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Resumen

La resistencia antimicrobiana es una de las mayores amenazas para la salud global, impulsando la
busqueda urgente de nuevos farmacos. La busqueda tradicional de antibidticos en microbios del
suelo ha llegado a un limite, con una tasa de éxito menor al 1%. Este articulo presenta una estrategia
innovadora: la exploracion de actinobacterias aliadas de avispas sociales costarricenses, un nicho
ecologico poco estudiado. El proyecto, desarrollado en el Centro de Investigacion en Biotecnologia del
TEC, aplica un enfoque integral que combina cultivo con elicitores, ensayos antibacterianos y analisis
quimico avanzado mediante espectrometria de masas. Los resultados preliminares muestran que uno
de cada siete extractos logré detener el crecimiento de bacterias patégenas, destacando bacterias de
los géneros Saccharopolyspora y Pseudonocardia. Estos hallazgos, junto con el uso de herramientas
de andlisis computacional, estan revolucionando la busqueda de nuevos antibidticos y abriendo una
nueva esperanza frente a bacterias altamente resistentes que representan un desafio actual para la
salud publica.
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Abstract

Antimicrobial resistance is one of the greatest threats to global health, driving the urgent search for
new drugs. The traditional search for antibiotics in soil microbes has reached its limit, with a success
rate of less than 1%. This article presents an innovative strategy: exploring symbiotic bacteria from
Costa Rican social wasps, an ecological niche that has been scarcely studied. The project, developed
at the Biotechnology Research Center (CIB) of the Costa Rica Institute of Technology, applies an
integrated approach that combines bacterial cultivation with natural stimulants, antibacterial assays,
and advanced chemical analysis through mass spectrometry. The results show that one out of every
seven extracts was able to inhibit the growth of harmful bacteria, highlighting strains from the genera
Saccharopolyspora and Pseudonocardia. These findings, together with the use of computational
analysis tools, are revolutionizing the search for new antibiotics and bringing renewed hope against
highly resistant bacteria tha threatens public health.

Keywords: antimicrobial resistance, bioprospecting, actinobacteria, metabolomics, artificial intelligence.

Introduccion

La resistencia a los antibidticos constituye una amenaza creciente para la salud publica global,
afectando el tratamiento de infecciones comunes y la capacidad de respuesta ante emergencias
sanitarias. Se estima que para el afio 2050 las infecciones resistentes podrian provocar mas muertes
que el cancer [1]. Este problema no se limita al &mbito hospitalario: impacta también a la agricultura, la
produccion animal y la industria alimentaria, donde el uso extensivo de antimicrobianos ha favorecido
la aparicion de cepas resistentes [2, 3].

Durante la llamada edad de oro de los antibidticos (1940-1970), la tasa de descubrimiento de nuevos
compuestos era alta. Muchos provenian de actinobacterias, especialmente del género Streptomyces,
aisladas de suelos y ambientes naturales [4]. Sin embargo, el ritmo de descubrimiento decayd
drasticamente debido al redescubrimiento constante de moléculas y a las barreras econémicas [5]. Frente
a este panorama, la ciencia busca nuevas estrategias: explorar microbiomas Unicos y aplicar tecnologias
especializadas para el estudio de moléculas especificas, también llamadas tecnologias émicas [6, 7].
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Figura 1. Linea de tiempo de la investigacion para descubrir moléculas antibacterianas en el Centro de Investigacion

en Biotecnologia (CIB-TEC) desde 2017. Se ha empleado enfoque de bioprospeccion computacional y metaboldmica

en las cepas de Steptromyces sp. (Step.), Saccharopolyspora sp. (Sac.) [13] y Tsukamurella sp. (Tsuk.) [14,15]. Fuente:
Disefio propio con llustraciones generadas a partir de fotografias originales de laboratorio con Gemini, 2025.
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La bioprospeccion de microbiomas de insectos sociales, como hormigas y avispas, ha emergido como
una frontera prometedora de nuevas moléculas bioactivas [8, 9]. Estos insectos han evolucionado
relaciones simbioticas con actinobacterias que producen antibiéticos para proteger sus colonias de
patdgenos, lo que las convierte en fuentes ideales de nuevos compuestos [10]. En distintas partes del
mundo, se han logrado avances significativos aplicando estos enfoques: en Brasil, actinobacterias de
hormigas cortadoras de hojas han dado lugar a la identificacién de nuevos policétidos [8]; en Japdn,
se han caracterizado metabolitos Unicos de bacterias marinas profundas [9]; y en Estados Unidos,
se han desarrollado plataformas de co-cultivo para activar rutas biosintéticas silenciadas [10]. En
este contexto, el Laboratorio de Bacteriologia del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CIB) del
Instituto Tecnoldgico de Costa Rica cuenta con capacidades técnicas y humanas para abordar este
desafio, con una ruta de investigacién basada en las actinobacterias asociadas a avispas sociales
costarricenses [11] (Figura 1).

La investigacion inicid con el aislamiento y evaluacion de actividad antibidtica de estas bacterias
provenientes de los nidos y adultos de las avispas [12]. Posteriormente, se consolidé una coleccién
de cepas y se publicaron los primeros genomas de cepas de Saccharopolyspora sp. y Streptomyces
sp. [13], y posteriormente el de las cepas 8F y 8J de Tsukamurella sp. [14], lo que permitio vislumbrar
su potencial biosintético. Estudios fenotipicos posteriores en Tsukamurella sp. confirmaron que
se trataba de cepas novedosas con un prometedor perfil antimicrobiano [15]. Recientemente, la
caracterizacion genémica avanzada de estas cepas ha revelado una riqueza excepcional de clusteres
de genes biosintéticos, confirmandolas como candidatas prioritarias para la busqueda de nuevos
antimicrobianos [16, 17]. Esta trayectoria de siete afios de exploracion cientifica ha sido documentada
en revisiones que resumen el esfuerzo y los hallazgos del grupo [11, 18]. En la fase actual (2025), el
estudio se centra en el andlisis metaboldmico de los extractos obtenidos.

El objetivo del presente trabajo es comunicar los avances recientes de la bioprospeccion de
antimicrobianos de actinobacterias en el TEC, asi como mostrar el potencial de la investigacion en
curso para avanzar en el descubrimiento y caracterizacion de moléculas nuevas.

Metodologia

La investigacion se desarrolla en tres fases principales: primero, se cultivan las bacterias bajo diferentes
condiciones y con compuestos que estimulan la produccion de moléculas bioactivas. Luego, se
obtienen los extractos y se prueban frente a bacterias patégenas para identificar aquellas con mayor
capacidad antibacteriana. Finalmente, los extractos se analizan con espectrometria de masas, lo que
permite identificar los compuestos (Figura 2). Los pasos generales que se siguen son:

Cultivo y Elicitacion: Se cultivan 12 cepas seleccionadas bajo diferentes condiciones nutricionales y
con cuatro moléculas elicitoras para estimular la produccion de metabolitos secundarios, seguido de
la cosecha y liofilizacion de biomasa.

Extracciéon y Bioensayos: Se obtienen extractos crudos con solventes organicos, los cuales son
evaluados frente a bacterias patdégenas mediante antibiogramas. Esto permite evaluar la actividad
antibidtica.

Analisis Metaboldmico: Los extractos activos se analizan mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas de alta resolucion (LC-HRMS). El uso de redes moleculares y herramientas
bioinformaticas permite la anotacion y potencial identificacion de los metabolitos responsables de la
actividad bioldgica.
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Proceso de laboratorio para el descubrimiento de nuevos antibiéticos

|
i)

" Cosecha _y=
liofilizacién de las
cepas elicitadas

&
3

Crecimiento de las
actinobacterias en
diferentes medios

Extraccion alcohdlica
de los metabolitos

Experimentos de
elicitacion

= RS
o S
/ “ OO’
( *.*"‘ A .'
s on "0 % =
N2 L = =
Pruebas Registro de Extraccion y
antibiogramas con actinobacterias con caracterizaciéon de
bacterias patégenas actividad antibidtica metabolitos
L J\ N )

Figura 2. Esquema del proceso experimental para el descubrimiento de antibidticos a partir de actinobacterias:
(1) crecimiento en diferentes medios de cultivo, (2) experimentos de elicitacion, (3) cosecha vy liofilizacion, (4)
extraccion de metabolitos con acetato de etilo, (5) pruebas de antibiogramas frente a bacterias patdgenas, (6)
registro de cepas con actividad antibidtica, y (7) extraccién y caracterizacion de metabolitos mediante andlisis
metaboldmico de todos los extractos, inclusive los que no muestran actividad antibidtica. Fuente: Disefio
propio con llustraciones generadas a partir de fotografias originales de laboratorio con Gemini, 2025.

Resultados y discusion

Aunque el proyecto se encuentra en ejecucion, se han logrado avances significativos en el cultivo y
extraccion de metabolitos, con un 70% de avance global. El esquema de trabajo metodoldgico se ha
optimizado para lograr procesar todas las pruebas estipuladas (Figura 3).

Tras completar la fase de crecimiento y elicitacion de las cepas seleccionadas, los analisis revelan una
notable diversidad de metabolitos, algunos con actividad antibacteriana comprobada en laboratorio.
Las cepas codificadas como 8F, 6U y 6M han presentado altos porcentajes de inhibicion en pruebas de
crecimiento bacteriano, lo que evidencia su potencial para producir compuestos naturales con efecto
antimicrobiano.

Hasta el momento se han realizado un total de 1342 pruebas, con un 14% de resultados positivos,
la mayor actividad se registra frente a E. coli y Bacillus thuringiensis (Fig. 4.a). Aunque representa
una fraccion limitada, confirma la presencia de cepas con capacidad bioactiva. Los géneros
Saccharopolyspora sp. y Pseudonocardia sp. registran los promedios mas altos de actividad, seguidos
de Streptomyces sp (Fig. 4.b). Este patrén evidencia la riqgueza metabdlica del grupo y su potencial
como fuente natural de nuevos agentes antimicrobianos.
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Figura 3. Fotografia del trabajo realizado por Eunice Cérdoba Fernandez, estudiante de la carrera de Ingenieria en
Biotecnologia y asistentes de Investigacion en el Laboratorio de Bacteriologia del Centro de Investigacion en Biotecnologia
del TEC. Las actinobacterias se trabajan en camara de bioseguridad donde no se contaminan. Las cepas se preservan
crioconservadas y se activan nuevamente en diferentes fases del estudio. Fotografias por Ruth Garita Flores.

Los resultados obtenidos, con un 14% de extractos activos, adquieren mayor relevancia al contrastarlos
con el panorama histérico de la bioprospeccion. Los métodos tradicionales de screening aleatorio en
microbios del suelo tienen una tasa de éxito abismalmente baja, estimada en menos del 1% [5, 13].
Este alto fracaso no se debe a la falta de compuestos en la naturaleza, sino a nuestra incapacidad
para cultivar la mayorfa de los microorganismos (el “microbioma oscuro”) y a la repeticion constante
de descubrir las mismas moléculas. En este contexto, nuestro enfoque, dirigido a un nicho ecolégico
especifico y utilizando elicitores para activar rutas metabdlicas silenciosas, demuestra ser una buena
estrategia. La alta actividad de géneros como Saccharopolyspora y Pseudonocardia, menos explorados
que Streptomyces, evidencia que desviar los esfuerzos hacia simbiontes de insectos es una apuesta
valiosa para escapar del ciclo de redescubrimiento [9, 14, 19]. Este potencial se corrobora a nivel
genético, ya que analisis gendémicos de cepas aisladas en este proyecto, como Tsukamurella sp., han
confirmado la presencia de una gran diversidad de grupos de genes encargados de fabricar moléculas
bioactivas (clusteres biosintéticos), muchos de ellos putativamente novedosos [15,16].

La verdadera disrupcion en el campo va mas alla de encontrar actividad antimicrobiana en las
muestras del laboratorio; reside en nuestra capacidad para predecir y descifrar el potencial oculto
de los microbios. Aqui es donde la gendmica y las herramientas de analisis computacional e
inteligencia artificial (IA) ayudan a predecir moléculas nuevas. Mientras nuestro proyecto avanza hacia
la caracterizacion molecular con LC-HRMS, el estado del arte global ya esta utilizando algoritmos
de machine learning entrenados con miles de compuestos conocidos. Por ejemplo, ademas de la
busqueda en bases de datos de espectros de masa para la potencial identificacion de compuestos, el
flujo de trabajo aplicado en este proyecto involucra el uso de arboles de fragmentacién para predecir una
huella molecular de los metabolitos desconocidos mediante machine learning, que a su vez se utiliza
para busqueda en base de datos como PubChem [20]. El uso de estas IAs puede analizar secuencias
genéticas de actinobacterias para predecir no solo si un conjunto de genes producira una molécula
novedosa, sino también inferir su estructura tridimensional, como hemos reportado previamente
[14,17]. Esto significa que, en el futuro, podremos priorizar en el laboratorio solo los candidatos que de
acuerdoa los analisis computacionales sean los mas prometedores, pasando de un screening aleatorio
a un disefio inteligente que ahorre tiempo y recursos. Este enfoque, complementado con técnicas de
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biologia sintética para producir los compuestos en organismos llamados biofabricas, no solo aumenta
la eficiencia, sino que también democratiza el acceso a la biodiversidad [17]. Asi, la bioprospeccién
esta evolucionando de una disciplina puramente experimental a una ciencia hibrida, computacional y
predictiva, que combina el poder de la evolucion natural, reflejado en nuestras avispas, con la precision
de los algoritmos, para impulsar la lucha contra las infecciones.

a) b)
Proporcidén de actividad antimicroniana Promedio de actividad antimicrobiana
(1346 pruebas) por género

Pruebas Positivas
Saccharopolyspora sp. _ 14,1
Pseudonocardia sp. _ 13
Streptomyces sp. _ 12,3
Amycolatopsis sp. _ ns
Tsukamurella sp. _ 10,5
Nocardiopsis sp. _ 7,1

0 5 10 15
Pruebas Negativas = Promedio de actividad (%)

Figura 4. Resultados generales preliminares de la actividad antimicrobiana de los extractos de
actinobacterias aisladas de avispas sociales costarricenses de la tribu Epiponini. Las pruebas incluyen
extractos de bacterias cultivadas en medio IMA con y sin elicitores. a) Proporcion total de actividad
antimicrobiana detectada. b) Promedio de actividad antimicrobiana por género de actinobacteria.

Conclusiones

Los hallazgos obtenidos hasta el momento en este estudio refuerzan el valor de las actinobacterias
asociadas a insectos sociales como una fuente prometedora en la busqueda de nuevas soluciones
antimicrobianas. La identificacion de cepas con actividad antibacteriana relevante, asi como su
potencial biosintético demostrado mediante analisis gendmicos y metaboldomicos, evidencia que
los microorganismos simbiontes de especies nativas representan un recurso de alto valor para el
desarrollo de futuros antibioticos.

En este contexto, la biodiversidad microbiana asociada a la fauna costarricense —particularmente en
habitats poco explorados como los nidos de avispas sociales— representa un reservorio genético de
enorme importancia cientifica. Esta riqueza, sin embargo, ha sido histéricamente subexplorada en
comparacion con otras fuentes mas tradicionales de bioprospeccion, como los suelos o ambientes
acuaticos. La prospeccion sistematica de estos microbiomas asociados a organismos silvestres
permitird ampliar el espectro de compuestos bioactivos disponibles y nos invita a reconsiderar el
potencial de nuestra propia biodiversidad como un activo estratégico para la ciencia y la salud publica.
En un momento histérico marcado por el agotamiento de las fuentes clasicas de antibidticos vy el
crecimiento de la resistencia microbiana, esta vision resulta particularmente relevante.

Asimismo, el presente trabajo demuestra que es posible integrar metodologias experimentales con
herramientas de analisis computacional para acelerar y racionalizar el proceso de descubrimiento.
Este enfoque multidisciplinario refuerza la necesidad de consolidar capacidades cientificas locales
que permitan aprovechar de forma sostenible y ética los recursos genéticos del pais.
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