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RESUMEN: El aumento y duracién de las misiones espaciales ha
creado la necesidad de entender cémo las bacterias oportunistas
se comportan en un ambiente de microgravedad. En este
estudio describimos, por medio de un experimento, el efecto
del pH y la concentracién de carbeniciling, en el crecimiento
de Klebsiella pneumoniae en condiciones de microgravedad
simulada (MGS) y gravedad normal (1g). La MGS, simula el
ambiente extracelular estético que ocurre en condiciones de
microgravedad; se logré utilizando un clinostato que permite
colocar en rotacién los medios de cultivo, causando una re-
orientacién continua en el vector de gravedad, permitiendo
que las células permanezcan en una regién limitada. Los
resultados muestran que en condiciiones de MGS, los cultivos
expeirmentan una leve autolisis en una etapa temprana
comparado con condiciones de 1g, a pH y concentracién de
carbenicilina equivalentes. Se observé que cultivos en
condiciones de MGS experimentan un aumento en la densidad
ptica a pH 6.5, 8.5 y 9.5; por otro lado, con altas
concentraciones de carbeniciling; ocurre lo opuesto a pH 7.5.
A mayor concentracién de carbeniciling, se observé un aumento
de densidad éptica a 1gy pH 7.5, pero, no se observaron
cambios de densidad épitica a pH 6.5, 8.5y 9.5. Finalmente,
luego de 18 horas de incubacién, no importando el pH inicial
del medio, fodos los cultivos poseian un pH final entre 5.2 y
6.4. Proponemos el uso de la microgravedad como una
herramienta para acelerar las pruebas de nuevos medicamentos
para microorganismos multiresistentes. Hasta donde sabemos,
este es el Unico estudio que demuestra una diferencia en la
activacién de autolisis en condiciones de MGS y 1g y evalia
las tres variables de pH, concentracién de carbenicilina y
condiciones de gravedad en la densidad éptica de K.
pneumoniae.

PALABRAS CLAVE: Microgravedad simulada, Klebsiella pneumoniae,
resistencia a antibidticos, pH.

Klebsiella pneumonia behavior under microgravity at various
pH and carbenillin concentrations

ABSTRACT: As space exploration becomes of longer durations, the
importance of understanding how opportunistic microorganisms
behave in microgravity increases. This study describes the effects
that media pH and carbenicillin concentration have on Klebsiella
pneumoniae growth under simulated microgravity (SMG)
conditions with respect to 1g. SMG was achieved using a
clinostat that permits culture rotation, constant gravity vector
reorientation, and simulation of some aspects of the expected
quiescent extracellular environment believed to occur in
microgravity. Results showed that under SMG, cultures underwent
mild autolysis, or cell self-digestion, at an earlier stage than
under 1g at equivalent pH and antibiotic concentrations, a
phenomenon not previously observed. Under SMG at pH 6.5,
8.5, and 9.5, cultures at higher carbenicillin concentrations
presented increased optfical density; at pH 7.5, the opposite
trend occurred. In contrast, at 1g increasing carbenicillin
concentrations led to no change or decrease in optical density
at pH 6.5, 8.5, and 9.5 while ot pH 7.5 they led to increased
optical density. Furthermore, after 18 hours of incubation,
regardless of initial media pH, all cultures had a final pH
between 5.2 and 6.4. We propose the use of simulated
microgravity as a tool to accelerate the tests of new antibiotics
for multiresistant bacteria. This study is unique in that it describes
a difference in autolysis activation under different gravitational
conditions while evaluating effects of pH and carbenicillin
concentration.

KEYWORDS: Simulated microgravity, Klebsiella pneumoniae,
antibiofic resistance, pH.
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Introduccion

Los 60 afios de exploracién espacial cumplidos en 2017, el
aumento de las misiones humanas al espacio y el descubrimiento
de la presencia de bacterias en las estaciones espaciales
(Checinska et al., 2015; Kawamura et al., 2001; Venkateswaran
et al., 2014) han aumentado el interés en el estudio de la
microbiologfa en el espacio. En los Glimos afios se ha encontrado
que en condiciones de microgravedad simulada (MGS), las
bacterias se comportan de forma diferente (Zea et al., 2016).
Algunos cambios fisiolégicos observados incluyen: cambio en
la tasa de crecimiento, transcriptémica, metabolismo, resistencia
a ambientes acidicos (Guo et al., 2015), aumento del grosor
de la pared celular (Tixador, Richoilley, Gasset, Planel, et al.,
1985), aumento de la formacién de biopelicula (H. Wang et
al., 2016), aumento en virulencia (Rosado, Doyle, Hinds, &
Taylor, 2010; Wilson et al., 2007), disminucién o aumento de
susceptibilidad a antibiéticos (Aunins et al., 2018; Kalpana,
Cha, Park, & Lee, 2012; D. M. Klaus & Howard, 2006; Lapchine
et al., 1986; Tixador et al., 1994; Tixador, Richoilley, Gasset,
Templier, et al., 1985), entre ofras.

Los estudios de microgravedad simulada se han realizado en
la tierra utilizando un aparato llamado clinostat o clinostato que
permite simular las condiciones de gravedad cero del espacio.
Esto se logra colocando un recipiente cilindrico lleno de liquido
(sin aire) en rotacién con velocidad constante. Dicho movimiento
permite reorientar el vector gravedad suspendiendo las particulas
aleatoriamente y evitando la sedimentacién de las mismas en
el medio liquido (Figuras 1y 2). El clinostato permite imitar el
ambiente extracelular estdtico que se alcanza, en bacterias no
motiles, en microgravedad ya que la rotacién Gnicamente le
permite consumir a la bacteria los nutrientes que rodean. El
objetivo del clinostato es rotar el medio lo suficientemente rdpido
para prevenir que el organismo responda a la gravedad, pero

suficientemente lento para evitar introducir fuerzas de
centrifugacién al sistema (Benoit & Klaus, 2007; D. Klaus, 2001).

Diversos estudios han demostrado que el ambiente espacial
compromete el sistema inmune de los astronautas (Sonnenfeld,
2005b, 2005a) y que bacterias oportunistas como Klebsiella
pneumoniae crecen sin ningun problema en el espacio (Hammond
etal., 2016; Kalpana et al., 2012; H. Wang et al., 2016; P.
Wang & Wang, 2016), en estaciones espaciales (Checinska et
al., 2015; Kawamura et al., 2001; Venkateswaran et al., 2014),
naves espaciales (Checinska et al., 2015; Novikova, 2004) y
colonizan a astronautas (Ritchie, Taddeo, Weeks, & Bloomfield,
2015; Taylor, Kim, & Lee, 2007).

K. pneumoniae es una bacteria Gram negativo anaerobia
facultativa fermentadora de lactosa. Posee una naturaleza ubicua
y es conocida como un patégeno oportunista que puede causar
una serie de enfermedades como neumonia, meningitis e
infecciones en el torrente sanguineo (Martin & Bachman, 2018).
Debido a que, en los Gltimos afios, esta bacteria ha desarrollado
resistencia a antibidticos de tercera generacién como
cefalosporinas y carbapenemas, se ha clasificado como prioridad
uno o critica en la Gltima lista de la OMS (Organizacién Mundial
de la Salud) de patégenos prioritarios resistentes a antibidticos
a nivel global (Knols et al., 2016). En America Lating, en 2014
se reporté la presencia de K. pneumoniae resistente desde el
19% en Per( hasta llegar al 87% de resitencia en Bolivia. En
2013 se reportd K. pneumoniae resistente a carbapenemas
desde un rango de suspetibilidad total en Republica Dominacana
hasta llegar al 28% de resitencia en Guatemala (Gelband et
al., 2015).

A pesar que existen estudios del comportamiento de K.
pneumoniae en condiciones de MGS, no existe ningin estudio
que describa el efecto del pH y la concentracién de carbenicilina
en el crecimiento de Klebsiella pneumoniae en condiciones de

MGS

Figura 1. Diferencia entre microgravedad simulada y gravedad (Modificada de D. Klaus, 2001) La figura de la izquierda representa un sistema que se encuentra con gravedad normal (1g), en la que las parficulas
se sedimentan debido a que no existe movimiento en el sistema. La figura de la derecha representa un sistema que se encuentra en rofacion con velocidad constante en condiciones de microgravedad simulada
(MGS), en la que las particulas se mueven de forma aleatoria e independiente siguiendo una frayectoria circular.

110 Revista 37 de la Universidad del Valle de Guatemala (2019)



Figura 2. Clinostat utilizado para realizar los experimentos, propiedad de BioServe Space Technologies

MGS y 1g. En este experimento observamos el efecto de estas
dos variables por un periodo de 18 horas de crecimiento en
microgravedad simulada y gravedad normal.

Materiales y métodos

Cepa bacteriana: La cepa de Klebsiella pneumoniae utilizada se
obtuvo de un aislamiento de la mosca mexicana de la fruta,
Anastrepha ludens, producida por el Programa Moscamed de
Guatemala en la planta Moscamed Guatemala, Petapa. La
cepa fue caracterizada por el Centro de Estudios en Biotecnologia
de la Universidad del Valle de Guatemala, utilizando
secuenciacién de nueva generacion. Esta cepa de K. pneumoniae
es semi-movil y resistente naturalmente a 50ug/ml de carbenicilina.

Reactivos: Se utilizé medio de cultivo Luria-Bertani (LB) formulado
con los siguientes reactivos: levadura (Mercke), peptona (Mercke)
y NaCl (Mercke). Los pHs (6.5, 7.5, 8.5 y 9.5) se ajustaron
utilizando NaOH éM (Mercke) y HCl TM (Mercke) con un
potenciémetro Hatche. Para suplementar los medios se utilizd
un stock de carbenicilina a 50000ug/ml (Sigma Aldriche
LotBCBV9477)

Equipo: Se utilizé un clinostat (BioServe Space Technologies, Cat.
No. GAP-A540) para rotar tubos Falcon (15mly 50ml) y placas
de 96 pozos a una velocidad angular de 10 rpm en un cilindro
de policarbonato con un didmetro de 10cm. El clinostato se
colocé dentro de una incubadora (Fisher Scientifice, Model
3596), a 37°C. Para obtener la densidad bacteriana (DO
600nm), se utilizé un lector de ELISA (BioTek ELx800).

Crecimiento en Microgravedad simulada (MGS): Se inicié un cultivo
madre de K. pneumoniae en medio LB pH 7.5, este se cultivd
en condiciones estdticas por 18 h a 37°C. Este cultivo madre
se utilizé para inocular 4 tubos Falcon de 15ml por pH (6.5,
7.5, 8.5y 9.5) con una dilucién 1:10. Se utilizé un control
(medio LB sin bacteria) por cada pH utilizado. Se aseguré que
los cultivos y controles no tuvieran burbuja de aire (ancerobiosis)
y luego fueron incubados en el clinostat por 18 h a 37°C. Cada
medio se diluyé para llegar a un estandar McFarland 0.5 y se
separaron para suplementarlos con las distintas concentraciones
de carbenicilina (20ug/ml, 50ug/ml, 80ug/ml, 110ug/ml). Estos
medios inoculados y suplementados se colocaron en
cuadruplicado en placas de 96 pozos selladas y fueron incubados
en el clinostat por 18 h a 37°C. Se midié la densidad bacteriana
(DO 600nm) en duplicado, cada hora por las primeras 8 horas
y se realizé una medida final @ las 18 horas. Por dltimo, se midié
el pH del medio utilizando papel pH (Hydrione). Observar
procedimiento en Figura 3.
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Crecimiento en gravedad normal (1g): Los controles de gravedad
1g se realizaron de la misma manera que las pruebas en MGS
(misma preparacién, cultivo madre, condiciones, fiempo, equipo
y metodologia).

Estadistica: Se realizaron comparaciones entre tratamientos
utilizando la T del Estudiante de dos colas.

Resultados y discusion

Para evaluar el efecto de microgravedad simulada en el
crecimiento de Klebsiella pneumoniae en diferentes condiciones
de pH y concentracién de carbeniciling, se evaluaron todas las
combinaciones posibles en microgravedad simulada y en
gravedad normal. La Tabla 1 muestra el cambio del pH inicial
del medio comparado con el pH final en condiciones de MGS
y 1g. A pesar que el pH final del medio se midié con papel pH
es posible observar que, no importando el pH inicial del medio
o las condiciones de gravedad del cultivo, luego de 18 horas
de incubacién el pH del medio se estabilizé entre 5y 6. Lo
anterior indica que la regulacién del pH no se ve afectada en
K. pneumoniae en condicién de MGS. K. pneumoniae consigue
estabilizar el pH al regular la produccién de metabolitos
secundarios aumentando la concentracién de 2,3-butanediol
para aumentar el pH del medio, o aumentando la concentracion
de dcido lactico para acidificarlo (Garg & Jain, 1995). Es
importante aclarar que en este experimento no se realizé una
caracterizacién de los metabolitos secundarios presentes en el
medio de cultivo; por lo anterior es posible que K. pneumoniae
haya utilizado ofro método de regulacién de pH o haya producido
ofros metabolitos secundarios en condiciones de MGS.

Debido a que K. pneumoniae es naturalmente resistente a
50ug/ml de carbenicilina, se evalué la diferencia de densidad
bacteriana a concentraciones de 20, 50, 80 y 110ug/ml de
carbenicilina en diferentes pH. En la Figura 4, se observa la
densidad éptica alcanzada luego de 18 horas de crecimiento
y exposicién a las distintas variables. Las desviaciones de los
datos se deben a la presencia de burbujas y/o suciedad en la
membrana transparente que se le colocd a la placa en incubacién.

Tabla 1. Cambio de pH en el medio en condiciones de SMG y Tg. Promedio
y desviacion estdndar de mediciones de pH final luego de 18 horas de incubacion
a 37°Cen condiciones de SMG y 1g.

pH inicial del | pH final del medioen | pH final del medio en
medio condiciones de 1g condiciones de MGS
6.5 53+05 52+05
7.5 56 =05 59+09
8.5 60+04 59+03
9.5 61+04 64+05
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La falta de datos de densidad éptica en condiciones de MGS
y 1g a pH 7.5 con 20 ug/ml de carbenicilina se debe a la
imposibilidad de medicién por la presencia de burbujas que
abarcaban todo el pozo.

Debido a que en distintas investigaciones en MGS se han
observado que K. pneumoniae aumenté su resistencia a
antibidticos y sobrevive en ambientes hostiles (Hammond et al.,
2016; Kalpana et al., 2012; H. Wang et al., 2016; P. Wang
& Wang, 2016), se esperaba observar un aumento de densidad
dptica no importando el pH del medio y la concentracién de
carbenicilina. En la Figura 4, se observa que en condiciones de
MGS existe una diferencia significativa entre las densidades
dpticas obtenidas evaluadas agrupadas segin el pH del medio
y las condiciones de gravedad. En MGS la mayor densidad
dptica se obtuvo a un pH de 8.5 con una concentracién de
110ug/ml de carbeniciling; este aumento de resistencia a
carbenicilina se observa a pH extremos y medios (6.5, 8.5 y
9.5). En condiciones de 1g, la mayor densidad dptica se obtuvo
a un pH de 8.5 con una concentracién de 20ug/ml de
carbeniciling; esta resistencia a carbenicilina varia segin el pH
del medio aumentando a 50ug/ml en pH extremos (6.5 y 9.5)
y llegando a 80ug/ml en pH 8.5. Lo descrito anteriormente
indica que en condiciones de 1g la resistencia a carbenicilina
es dependiente al pH del medio, mientras que en condiciones
de MGS la resistencia a carbenicilina aumenta sin importar el
pH del medio.

Por Gltimo, se evalué la densidad bacteriana en la fase estacionaria
de la curva de crecimiento de K. pneumoniae en distintas
condiciones de gravedad, concentracién de carbenicilina y pH
(Figura 5). Debido a que los datos de densidad bacteriana se
tomaron utilizando un lector de ELISA, existen algunos datos
atipicos por la presencia de burbujas en la placa.

En la Figura 5 podemos observar que no importando las
condiciones de gravedad, pH y concentracién de carbeniciling,
K. pneumoniae alcanza una densidad éptica similar en la fase
estacionaria. En condiciones de MGS, no importando las variables
evaluadas, K. pneumoniae experimenta una autolisis leve luego
de 3 horas; mientras que en condiciones de 1g el fenémeno de
autolisis se observa mds pronunciado y luego de 6 horas. Lo
descrito en esta investigacion no concuerda con la investigacion
de autolisis en microgravedad en Escherichia coli y Bacillus
subtilis realizada por Kacena et al. (1999), pues encontraron
que no existe diferencia entre la razén de autolisis experimentada
en condiciones de microgravedad y gravedad normal. Nosotros
proponemos que la diferencia en el tiempo e intensidad de la
autolisis observada fue debido a que, en condiciones de MGS
las bacterias regulan el pH local de una manera mds eficiente
afectando el ingreso del antibiético betalactémico al periplasma.
El ingreso reducido del antibiético permite a las bacterias
reproducirse y sobrevivir en ambientes hostiles al dedicar su
metabolismo al crecimiento en lugar de la reparacién celular.
Sin embargo, no se obtuvieron datos experimentales para
comprobarlo. La descripcién de esta activacién de autolisis en
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condiciones de MGS puede ser un punto de partida para futuros
estudios acerca de las implicaciones de la activacién de autolisis
en etapas tempranas en la fase estacionaria en la virulencia de
K. pneumoniae en condiciones de MGS. Adicionalmente puede
motivar el estudio del cambio de la estructura molecular de
antibidticos, alterando su habilidad de ingresar al periplasma
en condiciones de MGS. El experimento también demuestra
que es posible realizar estudios de aumento de resistencia a
antibioticos de una forma acelerada, al cultivarlos en un ambiente
de microgravedad simulada. Esta técnica puede ser una
herramienta que permita acelerar las pruebas de nuevos
medicamentos en microorganismos multiresistentes.

Conclusiones

1. Las condiciones de MGS no afectan la adaptacién natural
al pH del medio.

2. K. pneumoniae en MSG alcanza una mayor densidad éptica
a altas concentraciones de carbenicilina y pHs écidos y
bésicos.

3. La resistencia a carbenicilina en condiciones de 1g, es
dependiente al pH del medio

4. La resistencia a carbenicilina en condiciones de MGS,
aumenta sin importar el pH del medio.

5. K. pneumoniae cultivada en condiciones de MGS experimenta
una autolisis mds leve y en etapas mds tempranas que en
1g.

6. La microgravedad podria utilizarse como una herramienta
para acelerar las pruebas de nuevos medicamentos para
microorganismos multiresistentes.
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