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2. RESUMEN

Segln la OMS una de las amenazas mds importantes que enfrenta la salud publica en la actualidad
es la resistencia a los antibidticos. Este problema solo ha empeorado en los ultimos 70 afios, por lo
gue investigadores a nivel mundial han redoblado esfuerzos para mejorar y encontrar nuevos
antibiodticos que puedan controlar a las bacterias multirresistentes.

Considerando esto, un grupo de investigadores de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Chile aislaron un par de bacterias del Rio Mapocho con potencial de producir moléculas
antimicrobianas. Una de estas bacterias, la cual fue denominada Desemzia incerta 12, tras estudios
gendmicos, es el objeto de estudio de esta investigacion.

El objetivo de este estudio fue caracterizar de forma inicial el potencial inhibitorio del
sobrenadante de un cultivo de D. incerta I2. Para ello, se determinaron las condiciones de cultivo
gue mejoran el efecto antimicrobiano del sobrenadante, utilizando como cepas indicadoras a los
patdégenos Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, en ensayos de inhibicion del
crecimiento en medio liquido. Por otra parte, se realizaron diferentes tratamientos del
sobrenadante con el fin de obtener informacién preliminar respecto de la naturaleza quimica de la
o las moléculas antimicrobianas presentes.

El analisis de los ensayos de inhibicidn del crecimiento mostré que el sobrenadante de /2 reduce el
crecimiento de los patdgenos indicadores. Las condiciones de cultivo que mejoraron el efecto
inhibidor del sobrenadante fueron el cultivo con agitacién e incubacién de 24 horas. Con respecto
a la naturaleza de la o las moléculas del sobrenadante, los ensayos de filtracién sugieren que éstas
tienen un tamafio menor a 10 KDa. Ademas, el tratamiento térmico moderado conservo el efecto
inhibitorio del sobrenadante, mientras el tratamiento a 121°C por 15 minutos eliminé al completo
esta capacidad. Lo anterior, junto con el hecho que el tratamiento con proteinasa K no afecté la
capacidad para inhibir el crecimiento, sugiere la naturaleza no proteica detras de la inhibicidn.
PALABRAS CLAVES: Antibidtico, Resistencia a antibioticos, Bacterias multirresistentes, Clusters de

genes biosintéticos (CGB), Desemzia incerta, Metabolitos especializados, Potencial antimicrobiano.



3. INTRODUCCION

3.1. Resistencia a los antibioticos

Con el descubrimiento y desarrollo de los antibiéticos en la primera mitad del siglo XX, también
han ido apareciendo microorganismos que son capaces de resistir a ellos. Desde el inicio del uso
clinico de los primeros antibiéticos se descubrieron bacterias que desarrollaron resistencia, como
cepas de Staphylococcus aureus resistentes a las penicilinas en la década del 50. Y a pesar de que
se han encontrado y desarrollado antibiéticos cada vez mds especificos, seguros y potentes, los

microorganismos siguen generando o adquiriendo nuevas formas de resistencia. [1, 2]

Las consecuencias de estas bacterias multirresistentes son importantes en el area de la salud
publica a nivel mundial e incluyen infecciones mas graves con aumento de la mortalidad y costos
asociados a salud, que se explica por estadias mas largas, uso de medicamentos y terapias mas
costosas, etc. También es importante el hecho de que intervenciones o cirugias que en la
actualidad son seguras puede que no lo sean en el futuro por la mayor probabilidad de adquirir
infecciones intrahospitalarias intratables, siendo los pacientes inmunodeprimidos los mas

afectados. [3, 4]

En la actualidad la resistencia a los antibiéticos corresponde a una de las 10 principales amenazas
para la salud publica a nivel mundial, segin la OMS [3]. Algunas de las mayores amenazas
bacterianas son cepas de S. aureus resistentes a meticilina (SARM), Enterococcus sp. resistentes a
vancomicina, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa y
enterobacterales resistentes a carbapenemasas, entre otros. [6]. Por esta razén, en 2015 en la
Asamblea Mundial de la Salud se generd un plan de accidn enfocado en mejorar los conocimientos
asociados a resistencia antimicrobiana, reforzar la investigacion y vigilancia y optimizar el uso de
antibiéticos y antimicrobianos en general, ademas de aumentar la inversién sostenible y los

esfuerzos en el desarrollo de nuevos compuestos. [5]



Con el objetivo de encontrar nuevos antibidticos efectivos, a lo largo de la historia los
investigadores han recurrido al ambiente que los rodeaba, en la busqueda de nuevas moléculas
inhibitorias contra los patdgenos a los que se enfrentaban. Con el desarrollo de la tecnologia se
fue cambiando el enfoque a la modificacién de los antibidticos con los que ya se contaba para
obtener asi nuevos, que fueran mas potentes. Esto logro ser efectivo y tuvo un gran impacto, pero
en los ultimos afios con el aumento exponencial de la resistencia descontrolada, se ha comenzado
a mirar nuevamente hacia la naturaleza en lugares como suelos, rios, lagos, fondos marinos,
cuevas, pantanos, al interior de organismos vivos, entre otros, con el propésito de encontrar
respuesta frente a los patégenos multirresistentes que afectan a la poblacién mundial en la

actualidad. [7]

3.2. Identificacion de bacterias con potencial inhibitorio en el Rio Mapocho

De manera reciente, en el laboratorio de Metabolismo Bacteriano de la facultad de Medicina de la
Universidad de Chile recolecté y estudié muestras de agua desde el Rio Mapocho en Santiago,
descubriendo que la microbiota del rio es capaz de inhibir el crecimiento de la bacteria patégena
Vibrio cholerae. Desde estas muestras se aislaron 2 bacterias que presentan capacidad inhibitoria,
las cuales fueron denominadas como /1 e /2. Al hacer mediante co-cultivo en placa nuevos
estudios, se observé que /1 e 12 ademds pueden inhibir a otros patédgenos que incluyen a SARM, K.

pneumoniae, Escherichia coli enterotoxigénica y P. aeruginosa (Fig 1). [8]




Figura 1: Ensayos de inhibicion realizados con bacterias aisladas /1 e /12, contra bacterias patogenas. A:
Esquema de la posicidn en la placa de los microorganismos a evaluar. En la parte superior se encuentran las
bacterias /1 e 12, en inferior b y h, microorganismos sin potencial inhibitorio utilizados como controles
obtenidos desde el Rio Mapocho. La ubicacion se repite en todas las placas. En las placas siguientes se
sembro estas bacterias junto con un césped del patégeno a evaluar en el orden siguiente: B: S. aureus ATCC
43300; C: K. pneumoniae BAA 1705; D: V. cholerae N16961; E: E. coli enterotoxigénica; F: P. aeruginosa

PAO1. En cada placa se inoculd 1 uL de un cultivo de /1, /12, b y h. Las placas se incubaron por 24 horas [8]

Posteriormente se realizd la secuenciacién del genoma de estas bacterias inhibidoras y mediante
estudios de identificacion basados en el genoma se denomind a las bacterias como Pseudomonas
sp. 11y Desemzia incerta I2. Este estudio se centra en la segunda especie con el fin de determinar

el potencial antimicrobiano de su sobrenadante.

3.3. Conocimiento actual sobre Desemzia incerta

Desemzia incerta corresponde a una bacteria realmente poco conocida y estudiada a nivel
mundial. Fue descubierta por primera vez en 1941 asociada al ovario de la cigarra Tibicen linnei
(cigarra lyreman) por Steinhaus, quien la denominé inicialmente como Bacterium incertum [9].
Posteriormente en la década de los 50 se le incluyd erréneamente en el género de las
Brevibacterium, tomando el nombre de Brevibacterium incertum. Nuevos estudios genéticos y de
composicion aminoacidica, de acidos grasos, quinonas isoprenoides y otros en la década de los 90,
permitieron determinar que realmente tenia mds similitudes con el género Carnobacterium,
aunque no eran suficientes estas similitudes como para considerarla dentro de este género, por lo
gue fue clasificada en un nuevo género, Desemzia, el cual cuenta con solo una especie, Desemzia

incerta. [10]

D. incerta es parte del orden Lactobacillales, corresponden a bacilos gram positivos que se
presentan sin agrupacién aunque también puede ser en pares. Entre otras caracteristicas D.

incerta es microaerofilica, mesdfila, no forma endosporas, posee metabolismo fermentativo y



produce acido L-lactico desde glucosa. En pruebas bioquimicas destaca el que es oxidasa y

catalasa negativa [10, 11, 12].

Desde su descubrimiento ha sido rara vez aislada. Una vez en la cuenca del lago Eras en el centro
de Espafia, se aislé una cepa capaz de producir carbonatos ricos en Mg [13]. También fue
detectada en la microbiota del compost residual del cultivo del hongo Agaricus spp. [14]. Ademds
fue aislada de un desierto helado en la India en conjunto con un diverso grupo de
microorganismos [15] y en un alga marina de la uva [16]. En estos pocos estudios donde ha sido
encontrada, no se evalud la produccion de moléculas antimicrobianas, lo que sugiere que tiene un

potencial aln desconocido en esta area.

3.4. Potencial de biosintesis de metabolitos especializados en Desemzia incerta 12

Los clusters de genes biosintéticos (CGB) corresponden a conjuntos de genes agrupados vy
organizados en genomas de bacterias que tienen como funcidn la biosintesis de metabolitos
especializados. Estos metabolitos pueden corresponder a productos naturales con potencial
inhibitorio como lo son las bacteriocinas o metabolitos secundarios que incluyen a terpenos,
péptidos no ribosomales (NRPs) o policétidos (PK), entre otras clases [17, 18, 19]. Normalmente
un CGB estd compuesto por uno o mas genes core (terpeno sintasa, sintasa de péptido no
ribosomal, etc) que se encuentra acompafiado por genes biosintéticos adicionales con funciones
especificas dependiendo de qué molécula codifiquen. También puede haber genes asociados a

transporte, proteccién, regulacién, transcripcion y otros sin funcién conocida (Fig. 2). [20]

—ID) ) (- ) —

Factor de . Gen core Genes biosintéticos adicionales Gen Gen de
transcripcion protector transporte

Eigura 2: Componentes comunes de un cluster de genes biosintéticos. El gen core y los genes adicionales
son los componentes minimos que tienen los BGC, siendo la presencia de los demds variable. Modificado

desde Keller N. 2019. [20]



Previo a este estudio, el grupo de investigadores que aislé a D. incerta en el Rio Mapocho, realizé
estudios genéticos con el uso de programas de mineria genémica, con el propdsito de obtener
informacion respecto al potencial biosintético de metabolitos especializados y probables
inhibidores producidos por esta bacteria. Se utilizé el programa BAGEL 4 para realizar un tamizaje
en la busqueda de genes para bacteriocinas, las cuales son moléculas peptidicas de origen
ribosomal con capacidad antimicrobiana [21]. Esto debido a la relacién filogenética de D. incerta
con Carnobacterium, género del cual se sabe que cuenta con un abundante y variado espectro de
bacteriocinas [22]. Sin embargo, no se encontré ningln gen similar a los de las bacteriocinas de las
bases de datos, lo que indica que ninguna de las bacteriocinas codificadas por el género
Carnobacterium se encuentra presente en D. incerta 2. Posteriormente, un analisis de mineria
gendmica realizado por antiSMASH detectd la presencia de 2 CGB que codifican para la produccion

de terpenos (Fig. 3) y también un CGB para un policétido (Fig. 4). [8]

Los terpenos corresponden a un grupo grande y diverso de compuestos naturales derivados del
acido mevaldnico y estdn compuestos por unidades de isopreno. Los terpenos son producidos
principalmente en plantas, pero también se encuentran presentes en bacterias y otros
microorganismos. Tienen varios efectos por lo que se utilizan como antitumorales, como materias
primas de saborizantes o cosméticos, como pesticidas y también pueden poseer efectos

antimicrobianos [23, 24].

Ambos clusters para terpenos identificados en D. incerta 12 cuentan con una Terpeno sintasa (TS)
como gen core, pero el conjunto de genes biosintéticos adicionales es diferente en ambos clusters,
lo que indica que producen derivados sesquiterpénicos diferentes entre si (Fig. 3). Las terpenos
sintasas de ambos clusters comparten identidad en un 29 % y un 44% con escualeno sintasa de
otros microorganismos (Phoma sp. MF5453 vy Halobacillus halophilus DSM 2266,
respectivamente), lo que corresponde a un bajo porcentaje de identidad con sus homdlogos mds

cercanos, lo que sumado al poco parecido de sus genes biosintéticos adicionales, podria reafirmar

10



el que los derivados sesquiterpénicos producidos por D. incerta son nuevos o muy diferentes a los

ya conocidos. [8]

Terpene cluster 1 Figura 3: Clusters relacionados con la sintesis de
Terpene
synthase .
PO B IO OODDID P encontrdos en D incerta 12 con
1 2 3 4 5 6

antiSMASH. Ambos tienen un gen core terpeno
Terpene cluster 2

Terpene . L -
" n‘:hase sintasa y genes biosintéticos adicionales y
1 2 3 4 complementarios divididos en distintos colores
. Core biosynthetic . Regulatory I:I Other genes

segun su categoria funcional. Funciones
[ Additional biosynthetic B Transport-related

especificas: Terpeno 1: aldo-ceto
reductasa (1) acil-CoA deshidrogenasa (2, 4), acetil-CoA acetiltransferasa (3), 3-hidroxibutiril-CoA
deshidrogenasa, enoil-CoA hidratasa (6). Terpeno 2: fitoeno desaturasa (1,2), aldehido deshidrogenasa (3),

glicosil transferasa (4).

Los Policétidos son un grupo amplio de productos naturales producidos principalmente por
bacterias, hongos y plantas. Son sintetizados por la accién de policétido sintasa (PKS). Se conoce
gue algunos policétidos tienen acciones antibacterianas o antimicéticas, ademas de otros efectos
como la regulacidn de colesterol (lovastatina) o antiparasitario, lo que los convierte en metabolitos

muy utiles en la medicina actual. [25]

El cluster de policétido presente en D. incerta 12 cuenta con una PKS de tipo Ill (T3PKS), la cual
tiene un 44% de identidad con EpaG, una T3PKS de Kitasatospora sp. HKI 714 (Fig. 4). Fuera de ese
porcentaje de identidad, los genes biosintéticos adicionales son diferentes respecto a cualquier
otro cluster de policétido caracterizado, lo que indica que el cluster presente en D. incerta 12 es

nuevo y exclusivo de esta especie, por lo que produciria un policétido no conocido aun. [8]

. Core biosynthetic D Additional biosynthetic .Transpnr‘t—related . Regulatory D Other genes
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Figura 4: Cluster biosintético del policétido detectado en D. incerta 12 por antiSMASH. Cuenta con una
policétido sintasa de tipo lll como gen core ademas de otros genes separados por color segin grupo

funcional.

El analisis hecho con la mineria gendmica indica que /2 puede producir metabolitos secundarios
nuevos, considerando que sus CGB tienen baja similitud con los ya caracterizados en las bases de
datos. Este descubrimiento del potencial inhibitorio de D. incerta 12 podria corresponder a un
hallazgo importante. En bases de datos la informacidn de esta bacteria es escasa, por lo que el
potencial es aun inexplorado. Los ensayos de inhibicién en placa sugieren que este aislado libera
moléculas inhibidoras activas contra varias bacterias patdgenas tanto gram positivas como gram
negativas, sin embargo no se conoce mas informacién sobre esta capacidad de inhibicién. Los
resultados de la mineria gendmica, sugieren que /2 tiene la capacidad de producir metabolitos
secundarios nuevos. Al mismo tiempo se observd que no presenta bacteriocinas similares a las del
género Carnobacterium. Toda esta informacién es novedosa pero solo corresponde a los primeros
datos obtenidos. Ademas, no se puede descartar que hayan otros clusters para moléculas
inhibitorias que no fueron detectados en los analisis, como no se puede descartar el que /2 posea
bacteriocinas que son exclusivas para esta especie y desconocidas aun. Por esta razéon es

importante realizar mas estudios para caracterizar la actividad inhibitoria de D. incerta I2.

Este estudio busca entregar los primeros datos y caracteristicas experimentales sobre la capacidad
antimicrobiana de los sobrenadantes producidos por D. incerta I12. Como el determinar en qué
condiciones de cultivo de la bacteria esta expresa las moléculas con accidn antimicrobiana en
mayor cantidad o con mayor accién contra las bacterias a analizar. También se busca generar datos
respecto de la naturaleza de estos metabolitos, que podrian corresponder a los encontrados en la
mineria gendmica o no. El conocer de su naturaleza o caracteristicas, podria facilitar los esfuerzos
posteriores para encontrar la molécula especifica o el conjunto de ellas, que tiene el efecto

antibidtico, de forma mas dirigida.
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4. HIPOTESIS

“El sobrenadante de Desemzia incerta 12 posee moléculas con capacidad antimicrobiana de amplio

espectro.”

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia y caracteristicas de las moléculas antimicrobianas presentes en el

sobrenadante de Desemzia incerta 12.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Objetivo especifico 1:

Evaluar la capacidad antimicrobiana de sobrenadantes de Desemzia incerta 12 sobre
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa y determinar el efecto de las

condiciones de crecimiento en dicha capacidad.

- Objetivo especifico 2:

Determinar las caracteristicas generales de los compuestos inhibidores presentes en el

sobrenadante de Desemzia incerta 12.

13



7. MATERIALES Y METODOS

Con el fin de lograr los objetivos propuestos y comprobar la hipdtesis, se realizaron las siguientes

actividades en el laboratorio.

7.1. Obtencidn y purificacion de los sobrenadantes de D. incerta 12

El sobrenadante de D. incerta 12 se obtuvo de cultivos en medio liquido. Durante el crecimiento de
la bacteria, esta libera componentes al medio, donde se espera encontrar las moléculas
antimicrobianas de amplio espectro que explicarian el efecto antimicrobiano de /2 visto en los

ensayos de inhibicién en placa.

Para la obtencion del sobrenadante, primeramente fue necesario sembrar en estrias la bacteria en
placas de medio agar LB y se dejo crecer toda la noche en incubacién a 30°C. Posteriormente se
tomdé mediante el uso de un asa, colonias de /2 con las que se inocularon de 6 a 7 mL de medio
liquido LB agregados previamente en un tubo falcon estéril de 15 mL. Este cultivo liquido se dejé
crecer toda la noche hasta alcanzar la fase estacionaria. Se tomé 1 mL de este cultivo de D. incerta,
se agregd en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se centrifugd a 12000 RPM en una centrifuga de
mesa por 2 minutos, se elimind el sobrenadante y se volvié a resuspender el pellet en LB fresco,
ajustando la densidad déptica a 600 nm a 1,0. Se tomaron 100 uL de esta suspension y se utilizaron
para inocular 25 ml de LB fresco en tubos falcon de 50 mL. Estos tubos fueron incubados en
diferentes condiciones, con el propédsito de determinar en cudl de las condiciones de crecimiento
de la bacteria, se obtenian el sobrenadante con los mejores efectos inhibitorios contras las

bacterias patdgenas, contra las cuales se evaluaria su accidn posteriormente.
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Las condiciones de incubacién evaluadas fueron 4, todas incluyeron una temperatura constante de
30°C y se varid el tiempo de incubacién y la presencia o no de agitacion. Las 4 condiciones
consistieron en:

- Cultivo con agitacién y 7 horas de incubacioén.

- Cultivo con agitacién y 24 horas de incubacidn

- Cultivo sin agitacion y 7 horas de incubacidn.

- Cultivo sin agitacién y 24 horas de incubacion.

Cumplidos los tiempos de incubacidn los tubos fueron centrifugados por 10 minutos a
6000 RPM, se descarté el pellet y el sobrenadante fue filtrado con membranas de 22 um con el fin

de eliminar las bacterias remanentes que podrian interferir en el analisis.

7.2. Experimentos de inhibicion:

7.2.1. Obtencién del inéculo del patégeno

Para la realizacion de los ensayos o experimentos de inhibicién se necesitd de 2 bacterias
patégenas que correspondieron a los indicadores del potencial antimicrobiano del sobrenadante.
Las bacterias patdgenas que se utilizaron son Staphylococcus aureus sensible a meticilina ATCC
25923, la cual corresponde a una bacteria gram positiva, y Pseudomonas aeruginosa PAO1, la cual
es una bacteria gram negativa.

Para la obtencidn del inéculo a utilizar de las bacterias patégenas, se sembraron estas el dia previo
en placas de agar LB. De estos cultivos se tomaron colonias, se agregaron a LB fresco y se
ajustaron a una D.0. 600 nm igual a 0,2. Esta suspension bacteriana se diluyé 1:100 para obtener

el inéculo a utilizar.
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7.2.2. Experimento de inhibicién evaluado en medio liquido

Con el fin de determinar el potencial inhibitorio de los sobrenadantes obtenidos en la primera
seccion de métodos, se realizaron experimentos de inhibicién en medio liquido. Este experimento
permitié determinar el sobrenadante con mejor efecto antimicrobiano.

Para este experimento se utilizaron ambos patégenos, P. aeruginosa y S. aureus. Como control
negativo de inhibicion se utilizd el sobrenadante de la bacteria h, un aislado de rio sin potencial
inhibitorio segln ensayos de inhibiciéon en placa. Las condiciones de incubacidn para obtener el

sobrenadante de h correspondieron a 30°C + agitacién y 24 horas de incubacion.

Se utilizaron 6 tubos Falcon de 15 mL para cada bacteria. En cada tubo se evalué cada 1 de los
sobrenadantes (5, siendo 4 de /2 y uno de h), ademas de un tubo que contenia solo LB para ver el
crecimiento normal de la bacteria sin presencia de un posible inhibidor. En estos tubos se agregé 4
mL de sobrenadante, mds 4 mL de LB esteril y 50 uL de un indculo de cada patégeno,
estandarizado a 0.2 de densidad 6ptica y diluido 1:100. En el tubo control sin sobrenadante, se
agregaron 8 de LB estéril mas los mismos 50 uL de la bacteria patégena (Fig. 5).

También se prepararon 5 tubos controles, uno para cada sobrenadante. A los que se les agregd
100 ulL de sobrenadante a un volumen de 5 mL de LB estéril, los que se incubaron en paralelo al
experimento para corroborar la esterilidad de los sobrenadantes obtenidos.

Por dltimo se incluyd un tubo al que solo se le agregd 5 mL de LB que se utilizd6 como control de
esterilidad del medio de crecimiento. Los 18 tubos totales fueron incubados a 37°C con agitacién.
Para evaluar el crecimiento en los tubos se realizaron 4 mediciones. A las 3, 6 y 8 horas se midié la
densidad dptica a 600nm de los 12 tubos de estudio. Mientras que la ultima medicidn se realizé a
las 24 horas, esta vez para los 18 tubos. Los tubos controles de esterilidad se utilizaron como
referencia de utilidad del experimento y sus datos de densidad &ptica no se muestran en los

resultados.
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Figura 5: Tubos y sus contenidos utilizados en el experimento de inhibicién de crecimiento. Los tubos

controles para esterilidad no son ejemplificados.

Con los resultados de las curvas de inhibicion, fue posible determinar cual sobrenadante de las 4
condiciones de cultivo evaluadas, tiene el mayor potencial inhibitorio. Este fue escogido y utilizado

para realizar los experimentos posteriores.

7.2.3. Ensayo de inhibicién en medio sdlido mediante diluciones seriadas

Con el propésito de evaluar el efecto antimicrobiano del sobrenadante, se realizaron
experimentos de viabilidad de los patdgenos en presencia del sobrenadante. Para este
experimento se utilizd solo el sobrenadante con el mejor efecto inhibitorio y los patégenos S.
aureus y P. aeruginosa. Se procedié a montar el mismo experimento del paso anterior, con 4 mL
del sobrenadante, 4 mL de LB fresco y 50 uL del inéculo del patégeno estandarizado y diluido, con

1 tubo para cada patégeno. Ademas, se contd también con los tubos controles de crecimiento que
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contenian 8 mL de LB mas los 50 uL de los patdgenos. Estos tubos fueron dejados en incubacion a
37 °C con agitacion.

Desde el tubo de control de crecimiento ya inoculado, se tomaron 100 uL que fueron sembrados
en una placa de agar LB mediante el uso de asa rastrillo. También se tomaron otros 100 uL que se
depositaron en 900 uL de LB para hacer una primera dilucién. Desde este tubo se tomaron 100 uL
para depositarlos en un nuevo eppendorf con LB y hacer la segunda dilucidon. Desde ambos tubos
se tomaron 100 ul y se sembraron en placas de agar LB con asa rastrillo. Estas placas se utilizaron
para determinar el inéculo inicial.

A las 3 y 6 horas minutos desde iniciada la incubacién, se tomaron 100 ulL de los tubos que
contaban con el sobrenadante, los tubos experimentales, los cuales fueron sembrados en placas
de agar LB con un asa rastrillo. También se tomaron 100 uL mas que fueron depositados en un
tubo eppendorf el cual ya contaba con 900 uL de LB fresco para hacer la primera dilucién. El tubo
fue homogeneizado y se tomaron 100 uL que se depositaron en un nuevo tubo eppendorf con 900
uL de medio LB fresco, esta correspondid a la segunda diluciéon. De las 2 diluciones se tomaron 100
uL que fueron sembrados en placas de agar LB mediante asa rastrillo. Esto se realizé para ambas
bacterias, teniendo en total 3 placas sembradas en dilucién seriada para cada cultivo de bacterias
por cada tiempo de muestreo. Todas las placas sembradas se dejaron en una incubadora a 37°C.
Mientras que los tubos se dejaron en incubacidn por 24 horas, para corroborar que se mantuviera
la inhibicidn por el sobrenadante. Al finalizar la incubacidén overnight de las placas se realizd el

conteo de colonias para el posterior analisis de viabilidad.

7.3. Determinacion de la naturaleza y caracteristicas de la o las moléculas inhibitorias

del sobrenadante

En esta etapa del proyecto se evaluaron 3 caracteristicas del sobrenadante. En la primera se buscé

conocer si el efecto del sobrenadante se veia afectado tras tratar este con calor, lo que indicd la
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termoestabilidad de las moléculas presentes. En la segunda caracteristica evaluada se intentd
determinar el efecto de un tratamiento con proteinasa K en el sobrenadante, lo que podria
decirnos si las moléculas son de naturaleza proteica o no dependiendo del resultado. Por ultimo
se determind el efecto de la filtracidon del sobrenadante con filtros de 2 tamafios diferentes, 10y
50 KDa. Esto nos entregd informacién del tamafio de las moléculas con potencial antimicrobiano

en el sobrenadante .

7.3.1. Efecto de la temperatura sobre la accién inhibitoria del sobrenadantes de /12

Se evalué la termoestabilidad de los probables componentes antimicrobianos del sobrenadante. El
sobrenadante utilizado fue el obtenido tras 24 horas de incubacion a 30°C mas agitacion. El
sobrenadante obtenido fue separado en 3 partes, 12 mL aproximadamente fueron llevados al
autoclave y se les aplicd una temperatura de 121°C por 15 minutos, a otros 12 mL se les aplicé un
tratamiento de calor de 95°C por 10 minutos y mientras que la tercera muestra se mantuvo sin

ningun tratamiento.

Posteriormente para evaluar si el tratamiento afecté a los componentes del sobrenadante se
realizaron curvas de crecimiento, siguiendo la misma metodologia expuesta en la seccién 2 de
métodos. En cada tubo se agregd 4 mL de LB y 4 de los sobrenadantes tratados o sin tratamiento,
mas 50 ul del indculo del patdogeno (Fig. 6). Se realizd un tubo por sobrenadante por cada
patdgeno. Estos tubos se dejaron en incubacidn a 37°C con agitacidn y se realizaron mediciones de
densidad optica a las 3, 6, 8 y 24 horas. Se incluyeron tubos controles para la esterilidad de cada
sobrenadante, donde se tomé 100 ul de cada 1y se agregaron a 5 mL de LB fresco. De estos no se

realizaron mediciones sélo a las 24 horas para comprobar esterilidad y sus datos no se muestran.
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Figura 6: Esquema de los tubos y contenidos utilizados en el experimento de las curvas de inhibicidn en
liguido con sobrenadante tratado con calor. Para cada bacteria se incluyé un tubo con cada sobrenadante y

un tubo solo con LB con 8 mL, para evidenciar el crecimiento normal.

7.3.2 Efecto del tratamiento con Proteinasa K sobre la accion inhibitoria del

sobrenadante de /12

Otra condicién estudiada fue el efecto de la proteinasa K sobre la capacidad inhibitoria del
sobrenadante.

Considerando que la proteinasa K es una enzima serin proteasa inespecifica y de amplio espectro,
se buscé determinar de forma preliminar si el componente antimicrobiano presente en el
sobrenadante es de naturaleza proteica. Obtenido el sobrenadante a utilizar en el experimento y
siguiendo los mismos pasos explicados previamente, se procedié a separarlo en 3 fracciones. La
primera de 9 mL, no tuvo tratamiento alguno, por lo que permitié evaluar el efecto como tal del
sobrenadante para posteriormente hacer las comparaciones del efecto. A la segunda fraccion de 9

mL fue agregado 18 uL de la proteinasa K concentrada a 1000X, la cual fue activada mediante un
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tratamiento con calor a 50°C por 1 hora. La ultima fraccion de 9 mL de sobrenadante fue sometida
al mismo tratamiento con calor, aunque sin agregar la proteinasa, para asi evaluar el efecto por si

solo de este tratamiento al sobrenadante.

Listos los tratamientos se realizd el experimento de inhibicién mediante las curvas de crecimiento
en liquido siguiendo el mismo formato explicado en la parte 2 de la metodologia. En este caso se
utilizaron 3 sobrenadantes, 2 tratados y uno sin tratamiento, ademas del tubo con solo LB que se
utilizé como control de crecimiento. (Fig. 7). En este caso solo se determiné la densidad dptica a

las 24 horas de iniciado el experimento.
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Figura 7: Esquema con los tubos y su contenido, utilizados en el experimento de evaluacion del efecto de la

proteinasa K en el sobrenadante. Los tubos fueron incubados durante 24 horas, a 37°C con agitacion.

7.3.3. Efecto de la filtracidon sobre la accidn inhibitoria del sobrenadante de /2

La condicidon final evaluada, fue el efecto de la filtracién en el potencial inhibitorio del

sobrenadante de /2.
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El sobrenadante fue obtenido siguiendo los mismos pasos de la seccion 1 de la seccion de
métodos. Se utilizaron filtros Millipore Amicon concentradores de tamafio de poro de 50 KDa y 10
KDa. El sobrenadante fue separado, 10 mL fueron filtrados, generando 2 fracciones. Considerando
gue la mayoria del volumen atravesd por el filtro, la parte concentrada que no lo atravesé fue
recuperada y reconstituida con LB fresco (con aproximadamente 10 mL, para que ambas
fracciones quedaran con el mismo volumen final), para de esta forma tener sobrenadante que se
encuentre filtrado y uno que cuente con las moléculas que no fueron capaces de atravesar el
filtro. También se contd con un volumen del sobrenadante original que no fue filtrado.

Se realizé el mismo experimento de la curva de crecimiento en medio liquido, siguiendo los
mismos pasos explicados previamente en la seccion 2 de la seccién de métodos. En este
experimento se midid la densidad déptica pasadas las 24 horas desde iniciada la incubacién de los
tubos, a 37°C con agitacién. Se presenta un esquema con los tubos utilizados y sus respectivos
controles. (Fig. 8y 9)
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Figura 8: Esquema de los tubos utilizados y su contenido, en el experimento de las curvas de inhibicidn con

evaluacion del efecto de la filtracién con membrana de poro de 50 KDa.
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Eigura 9: Esquema de los tubos utilizados y su contenido, en los ensayos de inhibicidn en medio liquido con

evaluacion del efecto de la filtracion con membranas de poro de 10 KDa.

7.4 Analisis estadistico

Fue realizado con la plataforma GraphPad Prism, con estudio de t test. Como valor de significancia

se utilizé un p < 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1. Evaluacion de las condiciones de cultivo en la capacidad antimicrobiana del

sobrenadante de Desemzia incerta 12.

Se obtuvo sobrenadante de D. incerta 12 cultivada en diferentes condiciones. El objetivo fue
evaluar el efecto de las condiciones de crecimiento en la capacidad antimicrobiana del
sobrenadante.

De forma previa al inicio de la fase experimental, se sabia que /2 es capaz de crecer en un amplio
rango de temperaturas, esto por ser una bacteria ambiental, ademas de haberse realizado
experimentos de crecimiento en diferentes temperaturas entre los 25°C y los 37°C en el
laboratorio. Por esta razdn se escogioé una temperatura dentro de este rango para hacer crecer al
microorganismo, para luego obtener su sobrenadante y utilizarlo en los experimentos posteriores.
Esta temperatura correspondié a 30°C. Con esta temperatura constante, se evaluaron cuatro
condiciones de crecimiento, donde lo que varid correspondié al tiempo de incubacién y la

aplicacion o no de agitacidn.

La bacteria se inoculd segun lo descrito en la metodologia. De los tubos se obtuvo el sobrenadante
después de 7 y 24 horas de crecimiento con y sin agitacién. Ademas se inoculd siguiendo el mismo
proceso un cultivo con el aislado bacteriano h, el cual no tiene efecto antimicrobiano y se utilizé
como control negativo. Esta bacteria se dejo crecer por 24 horas en agitacion para luego obtener

su sobrenadante.

Posteriormente. Se determiné el efecto inhibitorio de los sobrenadantes, obtenidos bajo
diferentes condiciones de cultivo, sobre el crecimiento de ambos patdgenos. Para ello, se

inocularon 50 ulL de los patégenos S. aureus y P. aeruginosa obtenidos segun lo explicado en la
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primera seccién de los métodos, en tubos falcon con 4 mL de LB fresco mas 4 mL del
sobrenadante a evaluar, se cultivé a 37°C con agitacion y se determind la densidad dptica de los
cultivos a diferentes tiempos. Se determiné asi, si el sobrenadante tiene efecto antimicrobiano y
en qué condicién se observan los mejores resultados, ademas de evaluar si el efecto inhibitorio es

de amplio espectro de antimicrobiano o no. Los resultados son presentados en la figura 10.
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Eigura 10: Curva de crecimiento de S. aureus y P. aeruginosa, para cada condicion estudiada. Se evalud el
crecimiento en medio liquido LB, conteniendo uno de los 4 sobrenadantes de /2 obtenidos en diferentes
condiciones de cultivo o el sobrenadante de h, segun se indica a la izquierda de cada grafica. Los cultivos de
los patdgenos se incubaron a 37°C con agitacidn. Se realizaron mediciones de densidad 6ptica a 600 nm a
las 3, 6, 8 y 24 horas. A: Curvas de crecimiento de S. aureus. B: Curvas de crecimiento de P. aeruginosa. Los

datos mostrados son el promedio y la desviacion estandar de tres replicados independientes.

En la figura 10 se puede ver el crecimiento normal de los patégenos en medio LB, medio
apropiado para su crecimiento. Se observa como el crecimiento en el sobrenadante de h se acerca
al normal en LB, algo que también es posible apreciar con los sobrenadantes obtenidos en cultivos
sin agitacion (tanto a 7 como a 24 horas), donde no hubo inhibicién del crecimiento de los
patégenos después de las 24 horas de incubacién Por otra parte, con ambos sobrenadantes

obtenidos tras incubacién con agitacién, se produjo una inhibicion del crecimiento de ambos
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patdgenos. Aunque es importante destacar, que para P. aeruginosa el sobrenadante obtenido tras
7 horas de incubacion presenta una menor capacidad de inhibicion respecto del sobrenadante
obtenido tras 24 horas, ya que se observa un crecimiento menor hacia el final del tiempo de
incubacién (Fig. 10B). Por esta razdn, se puede afirmar que el sobrenadante obtenido a las 24
horas con agitacién posee un efecto inhibitorio mayor en comparacion con los otros tres
sobrenadantes de /2, no observandose crecimiento de ninguna de las 2 bacterias patégenas
utilizadas. Por estas razones, este fue el sobrenadante escogido para realizar los experimentos

posteriores.

8.2. Determinacion de la viabilidad bacteriana mediante ensayo de dilucidn seriada en

medio sélido

Con el propésito de determinar si la inhibicién del crecimiento bacteriano producida por este
sobrenadante era de efecto bacteriostatico o bactericida, se procedid a evaluar su accién
mediante determinacidn de viabilidad del patégeno en los cultivos por ensayos de diluciéon seriada

en placas de agar LB.

Para realizar esto se obtuvo el sobrenadante tras la incubacién de /2 por 24 horas con agitacion a
30°C. Posteriormente se trataron los cultivos de S. aureus y P. aeruginosa de manera similar al
experimento anterior con este sobrenadante y se midié la viabilidad a las 3 y 6 horas
post-inoculacién para S. aureus y P. aeruginosa. También se sembraron placas agar LB con un
indculo inicial de los patdgenos, con el propdsito de tener una estimacion de cudntas bacterias
fueron inoculadas en los tubos a analizar en un comienzo. Los resultados son presentados en la

figura 11.
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Eigura 11: Determinacion del efecto del sobrenadante de /2 en bacterias patdgenas, mediante
determinacion de viabilidad por dilucion seriada. Grafica con escala logaritmica del nimero estimado de
UFC presentes por mL. La estimacidn se realizd6 mediante conteo de colonias de diluciones seriadas en placa.

Promedio y desviacién estandar de 3 repeticiones en condiciones de incubacién de 37°C con agitacion.

Los resultados obtenidos en la figura 11 muestran una progresiva reduccién en el nimero de UFC
por mL para ambas bacterias, desde el momento en que fueron puestos los tubos a incubar hasta
gue pasaron las 6 horas, momento en que se hizo la ultima siembra y dilucién seriada. La
reduccién es continua pero en ningin momento llega a 0. Con P. aeruginosa se aprecia el mejor
resultado, con una disminucidn que se acerca a la eliminacion total, lo que es posible observar en
la gréfica, sobreviviendo solo un 0,49% de las UFC promedio iniciales tras las 6 horas de incubacién
del sobrenadante y el patdgeno. En el caso de S. aureus, hay una reduccién marcada de las UFC
por mL pero que no llega al porcentaje de eliminacién observado con la otra bacteria, ya que en
promedio sobrevivio un 2,82% de las UFC iniciales tras las 6 horas de incubacién. El que no se
llegara a la reduccidn total, implica que el sobrenadante no elimind todas las bacterias presentes.

Una tabla con los resultados extendidos se encuentra en anexos.
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8.3. Caracterizacion del sobrenadante de Desemzia incerta I2.

Respecto al segundo objetivo, se buscé conocer diferentes caracteristicas de la naturaleza de las

posibles moléculas antimicrobianas del sobrenadante de /2, esto mediante la evaluacion del

efecto de tratamientos con calor, con enzima proteolitica y filtracidn sobre la capacidad inhibitoria

del sobrenadante.

8.3.1. Efecto del tratamiento con calor en el sobrenadante de /2

El objetivo del experimento con el tratamiento con calor consisti6 en determinar si el

sobrenadante se ve afectado por tratamientos térmicos y por ende conocer si los metabolitos

implicados en la inhibicion por D. incerta 12 son termorresistentes. El sobrenadante fue sometido a

dos diferentes tratamientos térmicos: 121°C por 15 minutos (mediante el uso de autoclave) vy

exposicién a 95°C por 10 minutos. Posteriormente, con los sobrenadantes tratados se procedié a

montar el experimento de la forma descrita en la seccion de métodos. En cada tubo se colocaron 4

mL de sobrenadante mas 4 mL de LB fresco y se inocularon con 50 uL de las bacterias patdgenas,

utilizando cada uno de los sobrenadantes tratados por separado y un tubo control con

sobrenadante sin tratamiento térmico. Los tubos se incubaron a 37 °C por 24 horas y se midio la

densidad dptica a 600 nm. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 12.
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Figura 12: Evaluacion del efecto de tratamientos de calor en la capacidad inhibitoria del sobrenadante de
12 frente a los patégenos S. aureus y P. aeruginosa. Se realizaron mediciones de densidad dptica a las 3, 6,
8 y 24 horas, con condiciones de incubacién de 37°C mas agitacidn. Se evalla crecimiento en LB, LB +
sobrenadante no tratado, LB + sobrenadante tratado a 121°C por 15 minutos y LB + sobrenadante tratado a
95°C por 10 minutos. A: Curva de crecimiento de S. aureus para cada condicién evaluada. B: Curva de
crecimiento de P. aeruginosa para cada condicion evaluada. Crecimiento promedio de 3 repeticiones

independientes.

Se puede observar en la figura 12 que para ambas bacterias se obtuvieron resultados similares. El
crecimiento en LB muestra el crecimiento normal de ambos patdgenos, lo que permite realizar la
comparacién con aquellas condiciones donde no hubo mayor efecto inhibitorio, mientras que el
crecimiento en LB + sobrenadante no tratado se usé como referencia de capacidad inhibitoria. Los
resultados muestran que en el caso del sobrenadante tratado con 95°C por 10 minutos no se
evidencia mayor diferencia con el sobrenadante no tratado, lo que indica que a esta temperaturay
con el tiempo de tratamiento no se alteran los componentes que producen el efecto
antimicrobiano del sobrenadante. Sin embargo, en el caso del sobrenadante tratado en el
autoclave se observa una pérdida total del efecto inhibitorio y la curva de crecimiento es similar a
la del crecimiento normal en LB.

Estos resultados sugieren que la o las moléculas antimicrobianas presentes en el sobrenadante

son labiles a 121 °C por 15 minutos, pero resistentes al tratamiento a 95°C por 10 minutos.

8.3.2. Efecto del tratamiento con Proteinasa K sobre el efecto inhibitorio del

sobrenadante de /12

Para el segundo experimento, el objetivo fue conocer si el sobrenadante se veia afectado al ser
tratado con Proteinasa K, lo que indicaria que las moléculas antimicrobianas producidas por /12 son

de naturaleza proteica.
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El sobrenadante fue sometido a 2 tratamientos, el primero correspondid al con la proteinasa K en
conjunto con un tratamiento con calor a 50°C por 1 hora para la activacion de la proteasa. El
segundo tratamiento correspondid a la exposicion con calor a 50°C por 1 hora pero sin la
presencia de la proteasa, para conocer el efecto en solitario de este tratamiento por calor.

En cada tubo se colocaron 4 mL de sobrenadante, 4 mL de LB fresco y se inocularon 50 uL de los
patégenos, utilizando los sobrenadantes tratados por separado. También se agregd un tubo con
sobrenadante sin tratamiento con la proteasa como control de inhibicidn y un tubo solo con LBy
el patégeno como control de crecimiento. Los tubos se incubaron a 37°C y se midioé la densidad

6ptica pasadas las 24 horas. Los resultados son presentados en la figura 13.
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Figura 13: Evaluacion del efecto de Proteinasa K en la capacidad antimicrobiana del sobrenadante de /2,
en las bacterias S. aureus y P. aeruginosa. Crecimiento promedio de 3 repeticiones independientes, a las 24
horas de incubacidn a 37°C con agitacion. A: Crecimiento de S. aureus en los diferentes sobrenadantes. B:
Crecimiento de P. geruginosa en los diferentes sobrenadantes. n.s.= no significativo. *= Estadisticamente

significativo para un valor de p < 0.05.
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En el caso de S. aureus, se puede observar en la figura 13A que el sobrenadante no tratado es
capaz de inhibir el crecimiento de la bacteria y al realizar el tratamiento con calor y agregar la
proteinasa K, no se pierde el efecto inhibitorio del sobrenadante. Por otra parte en la figura 13B
con P. geruginosa, se ve un poco de mayor variabilidad en los resultados del efecto inhibitorio al
aplicar los tratamientos al sobrenadante, en especial con la proteinasa K ya que pareciera haber
un ligero crecimiento, aunque en general el efecto inhibitorio pareciera mantenerse en su mayoria
con la adicién de la proteasa. A nivel del andlisis estadistico, se observa una significancia entre el
resultado obtenido en el sobrenadante con la proteasa y el del sobrenadante sin tratar, lo que
indicaria que el sobrenadante vio afectado su efecto por la accidén de la proteasa. Por otro lado, no
se observa significancia entre los resultados del sobrenadante tratado con proteinasa K y el
tratado con calor a 50°C

Que el sobrenadante no se vea afectado mayormente por el tratamiento con la proteasa, podria
indicar que las moléculas inhibitorias presentes en el sobrenadante de /2 en su mayoria no son de
naturaleza proteica.

Todos los valores obtenidos en cada repeticidn de los experimentos descritos en esta seccidn se

indican en la Tabla de la seccién Anexo.

8.3.3 Efecto de la filtracidn en el potencial inhibitorio del sobrenadante

En el udltimo experimento, el objetivo fue evaluar el efecto de la filtracion en la capacidad
antimicrobiana del sobrenadante de /2. En este caso se utilizaron 2 filtros de tamafio de poro de
50 KDa y 10 KDa, por lo que tras los procesos de concentracién y filtracidon de los sobrenadantes se
contd con 4 fracciones, una fraccidon de tamafio de moléculas superior a 50 KDa, una de menor de

50 KDa, una de tamafio superior a 10 KDa y una inferior a 10 KDa.
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Con las 4 fracciones del sobrenadante se procedid a realizar el experimento. Para cada
sobrenadante a examinar se utilizé un tubo donde se agregé 4 mL de este, mas 4 mL de LB fresco y
50 ulL del patégeno, para cada uno de los patégenos. También se incluyeron tubos con el
sobrenadante no filtrado, el cual se utilizd para determinar el efecto normal del sobrenadante sin
tratamiento alguno, ademas del tubo solo con LB como medio de crecimiento del patdgeno

normal sin inhibicidén. Los resultados son presentados en la figura 14.
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Figura 14: Determinacion del efecto de la filtracion del sobrenadante /2 con filtros de tamafo de poro 50
KDa y 10 KDa, evaluado en patégenos S. aureus y P. aeruginosa. Crecimiento promedio de 3 repeticiones a
las 24 horas, con condiciones de incubacion de 37°C y agitacion. A: Crecimiento de S. aureus en LB fresco,
sobrenadante sin filtrar, fraccidon mayor y menor a 50 KDa. B: Crecimiento de P. aeruginosa en LB fresco,
sobrenadante sin filtrar, fraccion mayor y menor a 50 KDa. C: Crecimiento de S. aureus en LB, sobrenadante
sin filtrar, fraccién mayor y menor a 10 KDa. D: Crecimiento de P. aeruginosa en LB, sobrenadante sin filtrar,
fraccién mayor y menor a 10 KDa. n.s.= no significativo. *= Estadisticamente significativo para un valor de p

<0.05.

En la figura 14A y 14B se puede ver para ambos patdégenos como el efecto del sobrenadante se
pierde en la fraccion mayor a 50 KDa y este crecimiento se acerca al normal observado en LB. En el
analisis estadistico se observéd que la diferencia de resultados entre el crecimiento en LBy en la
fraccion mayor a 50 KDa no es significativa, lo que se puede interpretar como que se perdié el
efecto del sobrenadante en ambos casos a pesar de la ligera diferencia de resultados. Por otra
parte, en la fraccion menor a 50 KDa del sobrenadante se mantiene la inhibicidon de crecimiento
observada en el sobrenadante no filtrado. Esto nos indica que los metabolitos producidos por /12

con efecto inhibitorio, presentes en el sobrenadante son menores de 50 KDa de tamafio.

En las figuras 14C y 14D, similar con lo ocurrido con la filtraciéon de los 50 KDa, se observa una
fraccién del sobrenadante tras filtrar con tamano de poro de 10 KDa, que mantiene el efecto
inhibitorio del crecimiento para ambas bacterias, mientras que la otra lo pierde. En el
sobrenadante de la fraccién superior a 10 KDa no se observa inhibicion y el resultado se acerca al
obtenido con LB. El andlisis estadistico indicé que no habia significancia entre los resultados de LB
comparado con el sobrenadante de la fraccion mayor a 10 KDa, por lo que se entiende que se
perdié el efecto inhibitorio con la filtracidn. Por otra parte no hay crecimiento de S. aureus y P.
aeruginosa en la fraccion menor a 10 KDa. Esto indica que las moléculas inhibitorias de /2

presentes en el sobrenadante son de tamafios menores a 10 KDa.
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9. DISCUSION

El avance de la resistencia bacteriana a nivel mundial en los ultimos afos, que trae consigo el
aumento de los costos y la mortalidad, ha provocado la intensificacion por parte de los
investigadores en la busqueda de nuevos antibidticos capaces de controlar las infecciones y
enfermedades que son causadas por estos patdgenos.

D. incerta 12, que es una bacteria muy poco conocida, fue aislada desde muestras de agua del Rio
Mapocho, y dentro de los primeros estudios realizados fue capaz de provocar inhibicidn en placa a
diferentes bacterias patdgenas. Considerando esto y en un esfuerzo por aportar en la bisqueda de
nuevos antibidticos, se buscd en este trabajo determinar el potencial antimicrobiano de /2
mediante el estudio de su sobrenadante.

Desde un inicio el objetivo fue obtener un sobrenadante libre de bacterias para poder asi evaluar
su efecto contra las bacterias patégenas S. aureus y P. aeruginosa. Posteriormente, se procedio a
determinar la condicion en la que se obtenia el mayor efecto antimicrobiano del sobrenadante.
Considerando que /2 es una bacteria ambiental, ademas de su capacidad de crecer en un rango
amplio de temperaturas, se decidié establecer una temperatura Unica de 30°C para los cultivos de
12 a lo largo de la fase experimental. Esta temperatura también es acorde a lo observado en otros
estudios donde se determind la temperatura éptima de crecimiento de bacterias de ambientes
acuaticos como son fiordos maritimos o aguas subterraneas, la cual consistié al rango de 18°C a 30
°C. Esta informacidn entrego sustento a la decisién tomada respecto a esta variable. [26][27].

Por otra parte, se escogio variar los tiempos de incubacién y la aplicacion o no de agitacion como
variables de obtencion de los sobrenadantes, determindndose como mejores condiciones el
cultivo de /12 a 30°C por 24 horas con agitacion. La agitacion se ha utilizado como una forma de
airear o agregar oxigeno al medio donde se estd experimentando el crecimiento de la bacteria.
Acd se evalud si es que tenia un efecto en el crecimiento y produccién/liberacion de moléculas

antimicrobianas. En la literatura los casos son variados, habiendo microorganismos que ven
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potenciada su produccién de metabolitos secundarios, como otros que no. En el caso de D. incerta
12 se obtuvieron resultados que indican un mejor efecto al aplicar esta condicién en el
crecimiento, lo que tendria sentido si se tiene en cuenta la caracteristica microaerofilica/aerofilica
de esta bacteria indicada en la literatura [10], que implica que en un ambiente con oxigeno la

bacteria se desarrolla mejor. [28][29]

La agitacién tuvo su impacto en el efecto, como también lo tuvo el variar el tiempo de incubacién.
Se observé mayor consistencia en el sobrenadante de 24 horas de incubacidn respecto del de 7
horas, que no siempre tenia el mismo efecto. En la figura 10 se ve como ambos sobrenadantes
inhibieron el crecimiento de ambas bacterias, pero en el caso de P. aeruginosa (Fig. 10B), el
sobrenadante de 7 horas parece perder un poco del efecto, lo que se puede observar la medicidn
de las 24 horas donde se aprecia crecimiento del patégeno. El mejor efecto inhibitorio observado
tras incubacion de 24 horas indica que los metabolitos secundarios de /2 son producidos
mayormente en la fase estacionaria de crecimiento, lo que va en linea general con lo que sucede

con otros microorganismos. [30]

El sobrenadante presenté un buen efecto contra los patdgenos, lo que permitid inhibir su
proliferacién, pero como se pudo ver en la figura 11, el sobrenadante no eliminé completamente
las bacterias que fueron inoculadas. Con P. aeruginosa, la reduccién del nimero de colonias fue
mas importante considerando la supervivencia promedio del 0,5% de las UFC del inéculo inicial, lo
gue podria indicar un mayor efecto del sobrenadante en esta bacteria si es que se compara con S.
aureus, donde el 2,8% de las UFC promedio iniciales sobrevivieron tras las 6 horas de incubacién.
Aunque el porcentaje de supervivencia es mayor en S. aureus, sigue siendo un valor importante,
mas si se tiene en cuenta que el indculo inicial promedio es practicamente el doble al que se contd
con P. geruginosa (50000 UFC vs 25600 UFC). Los resultados obtenidos para ambos patdgenos

demuestran que el sobrenadante presenta un efecto inhibitorio importante, considerando que en
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ambos casos sobrevivieron menos del 5% del total de las unidades formadoras de colonias
promedio que fueron inoculadas en el inicio del experimento. Esta importante reduccién en las 6
horas de evaluacién podria indicar un efecto bactericida de los metabolitos presentes en el
sobrenadante, pero para afirmarlo con seguridad seria necesario realizar experimentos mas
largos, ademas de conocer mds informacion de las moléculas inhibitorias, como su mecanismo de
accién. También habria que evaluar el efecto de la concentracidn, ya que podria ser que en ciertas

concentraciones se comporte como bacteriostatico y en otras como bactericida. [31]

Teniendo el sobrenadante con mejor efecto, fue posible avanzar a la siguiente objetivo donde se
busco determinar la naturaleza de los metabolitos presentes en el sobrenadante.

Se evaluaron primero los tratamientos con temperaturas. Analizando los resultados de la figura 12,
facilmente se puede afirmar que la fraccidn tratada a 95°C por 10 minutos mantuvo el efecto
inhibitorio y no se vio afectada por el tratamiento, mientras que la fraccién tratada a 121°C por 15
minutos perdié la capacidad inhibitoria lo que significa que los metabolitos secundarios presentes
fueron degradados. A pesar de que estos no resistieron el tratamiento en el autoclave, es posible
afirmar que los metabolitos son termoestables considerando que fueron capaces de resistir
temperaturas altas cercanas a los 100°C. Algunos metabolitos conocidos por ser termoestables
son las bacteriocinas de tipo | y I, qgue como otra caracteristica relevante se sabe que son de

tamafio pequefio (menor a 10 KDa). [32][33]

La segunda caracteristica de la naturaleza a evaluar fue determinar qué sucede al tratar el
sobrenadante con proteinasa K. Los resultados obtenidos en la figura 13, en general muestran que
el sobrenadante tiene practicamente el mismo resultado con tratamiento como sin el. Con S.
aureus no hay variacién con la proteinasa respecto al sobrenadante no tratado. Con P. aeruginosa
pareciera haber crecimiento y es que se obtuvo un resultado promedio de absorbancia de casi 0,1.

El analisis realizado a nivel estadistico, indica que hay un valor significativo de p menor a 0.05 al
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analizar los resultados obtenidos entre el sobrenadante tratado con la proteasa y el no tratado.
Esto tiene como implicancia que los resultados son suficientemente diferentes, como para
establecer el que se perdié una parte del efecto del sobrenadante al ser tratado con la proteinasa
K lo que hizo crecer al patégeno. En otras palabras, el sobrenadante pareciera verse afectado por
la proteasa lo suficiente como para que se observe un pequefio crecimiento de P. aeruginosa.

Respecto al segundo analisis estadistico realizado, entre el sobrenadante tratado con proteinasa 'y
el tratado con calor a 50°C, no presenta significancia estadistica, lo que sumado al resultado
anterior, podria entenderse como que no es posible diferenciar los efectos producidos por ambos
tratamientos, pudiendo establecer que no solo es el efecto de la proteinasa, sino también del
tratamiento con calor, sumado al anterior, el que provoca el crecimiento visto en los experimentos

con P. aeruginosa.

A nivel general podria decirse que el sobrenadante de /2 no perdié el efecto con la proteinasa K,
pues hay una diferencia de crecimiento claramente observable en la figura 13 entre el crecimiento
normal en LB y el obtenido con el sobrenadante con el tratamiento, lo que podria indicar que
probablemente los metabolitos producidos por la bacteria y liberados en el sobrenadante no son
en su mayoria de origen proteico. Las proteasas degradan las proteinas y sus derivados, por lo que
si las moléculas antimicrobianas de /2 fueran metabolitos de este tipo, se hubieran degradado y
por ende el efecto se hubiera perdido por completo. El que P. aeruginosa creciera en el
sobrenadante podria indicar que su efecto es causado por mds de una molécula, pudiendo haber
metabolitos secundarios de tipo proteico que son también causantes de una parte de este efecto
inhibitorio.

Hay que agregar también que hay metabolitos secundarios, como algunas bacteriocinas, que son
resistentes al tratamiento con enzimas proteasas como la proteinasa K. Esto ocurre especialmente
con las bacteriocinas de tipo 1 y 2, que destacan también por su tamafio y por ser

termorresistentes. Esta informacién es importante considerarla ya que no se puede descartar que
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12 produzca bacteriocinas propias no descubiertas en los analisis que sean como tal las moléculas
causantes del efecto antimicrobiano producido por /2 en los patégenos indicadores, a pesar de su
naturaleza [32][33]. En otra investigacion de similar metodologia, se obtuvo un resultado distinto
al realizar el tratamiento con proteinasa K, lo que nos dice que tales moléculas muy
probablemente corresponden a moléculas de naturaleza proteica, a diferencia de nuestra
investigacion donde pareciera que los metabolitos secundarios encontrados son de naturaleza no

proteica o bacteriocinas pequenas. [34]

El dltimo pardmetro estudiado correspondio a la filtracidn. El sobrenadante fue pasado por filtros
de tamafio de poro de 50 KDa y 10 KDa con los resultados expuestos en la figura 14.

La filtraciéon de 50 KDa mostrd el mismo resultado para ambas bacterias, donde la fraccién menor
a 50 KDa fue la que mantuvo el efecto mientras la otra la perdid. Al separar por 10 KDa se observd
un resultado similar a la filtracion de mayor tamafio y es que una fraccion mantuvo el efecto
inhibitorio, siendo la fraccion menor a 10 KDa la que mantuvo la inhibicién al crecimiento.

Los resultados de ambos experimentos, se pueden unir en una sola idea ya que apuntan al mismo
resultado general, que las moléculas inhibitorias de D. incerta |12 presentes en el sobrenadante son
de un tamafio menor a 10 KDa, por lo que se pueden considerar como moléculas pequeias. Los
resultados de los andlisis estadisticos realizados en este experimento no son significativos, lo que
implica que la diferencia no es lo suficiente grande entre ambos resultados como para afirmar que
en uno de estos no hay inhibicidn y en el otro si. De ambos se puede obtener como informacién
gue el sobrenadante como tal perdié el efecto y permitié el crecimiento de la bacteria.

Las moléculas inhibitorias son de tamafio menor a 10 KDa, esto podria tener relaciéon con los
resultados obtenidos en los anteriores experimentos. En conjunto este resultado sugiere que el
sobrenadante de D. incerta 12 podria contener metabolitos secundarios pequeiios como
bacteriocinas de tipo | o ll, si se tiene en consideracion la similitud de las caracteristicas de estas

ultimas y los resultados obtenidos en los distintos experimentos. [32]
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10. CONCLUSION

Esta investigacion logrdé obtener resultados relevantes. Respecto a estos, se concluye que para
Desemzia incerta 12 la presencia de aireacién, obtenida a través de la agitacion a nivel
experimental, corresponde a un estimulo positivo para la liberacién de moléculas antimicrobianas.
Junto con la agitacidn, una incubacién mas larga también permite la obtencidn de mayor actividad
inhibitoria.

Las metabolitos liberados por /12 y presentes en el sobrenadante obtenido demostraron tener
potencial antimicrobiano de amplio espectro, pues el sobrenadante fue capaz de inhibir el
crecimiento de bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus), como Gram negativas
(Pseudomonas aeruginosa).

Respecto a la naturaleza de las moléculas, se observd que el sobrenadante no se vié afectado por
el tratamiento a 95°C por 10 minutos, no se vio afectado mayormente por el tratamiento con la
proteinasa K y mantuvo su efecto inhibitorio solo en la fraccién menor a 10 KDa tras ser filtrado.
Esto permite concluir que las moléculas producidas por /2 son termoestables, no parecen ser de
tipo proteico y son de tamafio menor a 10 KDa. También tales caracteristicas podrian indicar la
presencia de bacteriocinas pequefias.

Considerando los resultados expuestos, se acepta que D. incerta 12 posee moléculas con capacidad
antimicrobiana de amplio espectro.

A pesar de los resultados prometedores, es importante seguir realizando nuevos estudios sobre
Desemzia incerta 12 y su potencial antimicrobiano. Esta informacion obtenida es relevante, pero
aun queda mucho por conocer sobre esta bacteria y sus compuestos antimicrobianos. Esta
investigacion puede utilizarse como base para proximos y futuros estudios respecto a /2, que
segln se puede evidenciar en nuestro estudio, produce metabolitos secundarios con potencial
inhibitorio. Tendria especial relevancia el realizar una caracterizacién del sobrenadante y conocer
mas del metabolito especifico que cuenta con capacidad antimicrobiana, el cual podria presentar

relevancia en clinica en unos anos.
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12. ANEXOS

1. Tabla extendida de los resultados del experimento de viabilidad para S. aureus. Conteo

destacado en verde correspondid al amplificado para obtener las UFC x mL de esa

repeticion. Se intentd utilizar la dilucién mas grande en la mayoria de los casos donde fue

posible. El promedio de los resultados de UFC x mL es el valor utilizado en la grafica.

UFC xmL 1070 107-1 10/-2
Indculo inicial
38200 3820 -
65000 6500 -
47000 4700 -
X: 50067
+3 horas
5800 580 10
1600 160 4
x:3700
+ 6 horas
2700 27 2
130 1 0
x:1415
% de UFC restantes tras 6 horas 2,82%
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Tabla extendida de los resultados del experimento de viabilidad para P. aeruginosa.
Conteo destacado en verde correspondid al amplificado para obtener las UFC x mL de esa
repeticion. Se intentd utilizar la dilucién mas grande en la mayoria de los casos donde fue

posible. El promedio de los resultados de UFC x mL es el valor utilizado en la grafica.

UFC x mL 1070 1071 107-2

Indculo inicial

19300 1930
11500 1150
46000 4600
X: 25600
+3 horas
30 0
850 0
3300 2
X:1393
+ 6 horas
0 0 0
0 0 0
380 7 3
x:127
% de UFC restantes tras 6 horas 0,49%
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3. Resultados extendidos del experimento de evaluacidn del efecto de la proteinasa K en el

sobrenadante de /2. La grafica fue construida con el promedio y la desviacion estandar.

Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio | Desviacidn
estandar

SA + Sobrenadante con 0 0.044 0.002 0.015 0.020
Proteinasa K (50°C x 1 hora)

SA + Sobrenadante tratado 0 0.035 0.002 0.012 0.016
50°C por 1 hora

PA + Sobrenadante con 0.208 0.058 0.001 0.089 0.087
Proteinasa K (50°C x 1 hora)

PA + Sobrenadante tratado 0.084 0.076 0.003 0.054 0.036
50°C por 1 hora

SA + Sobrenadante no tratado 0.004 0.001 0.003 0.003 0.001
PA + Sobrenadante no tratado 0 0.030 0.002 0.011 0.014

4. Resultados extendidos del experimento de evaluacion del efecto de la filtracion (50 KDa)

en el sobrenadante de /2. La grafica se construyd con el promedio y la desviacidn estandar.

Repeticion 50 KDa Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion | Promedio Desviacion
3 estandar
SA + Sobrenadante > 50 KDa 1.164 1.073 0.836 1.024 0.138
SA + Sobrenadante < 50 KDa 0 0.039 0.004 0.014 0.018
PA + Sobrenadante > 50 KDa 1.310 1.180 0.993 1.161 0.130
PA + Sobrenadante < 50 KDa 0 0.005 0.002 0.002 0.002
SA + Sobrenadante sin filtrar 0 0.018 0.005 0.007 0.007
PA + Sobrenadante sin filtrar 0 0.033 0.002 0.012 0.015
LB + SA 1.294 1.363 1.797 1.485 0.222
LB +PA 1.080 1.139 1.260 1.160 0.074
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5. Resultados extendidos del experimento de evaluacidn del efecto de la filtracién (10 KDa)

en el sobrenadante de /2. La grafica se construyd con el promedio y la desviacidn estandar.

Repeticion 10 KDa Repeticion 1 | Repeticién 2 | Repeticion 3 | Promedio | Desviacién
estandar
SA + Sobrenadante > 10 KDa 1.314 1.272 1.225 1.270 0.036
SA + Sobrenadante < 10 KDa 0 0.016 0 0.005 0.007
PA + Sobrenadante > 10 KDa 1.120 1.203 1.025 1.116 0.072
PA + Sobrenadante < 10 KDa 0 0.031 0.010 0.014 0.013
SA + Sobrenadante sin filtrar 0 0.026 0.003 0.010 0.011
PA + Sobrenadante sin filtrar 0 0.011 0.002 0.004 0.005
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