfiere a un vial de vidrio para su secado a temperatura ambiente y su posterior
almacenamiento a — 20°C.

El medio de cultivo centrifugado y sin resina se mezclo tres veces con cloroformo
manteniendo una relacién 1:1 y entre cada mezclado se recuperé el solvente y se llevo a
evaporacion a presion reducida utilizando un rota-evaporador Buchi Rotavapor R114
(Buchi, Switzerland) hasta obtener un volumen de <1mL, este volumen se transfirié a un
vial de vidrio para su secado a temperatura ambiente y su posterior almacenamiento a —
20°C. El medio de cultivo mezclado con cloroformo, fue mezclado tres veces con acetato
de etilo manteniendo una relaciéon 1:1 con el medio de cultivo, entre cada mezcla se
recupero el acetato de etilo y se llevé a evaporacién a presion reducida utilizando un rota-
evaporador Buchi Rotavapor R114 (Buchi, Switzerland) hasta obtener un volumen de
<1mL, este volumen se transfirié a un vial de vidrio para su secado a temperatura
ambiente y su posterior almacenamiento a — 20°C

Este tratamiento se realizo por triplicado al igual que las mezclas con cloroformo y acetato
de etilo para obtener un total de 6 extractos a partir del medio de cultivo sin resina, 3
extractos en cloroformo y 3 extractos en acetato de etilo provenientes de los cultivos de
USBA 355 con la resina, a partir de la resina se obtienen 3 extractos cada uno
correspondiente a cada una de las réplicas.

Los controles abidticos se prepararon por triplicado haciendo extracciones con cloroformo,
acetato de etilo y metanol (la extraccion con metanol se realiza Unicamente a la resina
Amberlite XAD 16N) siguiendo los protocolos descritos anteriormente para obtener
finalmente 6 extractos, correspondientes a tres extractos con cloroformo y tres extractos
con acetato de etilo.

Evaluacion de la concentracion de Trimetropina como elicitor para la
produccion de metabolitos secundarios

Antes de realizar el tratamiento donde se utiliza como elicitor el antibiético trimetropina, se
evalué si la concentracion de trabajo presentaba efecto inhibitorio en la cepa USBA 355 y
en las cepas utilizadas en la prueba de actividad antimicrobiana (Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa).
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Se prepard una concentracion stock de Trimetropina de 23 mg/ml en dimetil sulfoxido
(DSMO), la solucion fue esterilizada por filtracion usando membrana de nylon con poro de
0,22 um (Captiva, Agilent Tecnologies).

La evaluacién del efecto de la trimetropina en la cepa USBA 355 se realiz6 inoculando 5
mL de medio MB en tubo tapa rosca con 4 colonias de T. consotensis provenientes de
medio MB sdlido, luego de doce horas de incubacion a 30°C y 150 rpm, se realizé el pase
de 0,5mL del cultivo a 4,5mL de caldo MB suplementado con el antibiético trimetropina a
concentraciones de 8.8, 20 y 50 ug/mL por triplicado. Los diferentes tratamientos fueron
incubados por 36 horas, 30°C y 150 rpm.

Las cepas S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa se cultivaron en caldo Luria Bertani (Mo
Bio) a 37°C, 24 horas para la evaluacion de las concentraciones subletales de trimetropina
utilizando la misma metodologia mencionada anteriormente, donde se utiliza caldo LB en
vez del caldo MB.

El efecto del antibidtico fue evaluado por turbidez del medio y microscopia de contraste de
fases (Nikon eclipse 50i).

Evaluacion del antibiotico trimetropina como elicitor

Para la evaluacion de la adicion de trimetropina como elicitor se siguié la misma
metodologia de cultivo empleada para la evaluacion de resina polimérica, pero en este
caso no se utilizo la resina.

Los cultivos se mantuvieron en agitacion a 150 rpm a 30°C, transcurridas 36 horas de
cultivo se adiciond trimetropina a una concentracion final de 8,8 ug/mL y se llevo
nuevamente a incubacion a 150 rpm a 30°C hasta finalizar el tiempo correspondiente a la
fase estacionaria (72 horas). Luego los cultivos se sometieron al proceso de extraccion de
metabolitos secundarios usando cloroformo y acetato de etilo como fue descrito
anteriormente.

Los procedimientos de extraccidn realizados con todos los caldos de los tres tratamientos
dan como resultado la obtencion en total 36 extractos, 18 extractos correspondientes a los
controles abidticos y 18 extractos correspondientes a los cultivos de USBA 355.

Prueba de actividad antimicrobiana

Esta prueba se realizé con cada uno los extractos obtenidos de los cultivos de T.
consotensis, al igual se realizo los extractos provenientes de los controles abidticos,
también se sometio la prueba cada uno de los solventes utilizados para las extracciones.
Todos los extractos fueron re suspendidos a una concentracién final de 10mg/mL en el
solvente del cual provienen, es decir se agrego el volumen necesario de solvente utilizado
para su extraccion del medio de cultivo, para obtener una concentracion final de 10
mg/mL.

Para la prueba de actividad antimicrobiana se empled el método de difusién en pozo
(Balouiri, Sadiki & Ibnsouda,2016; Amraoui et al.,2014) el cual consiste en inocular en
agar Mueller Hinton (MHA) una suspension celular del patégeno en solucion salina 0,85%
del patégeno con turbidez igual a patrén niumero dos de Mc Farland y posteriormente
realizar pozos de 6mm de diametro y agregar 50uL de cada extracto y llevar a incubaciéon
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refrigeracion a 4°C por 8 horas y posteriormente incubar por 20 - 24 horas a 37°C, se
utilizaron 5 extractos por placa de agar en cajas de Petri de 9cm de diametro, los
microorganismos a evaluados fueron Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa 'y
Bacillus subtilis, los cuales provienen de la coleccion de microorganismos de la Pontificia
Universidad Javeriana.

Resultados y Discusién

Con el fin de determinar la cinética de crecimiento de T. consotensis bajo las condiciones
del ensayo y determinar los intervalos de tiempo en que se presentan las diferentes
etapas del crecimiento bacteriano, se elaboré la curva de crecimiento presentada en la
figura 1. Esta curva fue relevante para este estudio debido a que era necesario determinar
el momento en que T. consotensis entraba en fase de crecimiento estacionario con el fin
de establecer la hora a la cual se debia adicionar la trimetropina al medio de cultivo.
Ademas, la curva fue realizada para poder determinar en qué momento se detenia el
crecimiento del microorganismo y se procederia con la extraccion de metabolitos
secundarios con cloroformo, acetato de etilo y metanol

0.6

Absorbancia a 580nm
.

0.1

0 0 20 30 40 50 60 70

Tiempo (Horas)
Figura 1. Curva de crecimiento para T. consotensis en 200mL de medio de cultivo

La cinética de T. consotensis representada en la Figura 1 muestra las etapas de
crecimiento para este microorganismo. Sin embargo, estos resultados difieren con lo
presentado por Rubiano-Labrador en 2014, quien reporta que T. consotensis alcanzé la
fase estacionaria a las 25 horas de cultivo en volumenes de 5mL de cultivo. Este estudio
muestra que T. consotensis alcanzo la fase estacionaria a las 42 horas de cultivo, lo cual
podria explicarse por el aumento en volumen del medio de cultivo utilizado. Esta es la
primera vez que se realiza la curva de crecimiento de T. consotensis a volumenes
mayores a 5mL.

Los estudios de cinética de crecimiento realizados anteriormente (Rubiano-Labrador,

2014) eran elaborados en tubo de ensayo de 16X150mm con tapa rosca, por lo cual la
aireacion cambia por completo debido a que la superficie de contacto del medio de cultivo
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con el oxigeno aumenta, influenciando la cinética de crecimiento (Doran,1998). Ademas,
la cinética se pudo ver afectada por la concentracion de NaCl utilizada (23g/L) ya que
Rubiano-Labrador 2014 utiliza una concentracion de 5 gramos de NaCl por litro de caldo
MB, concentracion a la cual se obtiene una mayor velocidad de crecimiento.

Al determinar la cinética de T. consotensis bajo las condiciones de cultivo del ensayo, se
estipuld el tiempo de incubacién para los tratamientos evaluados, debido a que era
necesario determinar el tiempo que le tomaba al microorganismo en finalizar su
crecimiento, para poder proceder con la extraccion de metabolitos secundarios. Ademas
para el tratamiento con trimetropina era necesario establecer el momento en que el
microorganismo cambiaba de fase de crecimiento exponencial a fase estacionaria de
crecimiento debido a que en este momento era necesario suplementar el medio de
cultivo con la trimetropina

Debido a que los solventes utilizados para la extraccién de metabolitos secundarios son
téxicos, se considerd necesario su evaluacion frente a los patégenos utilizados en la
prueba de actividad antimicrobiana para evitar falsos positivos de la inhibicion del
crecimiento de los patégenos utilizados en dicha evaluacion. Los resultados obtenidos
presentan en la tabla 1.

Tabla 1 Control de solventes utilizados en prueba de actividad antimicrobiana

Solvente
Microorganismo Acetato de Etilo Cloroformo Metanol
P. aeruginosa - - -
B. subtilis - - -
S. aureus - - -

+ = Presencia de halo de inhibicion de crecimiento
- = Ausencia de halo de inhibicidon de crecimiento

Estos resultados demuestran que los solventes no inhibieron el crecimiento de los

microorganismos seleccionados para las pruebas de actividad antimicrobiana, permitiendo

continuar esta evaluacion.

En la tabla 2 se presentan los resultados de la actividad antimicrobiana obtenidos del
crecimiento de la cepa USBA 355 sin modificacion del medio base, es decir el control
bidtico.
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Evaluacion de la cepa USBA 355 en medio basico

Tabla 2 Efecto antimicrobiano de los extractos obtenidos a partir del crecimiento de la
USBA355 en caldo MB

Esta tabla muestra los resultados de la prueba de actividad antimicrobiana al someter
cada uno de los extractos obtenidos al cultivar USBA 355 en caldo MB, cada uno de los
extractos se estandarizé a una concentracién final de 10 mg/mL

P. aeruginosa B. subtilis S. aureus
Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Cloroformo
MB - - - - - - - - -
MBU - - - - - - - - -
Acetato de Etilo
MB - - - - - - - - -
MBU - - - - - - - - -
MB= Medio Base (Control abiético), MBU = Medio Base + USBA 355

+ = Presencia de halo de inhibicion de crecimiento

- = Ausencia de halo de inhibicidon de crecimiento

De la tabla 2 se evidencia que en las condiciones de este estudio sin adicion de elicitores
no hubo deteccion de actividad antimicrobiana. Este hecho se podria relacionar con la no
produccién de metabolitos secundarios con dicha actividad. Esto ocurre con diversos
microorganismos con CGB, que para la activacion de sus CGB suele ser necesario
modificar las condiciones de cultivo (Reen et al.,2015). Estos CGB son llamados clusteres
silenciosos porque estan presentes en el genoma, pero no son expresados (Reen et al
2015). Esto se afirma con los resultados de actividad antimicrobiana de los extractos
obtenidos a partir de los tratamientos con modificaciones en cuanto a las condiciones de

cultivo, los cuales se presentan en las tablas 3y 5
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Evaluacion de la cepa USBA 355 con adicion de la resina polimérica para la
estimulacion de metabolitos secundarios

La tabla 3 muestra los resultados de la prueba de actividad antimicrobiana al someter

cada uno de los extractos obtenidos en el tratamiento de USBA 355 con la resina

Amberlite XAD 16N.

Tabla 3 Actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a partir del tratamiento de
USBA 355 con la resina Amberlite XAD 16N. Esta tabla muestra los resultados de la
prueba de actividad antimicrobiana al someter cada uno de los extractos obtenidos en el
tratamiento con la resina Amberlite XAD 16N

Metanol
P. aeruginosa | B. subtilis S. aureus
Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica
1 2 3 1 2 3 1 2 3
MBA - - - - - - - - -
MBAU - - - - - - + - +
Cloroformo
MBA - - - - - - - - -
MBAU - - - - - - - - -
Acetato de Etilo
MBA - - - - - - - - -
MBAU - - - - - - - - -

Abreviaciones:
MBA = Medio base + Amberlite 16N (Control abiético), MBAU = Medio base + Amberlite
16N + USBA355
+ = Presencia de halo de inhibicion de crecimiento
- = Ausencia de halo de inhibicidn de crecimiento
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Figura 2 Halos de inhibicion de crecimiento S. aureus en la prueba de actividad
antimicrobiana

La figura 2 muestra los halos de inhibicion del crecimiento de S. aureus frente a los
extractos en metanol y frente al sensi disco de penicilina G, el cual es usado como control
positivo de la prueba

Teniendo en cuenta que el metanol no presentd un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de S. aureus (Tabla 1), como tampoco lo presento el extracto control (MBA), por lo cual la
presencia del halo de inhibicidén de crecimiento de S. aureus en los extractos en metanol
(MBAU1 y MBAU2) permitio evidenciar la producciéon de compuestos antimicrobianos por
T.consotensis cuando el medio es suplementado con la resina Amberlite XAD 16N. Dicha
resina pudo haber reteniendo compuestos con actividad antimicrobiana. Esto se ha
mostrado anteriormente con diferentes microorganismos donde se ha aumentado la
produccién de compuestos como la retimicina, galtamicina, saquamicina y ribofuranocil
(Stréch et al.,2005), teicoplanina (Lee et al.,2003) al suplementar el medio de cultivo con
resinas poliméricas, incluso para la produccion de micrastatin se ha patentado un método
que utiliza la resina Amberlite XAD 16N en el medio de cultivo del microorganismo
productor de este compuesto (Koshla et al.,2008)

La produccion de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana puede deberse a
que la resina polimérica con la que se suplementd el medio de cultivo disminuyo el efecto
toxico que tiene la acumulacion de los compuestos producidos por T. consotensis en el
medio de cultivo. Se ha encontrado que determinada concentracién de un metabolito
secundario puede causar toxicidad sobre el microorganismo que lo produce, lo cual
detiene la sintesis de dicho compuesto. Aunque se conoce que la sintesis de metabolitos
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secundarios también puede verse inhibida por retro alimentacién de la ruta metabdlica
(feedback) que lo produce, lo cual se evita al suplementar el medio de cultivo una resina
polimérica que disminuye la concentracion de metabolitos secundarios en el medio de
cultivo al absorberlos en su superficie (Lee et al.,2003).

Con respeto a la réplica 1 del extracto con metanol, que no presentd actividad
antimicrobiana, se podria sugerir una baja retencion de compuestos por el metanol. En
esta réplica se obtuvo la menor recuperacién de masa de las tres réplicas (datos no
presentados), esto teniendo en cuenta que al realizar la resuspencion de los extractos
todos fueron llevados a una concentracion de 10 mg/mL, por lo que al haber poca
retencion de todos los compuestos por parte del metanol al lavar la resina con este
solvente dichos compuestos pueden haberse diluido al agregar el solvente y por ende no
presentar un halo de inhibicién.

Como evaluacion preliminar para los ensayos realizados con trimetropina, se determiné si
la concentracion de trimetropina utilizada como elicitor no producia efecto inhibitorio en el
crecimiento de T. consotensis y de los patégenos a utilizar en la prueba de
antimicrobianos, ya que al realizar la extraccion con cloroformo y acetato de etilo puede
haber recuperacién del antibidtico. Los resultados de dicha evaluacion se presentan en la
tabla 4

Tabla 4. Crecimiento de T. consotensis y cepas utilizadas en la prueba de actividad
antimicrobiana en presencia de diferentes concentraciones de Trimetropina

ug/mL Trimetropina en medio de cultivo
Microorganismo 8,8 20 50
Tistlia consotensis + + +
Staphylococcus aureus + + -
Pseudomonas aeruginosa + + -
Bacillus subtilis + + +

- = Ausencia de crecimiento / + = Crecimiento

Teniendo en cuenta que la concentracion de antibidtico a utilizar como elicitor no generé
inhibicidon del crecimiento de T. consotensis, se continud con el tratamiento con
trimetropina. Los resultados en la prueba de actividad antimicrobiana de los extractos
obtenidos con el tratamiento mencionado se presentan a continuacion.
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Evaluaciéon del antibiotico trimetropina como elicitor

Tabla 5 Actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos a partir del tratamiento de
USBA 355 con trimetropina. Esta tabla muestra los resultados de la prueba de actividad
antimicrobiana. Cada uno de los extractos se estandarizé a una concentracion final de 10

mg/mL
P. aeruginosa B. subtilis S. aureus
Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica | Réplica
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Cloroformo
MBT(Control - - - - - - - - -
abidtico)
MBUT - - - - - - - - -
Acetato de Etilo
MBT (Control - - - - - - - + +
abiotico)
MBUT - - - - - - + +* +*

MBT= Medio base + Trimetropina, MBUT= Medio base + USBA 355+Trimetropina

+ = Presencia de halo de inhibicion de crecimiento

- = Ausencia de halo de inhibicion de crecimiento
+* = Presencia de Halo con mayor diametro que el control

v/

\

de etilo proveniente del cultivo suplementado con trimetropina

Figura 3 Halo de inhibicion de crecimiento de S. aureus en prueba de actividad
antimicrobiana
Esta figura muestra los halos de inhibicién de crecimiento de frente al extracto en acetato

A\

/ / Acetato de Etilo
( BT3

MBT1 = Medio base + Trimetoprima, MBUT= Medio base + USBA 355+Trimetoprina, los
numeros representan las réplicas correspondientes a los extractos

Los resultados obtenidos a partir de los extractos en acetato de etilo del cultivo
suplementado con trimetoprima frente a S. aureus (Figura 3) evidencian la formacion de
compuestos antimicrobianos por T. consotensis. Aunque los controles abidticos de los
extractos en acetato de etilo del medio de cultivo también mostraron un halo de inhibicion
del crecimiento de S. aureus, la diferencia de tamafo entre ambos es considerable. En la
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figura 3 se observa que los halos de inhibicion presentados por los extractos en acetato
provenientes del cultivo con T. consotensis tienen una mayor extension que los extractos
en acetato del medio de cultivo (control abiético), lo cual puede deberse a la presencia de
sustancias antimicrobianas en el extracto en acetato de etilo proveniente del cultivo de T.
consotensis.

La suplementacion del medio de cultivo con concentraciones subletales de antibiéticos
para la formacion de metabolitos secundarios con actividad biolégica ha demostrado ser
un método util para el descubrimiento de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana
(Davies,Spiegelman & Yim,2006). Estudios como el de Seyedsayamdost en 2014 muestra
mejores resultados en cuanto a la produccion de malleilactona por Burkholderia
thailandensis al suplementar el medio de cultivo con Trimetropina frente al uso de otras
sustancias con actividad antimicrobiana. La trimetropina al bloquear la sintesis de
tetrahidrofolato afecta la sintesis de ADN y ARN (Neu & Gootz,1996) lo cual estimula la
produccién de sustancias antimicrobianas. Este mecanismo se ha reportado también para
otros antibidticos que afectan la sintesis de ADN y ARN, aunque se ha encontrado que
antibidticos que afectan la sintesis proteica tienen efectos sobre la produccién de
metabolitos secundarios(Davies, Spiegelman & Yim,2006; Seyedsayamdost,2014),

En la Prueba de actividad antimicrobiana se encontré que ninguno de los extractos
produjo inhibicién del crecimiento en P. aeruginosa ni en B. subtilis, sin embargo, esto
difiere a lo observado en los extractos en metanol y acetato de etilo frente a S. aureus
(Figura 2 y 3) donde hubo inhibicién del crecimiento bacteriano. También se encontré que
ninguno de los solventes inhibiod el crecimiento de los microorganismos utilizados en la
prueba de actividad antimicrobiana por lo cual se puede asumir que no interfieren en los
resultados presentados.

Los resultados obtenidos en la prueba de actividad antimicrobiana con P. aeruginosa y B.
subtilis, pueden deberse a que la accidén antimicrobiana de los metabolitos secundarios
producidos por T. consotensis pueden presentar espectro reducido de accién frente a
microorganismos Gram positivos y Gram negativos. Esto se ha observado también en
microorganismos halétolerantes (EI Amraouia et al,2013)

Estudios como el de Mazalan et al. en 2012 muestran que hay una mayor tasa de
recuperacion de compuestos antimicrobianos al utilizar solventes polares para la
extraccion de metabolitos secundarios de microrganismos haldfilos y hal6tolerantes.

Este hecho también se observo en este trabajo ya que ninguno de los extractos en
cloroformo presento actividad antimicrobiana. Este resultado era de esperarse porque los
posibles compuestos que T. consotensis puede llegar a producir estan relacionados con
CGB codificantes para compuestos polares, sin embargo, las extracciones con cloroformo
(solvente no polar) se realizaron con el fin de no discriminar la posibilidad de encontrar
compuestos no polares, acorde con los objetivos establecidos para este trabajo.

Conclusiones

* El uso de elicitores para la produccién de compuestos con actividad antimicrobiana
por Tistlia consotensis cepa USBA 355 frente a la ausencia de los mismos fue
efectiva para la deteccion de actividad antimicrobiana, lo cual podria indicar la
expresion de alguno de los CGB que posee este microorganismo
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* La suplementacion del medio de cultivo de T. consotensis con trimetropina y la
resina Amberlite XAD 16N permitié la produccion de compuestos polares con
actividad antimicrobiana frente a S. aureus

Perspectivas y Recomendaciones

El trabajo realizado recalca el potencial biotecnoldgico que posee T. consotensis en
cuanto a la produccion de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana. Por lo
cual se sugiere dar continuidad al estudio realizado, al investigar la composicion de los
extractos que presentaron actividad antimicrobiana como también la optimizacion de las
condiciones de cultivo que permitieron la obtencién de metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana.
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