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RESUMEN. Se utiliz6 el método de enriquecimiento para el aislamiento de bacterias
resistentes a niquel y cobalto del yacimiento lateritico de Moa, Holguin, Cuba. La
resistencia bacteriana se determiné por la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI).
E1100 % de las cepas seleccionadas por este método presentaron una elevada resisten-
cia a estos metales (Ni, 60 y 220 mmol/L y Co, 10 a 200 mmol/L). Este resultado es de
gran importancia para el desarrollo de las nuevas tendencias de la Biotecnologia V-
nera, ya que hasta el momento las maximas CMI informados oscilaban entre 30
y 50 mmol/L . Las CMI alcanzadas en este trabajo permiten proponer una modifica-
cién a la clasificacion Schlegel (1981), de manera que el limite maximo de tole-
rancia a niquel para las bacterias muy resistentes se extienda hasta 200 mmol/L
y no a 50 mmol/L como se habia planteado y por otro, lado anadir un cuarto grupo
denominado bacterias superresistentes, para aquellas que toleren concentraciones
mayores a 200 mmol/L . Las 11 cepas seleccionadas pertenecen a la familia
Enterobacteriaceaey fueron ubicadas en los géneros: Escherichia, Enterobacter;, Serratia
y Citrobacter. El aislamiento y la identificacién de Enterobacter liquefaciens y
Citrobacter amalonaticus constituye el primer informe a nivel internacional de estas
especies como resistentes a niquel y cobalto. El método de enriquecimiento es eficaz,
rapido y muy selectivo para el aislamiento de bacterias muy resistentes a niquel y
cobalto. El comportamiento de la cepa cobl frente a cobalto es muy interesante debi-
do a su CMI (200 mmol/L). Todas las cepas aisladas por el método de enriquecimiento
presentaron notables CMI de niquel y cobalto, a excepcion de la cepa nic 12 que
solamente lo toleré hasta 10 mmol/L . Al comparar estos resultados con los obteni-
dos anteriormente en nuestro laboratorio se demuestra la superioridad del cultivo de
enriquecimiento sobre el de difusién en agar, debido a que de 31 aislamientos valo-
rados por el segundo método, solamente el 20 % de ellos mostraron notable resistencia
aniquel y un solo aislamiento fue resistente a ambos metales.

ABSTRACT. The enrichment method was used to isolate nickel and cobalt resistant
bacterial strains from lateritic deposit of Moa, Holguin , Cuba. All the strains selected
presented a extreme resistance to nickel and cobalt, which was determined by the
high values obtained by Minimum Inhibitory Concentration (MIC). These were in the
range of 60 - 220 mmol/L for nickel and 10 - 200 mmol/L for cobalt. This result is
extremely important for the development of the new tendencies of the Mining Bio-
technology since until in the consulted literature have not met strains with such resis-
tance values The values of MIC obtained in the presence of nickel allowed us to make
a modification of the classification of the bacteria resistant to nickel carried out by
Schlegel et al. in 1981, so that the maximum limit of tolerance to this metal of the
highly resistant bacteria extends up to 200 mmol/L: and on the other hand to add a
fourth group denominated super resistant bacteria, for those that tolerate concentra-
tions of nickel above 200 mmol/L. The 11 strains isolated belong to the Enterobacteri-
aceae family and were identified in four genera, i.e., Escherichia, Enterobacter, Serra-
tia, and Citrobacter. The isolation and identification of Enterobacter liquefaciens and
Citrobacter amalonaticus has been the first report about these species as resistant to
nickel and cobalt. The enrichment method is effective, efficient and selective for iso-
lating bacteria very resistant to nickel and cobalt.

INTRODUCCION

En los ultimos anos, los aspectos
relacionados con el medio ambiente
han ocupado una posicién importan-
te en la sociedad. Cuba, a pesar de
ser un pais subdesarrollado busca
alternativas para el reciclaje de los
residuos, tanto industriales como
urbanos y también para el tratamien-
to de los minerales de forma econé-
mica.! Diferentes procesos agricolas
e industriales contribuyen al incre-
mento de la contaminacién ambien-
tal con metales pesados.

Ciertos metales de transicién
como cobalto, cobre, niquel y cinc
a concentraciones trazas del orden
10! mmol/L son utilizados como
bioelementos, micronutrimentos o
cofactores enzimaticos; sin embar-
go, a elevadas concentraciones son
téxicos e inhiben el crecimiento mi-
crobiano. Normalmente las bacterias
no toleran concentraciones mayores
a los 50 umol/L de niquel ni cobalto
a excepcién de las que habitan am-
bientes muy contaminados, como
tierra, aguas acidas de mina y
residuales de las industrias relacio-
nadas con los metales. Algunas ce-
pas del género Alcaligenes crecen en
presencia de 50 y 20 mmol/L de ni-
quel y cobalto, las cuales han sido
catalogadas como muy resistentes.?
Otros metales pesados como plomo,
cadmio, mercurio, plata y cromo no
poseen ninguna funcién biolégica,
por lo que incluso a bajas concentra-
ciones son muy téxicos.>* Diferentes
mecanismos se han planteado para
explicar cémo los organismos pue-
den resistir esas condiciones tan
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drésticas, entre los que se encuen-
tran flujo de iones con un caricter
quimiosmoético, detoxificacién enzi-
matica, bioacumulacién y otros.

Laresistencia de las poblaciones
microbianas a los metales se ve alte-
rada por el tipo de metal, la interac-
cién de este con el microorganismo,
el pH, la concentracién de agar, la
presencia de sustancias organicas,
de halégenos o de agentes quelan-
tes que puedan interactuar con el
metal y disminuir su toxicidad.

Dentro de las tendencias actua-
les de la Biotecnologia Minera se
encuentra la seleccién y caracteriza-
cién de cepas con capacidad de re-
sistencia a metales, las cuales pue-
dan ser utilizadas en la biorremedia-
cién de ambientes contaminados
con metales o en la biolixiviacién.
Para lo cual, se necesitan métodos
de aislamiento que consuman el mi-
nimo de reactivos y de tiempo. No
existe ningin método definido para
este fin. El mas utilizado ha sido el
de difusién en agar,®’, sin embargo,
los microorganismos seleccionados
por él presentan poca resistencia a
los metales. Lo cual se debe al carac-
ter oligodinamico de estos, lo que
provoca que las concentraciones del
metal alrededor del disco sean muy
inferiores a las impregnadas en el
disco de papel de filtro y ademas, por
la capacidad de los metales de for-
mar quelatos con los compuestos
organicos presentes en el medio.

El objetivo del presente trabajo
fue establecer un método rapido y
efectivo para el aislamiento de bac-
terias muy resistentes a niquel y co-
balto de ambientes contaminados
con metales.

MATERIALES Y METODOS
Método de seleccion

Se empled el método de enrique-
cimiento con el objetivo de seleccio-
nar la poblacién microbiana resis-
tente a niquel y cobalto.

Toma de muestras

Se tomaron muestras de agua y
lodo de dos zonas del yacimiento
lateritico de Moa, Holguin. Las cua-
les fueron identificadas como zona
1y 2, ambas representativas por los
elevados contenidos en metales y
fueron colectadas en frascos ambar
estériles de boca ancha y rotulados
como agua 1, agua 2, lodol, lodo 2
segln la zona de recoleccién.

Cultivo de enriquecimiento-aisla-
miento

Para la seleccién de cepas toleran-
tes aniquel y cobalto, cada muestra fue

inoculada en dos erlenmeyers con me-
dio LB.® Uno contenia 5 mmol/L: de
NiSO, - TH,0 y el otro 1 mmol/L de
CoSO,- TH,0. Todos los cultivos fue-
ron incubados a 30 °C, con agitacién
constante (100 r/min) durante 72 h .
Posteriormente, diferentes frascos
con 2 mL de medio fresco de LB con
5,10 y 20 mmol/L de niquel y con 1, 5
y 10 mmol/L de cobalto fueron ino-
culados con 20 uL del cultivo de los
erlenmeyers donde se observo un
crecimiento notable. El tiempo de
incubacién fue de cinco dias.

Transcurrido este tiempo, se to-
maron 20 mL de cultivo de los fras-
cos con las mayores concentraciones
donde se observo crecimiento. Estos
fueron inoculados por diseminacién
con espatula de Drigalsky en placas
Petri que contenian medio LLB con
suplemento de 10 mmol/L de sulfato
de cobalto 0 20 mmol/L de sulfato de
niquel. El aislamiento y la purifica-
cién de las bacterias se realizé me-
diante cinco pases sucesivos de cada
colonia sobre medio sélido LLB con
la correspondiente concentracién de
los metales. La pureza de los culti-
vos se comprob6 mediante la tincién
de Gram.

Identificacion de las cepas resis-
tentes a niquel y cobalto

Inicialmente se realizé la prueba
de la oxidasa® con el objetivo de de-
finir la bateria de pruebas bioquimi-
cas a utilizar, las cuales fueron agar
Kligler, pruebas de la ornitina, pro-
duccién de H,S, produccién de indol,
utilizacién del adonitol como fuen-
te de carbono, descarboxilacién de la
lisina, prueba de la arabinosa, utili-
zaciéon del sorbitol como fuente de
carbono, Voges-Proskauer, fermen-
tacion de dulcitol, desaminacién de
la fenilalanina, hidrélisis de la urea
y utilizacién del citrato de sodio se-
gun los métodos “Enterotube IT” 1y
Encise System.!!

Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI)

La méaxima concentraciéon de ni-
quel y cobalto capaz de inhibir el cre-
cimiento de las cepas en estudio se
determiné al inocular 50 wL de culti-
vo joven de 10%cel. - mL* a una bate-
ria de tubos que contenian 5 mL de
medio LB que presentaban concen-
traciones crecientes de cada metal,
por separado:

[NiSO, - TH,O]: 5, 10, 20, 40, 60,
80, 100, 120, 140, 160, 180, 200, 220,
240, 260 y 280 mmol/L .

[CoSO, - TH,0OI: 1, 3, 5, 10, 20,
40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180
y 200 mmol/L .

Todos los tubos fueron incubados
a 30 °C con agitaciéon constante de
100 r/min . La medida del crecimien-
to se realizé por el método de
turbidimetria cada 24 h durante 7d .

RESULTADOS Y DISCUSION
Método de enriquecimiento

Las cuatro muestras inoculadas
en presenciade 5, 10y 20 mmol/L de
niquel produjeron turbidez notable
(Tabla 1). El comportamiento frente
a cobalto fue diferente, ya que en tres
de las cuatro muestras en estudio la
turbidez se observé en los medios
con 1 mmol/L de cobalto, y solamen-
te en la muestra agua 1 se evidenci6
el desarrollo de una microbiota tole-
rante hasta la maxima concentra-
cién de cobalto empleada.

Posteriormente, se procedié al
aislamiento y purificacién de las co-
lonias mediante pases sucesivos so-
bre medio sélido que contenia cobal-
to (10 mmol/L) o niquel (20 mmol/L),
segun la maxima concentraciéon del
metal ala cual se observé crecimien-
to.

Se aislaron 11 cepas bacterianas,
las cuales fueron identificadas por
un numero consecutivo y por la pa-
labra nic o cob, en dependencia del
metal presente en el medio de enri-
quecimiento (Tabla 2) . De la mues-
tra lodo 2 se aislé el mayor nimero
de cepas bacterianas (nic3, nics,
nic6, nic9 y nicl0). Del total de los
aislamientos, tan solo dos de ellas
(cobl y cob 8) fueron aisladas de los
cultivos con cobalto correspondien-
tes a la muestra agua 1, lo que evi-
dencia que la toxicidad de este me-
tal es superior a la del niquel.

Identificacion de las cepas

Las 11 bacterias aisladas respon-
dieron de forma negativa a la tinciéon
de Gram, lo que demuestra que pre-
sentan mayor tolerancia a la conta-
minacién por metales pesados que
las bacterias Gram positivas.” Esto
podria estar determinado por la es-
tructura de la pared celular, asi como
por factores fisiol6gicos y genéticos.
Todas las cepas fueron oxidasa ne-
gativas, por lo que fueron seleccio-
nados los métodos del Enterotube
11"y del Encise System!! para llevar
a cabo la identificacién.

Todos los aislamientos pertenecen
ala familia Enterobacteriaceae, lo que
corrobora que esta familia habita con
gran frecuencia suelos, plantas y
tractos intestinales de animales.!?

Fue manifiesta la biodiversidad
en cuanto a los géneros de bacteria
presentes en el yacimiento niqueli-
fero de Moa (Tabla 3), pero no a ni-
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Tabla 1. Crecimiento a las 72 h a partir de las diferentes muestras evaluadas por

el método de enriquecimiento.

NiSO, - TH,0 CoSO, - TH,0
(mmol/L)
5 10 20 1 10
Agual + + + + + +
Agua 2 + + + + - -
Lodo 1 + + + + - -
Lodo 2 + + + + - -

+ Crecimiento.

Fig. 1. Géneros identificados.

Tabla 2. Cepas bacterianas aisladas por el método de

- No crecimiento.

enriquecimiento.

Cepas Muestras

cobl Agua 1l CoSO, - 7TH,0
cob8 Agua l (10 mmol/L)
nic2 Agua 2

nic3 Lodo 2

nic4 Lodo 1

nich Lodo 2 NiSO, - 7H,0
nic6 Lodo 2 (20 mmol/L)
nic9 Lodo 2

nicl0 Lodo 2

nicll Agua 2

nicl2 Agua l

Tabla 3. Identificacion de las 11 cepas bacterianas.

Escherichia

Cepas Organismo
cob? LEctherichr coly
722c2 Lscrericia colz
72263 LEchernchur coly
7c Lrlervbacter lgue/iceerns
72285 Serrniae Lgueicerns
72206 L¥crerichia coly
coos Lhtervbacter gue/aciens
728 Crzrobacter anialornaricds
72870 Serrata Lgueicerns
7cll Lscherichka colz
V4 Lrlerobacter lgue/icierns
40+
35
= 301
S
= 25+
5 207
g 154
< 10/
5 !
O 4

Enterobacter
Serratia
Citrobacter

vel de especie . Se pudo observar que
las cinco cepas del género Escheri-
chia fueron identificadas como Es-
cherichia coli (cobl, nic2, nic3, nic6,
nicll), las cuales se aislaron de tres
de las muestra en estudio (Tabla 2).
Las tres cepas de Enterobacter como
E. liquefaciens (nic4, cob8 y nicl2)las
cuales fueron aisladas de las mues-
tras lodo 1 y agua 1 y las dos cepas
del género Serratia (nicd y nicl0)
como Serratia liquefaciens. En el
género Citrobacter solamente fue
ubicada la cepa nic 9, la cual fue
identificada como Citrobacter
amalonaticus y fue aislada de la
muestra lodo 2.

De los cuatro géneros identifica-
dos, Escherichia fue el de mayor apa-
riciéon (38,4 %), en segundo lugar,
Enterobacter (27,2 %), luego Serratia
(18,1 %) del total de los aislamientos
y el menor porcentaje correspondié
al género Citrobacter (7,6 %) (Fig. 1).

Se reporta a Enterobacter agglo-
merans’ y a Enterobacter cloacae'?
como resistentes a niquel. Tres de las
cepas identificadas en este trabajo
(nic4, cob8 y nicl2) pertenecen a este
género, pero a diferente especie,
siendo este el primer informe a ni-
vel internacional referente a Enter-
obacter liquefaciens con resistencia
a niquel y cobalto.

Por otro lado, se ha demostrado
que un aumento en las concentracio-
nes de niquel en los ambientes na-
turales acuéaticos induce a la presen-
cia de determinantes genéticos de
resistencia a este metal en cepas de
Escherichia coli.'*1® También es co-
nocido que cuando esta bacteria se
cultiva en condiciones de anaero-
biosis, necesita de la presencia de
iones niquel en su membrana celu-
lar para la activacién de la enzima
hidrogenasa.!%!"

A pesar del limitado nimero de
cepas de E. coli resistentes a niquel
y cobalto en la naturaleza, es impor-
tante destacar que esta especie es la
que mas se ha empleado como recep-
tora de los genes involucrados en los
mecanismos de resistencia a niquel,
cobalto, cadmio o cinc de cepas del
género Alcaligenes.’®?° La clonacién
y expresion de determinados genes
en E. coli ha tenido como resultado
la transformacion de cepas sensibles
en resistentes. Recientemente, se lo-
gré la clonacién del operén czcCBAD
en E. coli, el cual porta la informa-
cién genética del complejo proteico
CzcCBA que media la resistencia a
cobalto, cinc y cadmio en Alcaligenes
eutrophus. La expresion de estos
genes le confiri6 a la cepa de E. coli
cierta tolerancia a esos metales.?!
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La informacién sobre cepas del
género Citrobacter catalogadas
como resistentes a niquel y cobalto
es muy escasa, a excepcioén de Citro-
bacter amalonaticus y Citrobacter
freundii que después de habérsele
transferido por conjugacion los de-
terminantes de resistencia a niquel
de la cepa Klebsiella oxytoca CCUG
15788, 22 fue que mostro resistencia
frente a 5 a 10 mmol/L de NiCl,.

Los géneros Alcaligenes,® Kleb-
siella,?> Arthrobacter,?® Pseudomo-
nas,” Acinetobacter,'® Enterobacter,”!3
Serratia”y Acidiphilum?t sonlos gé-
neros con resistencia a niquel y co-
balto méas referidos. El género
Alcaligenes ha sido el méas estudia-
do de todos, dentro del cual se han
aislado cepas capaces de tolerar
concentraciones maximas entre
20 y 50 mmol/L de NiCl, y 20 mmol/L
de CoCl,>

La mayoria de los genes involu-
crados en los mecanismos de resis-
tencia a metales se localizan en
plasmidios por lo que la seleccién de
nuevos géneros bacterianos con re-
sistencia a niquel y cobalto puede
estar dado por la caracteristica de los
plasmidios de transferirse de una
cepa a otra. Esta propiedad es cono-
cida como transferencia horizontal
y ocurre entre diferentes especies y
géneros bacterianos e incluso de bac-
terias a levaduras y viceversa.? Es
posible que en la zona minera de
Moa, ambiente muy contaminado
con metales, haya ocurrido una
transferencia horizontal de genes
dando como resultado la existencia
de nuevos géneros y especies capa-
ces de sobrevivir bajo condiciones
extremas.

Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI)

Este método es ampliamente uti-
lizado para identificar la actividad
antimicrobiana de una sustancia,
mediante la cual se determina la con-
centraciéon limite que inhibe el cre-
cimiento de un organismo en parti-
cular.’? Se observé que la cepa nic4
presenté la mayor tolerancia a ni-
quel (Tabla 4), seguida en orden de-
creciente por las cepas nic3, nicé y
nich con 160, 140 y 120 mmol/L res-
pectivamente y por tltimo, las cepas
nic9, nicl2, cobl, nic2, cob8, nicl0y
nicll con CMI entre 100 y 60 mmol/L.
Un grupo de investigadores alema-
nes aislé un conjunto de bacterias de
suelos ricos en niquel y las agrupa-
ron en tres categorias, segun la con-
centracién de niquel que toleraban.?
En un primer grupo ubicaron a aque-
llas que crecieron en presencia de

3 mmol/L, las que denominaron mo-
deradamente resistentes; en el se-
gundo grupo, las que lo hacian en-
tre 5 y 20 mmol/L, catalogadas como
resistentes y en un tercer grupo, las
que crecieron entre 20 y 50 mmol/L,
clasificadas como muy resistentes.’

Teniendo en cuenta las elevadas
CMI obtenidas con las cepas en es-
tudio, se propone modificar la clasi-
ficacién de Schlegel, de forma tal
que el limite maximo de tolerancia
a niquel se extienda desde 5 hasta
200 mmol/L, para aquellas bacterias
clasificadas como muy resistentes.
En este grupo se ubican las cepas
cobl, nic2, nic3, nic4, nicd, nic6, cobs,
nic9, nicl0, nicll y nicl2.Y por otro
lado, adicionar un cuarto grupo
nombrado superresistentes para las
bacterias que toleren concentracio-
nes por encima de los 200 mmol/L
(nic4).

El aislamiento de bacterias muy
y superresistentes a niquel de sue-
los niqueliferos cubanos, es un ha-
llazgo novedoso a nivel internacio-
nal, ya que hasta el momento, sola-
mente cepas de los géneros Alcali-
genes, Klebsiella, Citrobacter, Arthro-
bacter, Pseudomonas y Acineto-
bacter, habian sido capaces de exhi-
bir CMI de niquel, pero valores ba-
jos (30 y 50 mmol/L), aunque algu-
nas de estas cepas fueron mejoradas
genéticamente.?:2

El nimero de cepas resistentes a
cobalto es muy limitado, si se tiene
en cuenta que hasta el momento so-
lamente se han podido aislar tres
cepas (A. eutrophus CH34, A. eutro-
phus KTO2 y A. xylosoxydans 31A)
capaces de crecer a una concentra-
ciéon maxima de 20 mmol/L de cobal-
to.? Por lo que la seleccién de cinco
cepas cubanas resistentes a concen-

traciones superiores a los 20 mmol/L
de cobalto, constituye otro hallazgo
novedoso, pero no sorprendente, ya
que la zona de Moa (Cuba) es reco-
nocida como una de las mayores re-
servas del mundo en minerales de
niquel y cobalto. Una vez mas, se
manifiesta la gran influencia del
ambiente sobre el genotipo de los
organismos.

El comportamiento de la cepa
cobl frente a cobalto (Tabla 4) es de
resaltar, ya que exhibi6 una elevadi-
sima CMI (200 mmol/L). Este resul-
tado también constituye la primera
referencia sobre una cepa bacteria-
na capaz de resistir tal concentraciéon
de cobalto, lo cual sienta las bases
para comenzar el estudio del siste-
ma de resistencia a este metal, as-
pecto que no ha sido estudiado pre-
viamente.

A modo de resumen, se puede
decir que el 100 % de las cepas aisla-
das por el método de enriquecimien-
to presentaron CMI por encima de
los 40 y 10 mmol/L de niquel y co-
balto, respectivamente, a excepcién
de la cepa nic 12 que solamente lo
toler6 hasta 10 mmol/L .

Al comparar estos resultados con
los obtenidos anteriormente en el
laboratorio de las autoras’ se de-
muestra la superioridad del cultivo
de enriquecimiento sobre el de difu-
sién en agar, debido a que del total
de los aislamientos realizados por
Goémez y col., solamente el 20 % de
ellos mostraron notable resistencia
a niquel y cobalto. Este hecho esta
condicionado por la propia metodo-
logia empleada. En el método de en-
riquecimiento, desde un inicio, los
microorganismos se cultivan en
medio liquido y se ponen en contac-
to directo con el metal. Entonces, la

Tabla 4. Concentraciéon Minima Inhibitoria frente a niquel y
cobalto de las cepas aisladas por el método de enriquecimiento.

Cepas NiSO, - TH,O CoSO, - TH,0
(mmol/L)
bl 80 200
V224 80 20
72263 160 20
720# 220 100
72285 120 80
Va2 140 100
coos8 80 100
7228 100 40
r22cl0 80 40
recll 60 20
V4 100 10
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seleccién dependera de la capacidad
de la bacteria de crecer bajo el estrés
impuesto, lo cual esta condicionado
por sus caracteristicas genéticas.

Por otro lado, aunque el método
de difusién en agar es practico por-
que se trabaja con un elevado nume-
ro de cepas en un periodo corto, tie-
ne el inconveniente de que el aisla-
miento se realiza sin la presencia del
metal. Esto trae como consecuencia
la posible inhibicién de la sintesis de
proteinas involucradas en los meca-
nismos de resistencia, ya que la ma-
yoria de estas proteinas son induci-
das. Otra desventaja del método es
la imposibilidad de precisar la con-
centracion exacta de los metales que
inhibe el crecimiento del organismo,
ya que la concentracién alrededor
del disco siempre sera inferior a la
impregnada en el disco de papel,
debido a la formacién de quelatos
con los compuestos organicos pre-
sentes en el medio de cultivo y por
el caracter oligodindmico de los me-
tales.5

El método de enriquecimiento
trae consigo un ahorro significativo
de reactivos y recursos materiales,
el incremento de la poblacién micro-
biana resistente al metal en cuestién
y la seleccién de cepas con mayores
valores de concentracién minima
inhibitoria.

CONCLUSIONES

Se propone el método de enrique-
cimiento para el aislamiento de bac-
terias con elevada resistencia a ni-
quel y cobalto por su rapidez, efecti-
vidad y selectividad.

Se informa por primera vez a
Enterobacter liquefaciens y Citro-
bacter amalonaticus como bacterias
muy resistentes a niquel y cobalto.
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