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RESUMEN

El siguiente trabajo tuvo como objetivo caracterizar tres cepas de Serratia marcescens aisladas del yacimiento lateritico de
Moa, Holguin, Cuba. Se determino la resistencia de las cepas a seis metales: Ni (IT), Co (II), Al (IIT), Zn (IT), Cr (VI), y Cu
(II), mediante la concentracién minima inhibitoria en el medio minimo Tris sélido. Se determind el perfil de susceptibilidad
a antibidticos. Ademas, se evalud la influencia del Ni (II) en el crecimiento de las cepas en medio minimo Tris liquido a
través de la curva dosis- respuesta, asi como el mecanismo de resistencia a este metal. Las tres cepas manifestaron resistencia
a todos los metales evaluados en el medio minimo Tris s6lido y mostraron los mayores valores de concentracién minima
inhibitoria para el Ni (II) al crecer hasta 10 mmol. L. El Ni (II) tuvo mayor efecto negativo en el crecimiento bacteriano en
el medio liquido, donde las cepas crecieron hasta una concentracion a 5,0 mmol. L. La resistencia a este metal en las tres
bacterias aisladas de Moa se induce ante la presencia en el medio del mismo, por lo que presentan un mecanismo de
resistencia inducido. Todas las cepas fueron sensibles a ocho de los antibidticos evaluados, por lo que mostraron un
predominio de la sensibilidad a antibidticos. Las caracteristicas de las cepas S. marcescens YN-2, YN-8 y YN-9, aisladas del
yacimiento lateritico de Moa las hacen buenas candidatas para ser evaluadas en tecnologias de biorremediacion.

Palabras claves: resistencia a metales pesados; mecanismo de resistencia; yacimiento lateritico; antibioticos; region minera.

ABSTRACT

The following work aimed to characterize three strains of Serratia marcescens isolated from the lateritic deposit of Moa,
Holguin, Cuba. The resistance of the strains to six metals: Ni (II), Co (II), Al (IIT), Zn (II), Cr (VI), and Cu (II), was
determined by the minimum inhibitory concentration in the solid Tris minimal medium. The antibiotic susceptibility profile
was determined. In addition, the influence of Ni (II) on the growth of the strains in liquid Tris minimal medium was
evaluated through the dose-response curve, as well as the mechanism of resistance to this metal. The three strains showed
resistance to all the metals evaluated in the solid Tris minimal medium and showed the highest values of the minimum
inhibitory concentration for Ni (II) when growing up to 10 mmol. L. Ni (II) had a greater negative effect on bacterial
growth in the liquid medium, where the strains grew to a concentration of 5.0 mmol. L', Resistance to this metal in the
three isolated Moa bacteria is induced by its presence in the medium, thus presenting an induced resistance mechanism. All
the strains were sensitivite to eight of the antibiotics evaluated, thus showing a predominance of antibiotic sensitivity. The
characteristics of the S. marcescens YN-2, YN-8 and YN-9 strains, isolated from the Moa lateritic deposit, make them good
candidates for evaluation in bioremediation technologies.

Keywords: resistance to heavy metals; resistance mechanism; lateritic deposit; antibiotics; mining
region.
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INTRODUCCION

El aumento de la poblacién mundial y la rapida industrializacidon han causado el deterioro en
la calidad del medio ambiente. Los metales pesados son uno de los contaminantes mas
peligrosos y entre sus principales fuentes contaminantes se destacan las emisiones
industriales, la mineria y la agricultura convencional con el empleo de plaguicidas y
fertilizantes quimicos (Ali ez al., 2019). Los metales pesados al no ser degradados ni biologica
ni quimicamente persisten en los ecosistemas y pueden incorporarse a las redes troficas
donde provocan un incremento de su toxicidad en los organismos a través del fendémeno de
la biomagnificacién (Srivastava ez al., 2017, Essa et al., 2018).

Los iones metalicos como el niquel, el cobalto y el zinc son esenciales para la célula en
concentraciones trazas (Sharma er al., 2018). Sin embargo, cuando su concentracion excede
los niveles umbrales para los organismos, provocan dafios fisioldgicos, bioquimicos y
genéticos, por lo que la viabilidad celular se ve comprometida (Ali et al., 2019). La
colonizacion, por microorganismos, de ambientes con altas concentraciones de metales
pesados es el resultado del desarrollo y evolucién de mecanismos que les permiten resistir
estas condiciones (Remenar ef al., 2018). Entre las estrategias de resistencia se informan: el
desarrollo de barreras de permeabilidad, secuestro intra y extracelular, bombas de eflujo,
detoxificacion enzimatica, reduccidén, biosorcidn, bioprecipitacién, mecanismos de
transporte y quelacidén, lo que garantiza la reducciéon de la toxicidad celular de los
contaminantes metalicos (Silva ez al., 2019). Estos mecanismos y adaptaciones son las bases
para el uso de los microorganismos en la biorremediacion.

La resistencia bacteriana a metales pesados, sus mecanismos y determinantes genéticos, han
recibido especial atencién, debido a que estos microorganismos participan en la
desintoxicacion de estos compuestos en diferentes ecosistemas contaminados (Nwagwu et al.,
2017). Los determinantes genéticos pueden ser aplicados en diferentes procesos como la
biorremediacion de ambientes contaminados, la bioextraccidon de metales estratégicos,
preciosos o radiactivos, directamente desde los minerales o por recobrado de metales desde
efluentes de procesos industriales, asi como biosensores para el monitoreo ambiental (Farooq
et al., 2010; Cerminati et al., 2015).

Los suelos ultramaficos o de serpentina, son ecosistemas naturales con elevadas
concentraciones de metales pesados como niquel, cobalto y cromo. Ademas, son deficientes
en nutrientes esenciales como N, P, K y Ca (Kidd ez al., 2016). Estos suelos constituyen el 7%
de la superficie de Cuba (Reeves et al., 1999) y representan una fuente de microorganismos
resistentes a metales y productores de metabolitos con actividad biolégica, con
potencialidades en el disefio de tecnologias para el saneamiento ambiental (Diaz, 2013).
Ademas, constituyen ecosistemas ideales para el estudio de la genética de adaptacion al
habitat y evolucion de nuevas ecovariedades microbianas (Marzan et al., 2017).

La region minera de Moa (Holguin) contiene los mayores y mas antiguos depdsitos de
serpentina de Cuba (Reeves ef al., 1999). Estos se reconocen entre las mayores reservas de
niquel y cobalto del mundo (Valcarce y Rojas, 2017) y en esta se encuentra la principal
industria minero metalurgica del pais. De esta zona se informan aislamientos de bacterias
resistentes a metales pesados y se destaca a la especie Serratia marcescens (Marrero et al., 2007;
Diaz, 2013; Govin et al., 2015). Esta investigacidon tuvo como objetivo caracterizar tres cepas
de S. marcescens aisladas del yacimiento lateritico de Moa, Holguin.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos empleados

Se emplearon tres cepas de S. marcescens (S. marcescens YN-2, S. marcescens YN-8 y S.
marcescens YN-9) aisladas del yacimiento lateritico Yagrumaje Norte, Moa, Holguin, Cuba.
Estas cepas forman parte de la Coleccion de Cultivos Microbianos del Departamento de
Microbiologia y Virologia de la Facultad de Biologia, Universidad de La Habana.

Resistencia a Ni (II), Co (II), Cr (VI), Cu (II), Zn (II) y Al (IIT) en medio minimo Tris
(MMT) solido

La resistencia a Ni (II), Co (IT), Cr (VI), Cu (II), Al (IIT) y Zn (II) se determiné a partir de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) en medio minimo Tris sélido (6,06 g de Tris, 4,68 g
de NaCl, 1,49 g de KCI, 1,07 g de NH,Cl, 0,43 g de Na,SO,, 0,2 g de MgCl, x 6H,0, 0,03 g
de CaCl, x 2H,0, 0,23 g de Na,HPO, x 12 H,0, 0,005 g de citrato de hierro y amonio, 1 ml
de solucién de elementos traza SL7, 1000 mL de agua destilada, 20 g de agar, pH 7,0),
suplementado con glucosa (0,2 % p/v) (Mergeay et al,1985). Los cationes metdlicos se
adicionaron al medio estéril en forma de sales grado analitico de NiCl, x 6H,0, CoCl, x
6H,0, K,CrO4, CuSO, x 5H,0, AISO, y ZnSO, x 7H,0, los que se esterilizaron por
filtracion, mediante filtros de 0,20 um. Las placas se inocularon a través de una estria en el
medio y se incubaron a 37°C durante 120 horas. La experiencia se realizé por triplicado. El
valor CMI se estableci6 como la menor concentracion del metal en la que se manifesto
inhibicién del crecimiento.

Influencia de la concentracion de Ni (II) en el crecimiento bacteriano.

La influencia de la concentraciéon de Ni (II) en el crecimiento se determind a través de la
curva dosis- respuesta. A partir de precultivos de 18 horas, de cada una de las cepas, en el
medio minimo Tris liquido (150 rev.min’ y 37°C), se ajusto la concentracion celular al tubo
0,5 de la escala de McFarland y se inocularon erlenmeyers, con el mismo medio,
suplementados con concentraciones crecientes del metal (0, 0,5, 1,0, 1,25, 1,5, 1,75, 3,0, 5,0,
7,5 y 10 mmol. L"). Los cultivos se incubaron bajo las mismas condiciones anteriores. Se
determind el crecimiento bacteriano a través de la absorbancia a A= 600 nm. La experiencia
se realizo por triplicado.

Determinacion del mecanismo de resistencia de Ni (IT)

El mecanismo de resistencia a Ni (II) se determiné a través de la metodologia aplicada por
Marrero et al. (2007). A partir de pre-cultivos de las cepas, en presencia de Ni (II), a las que se
le denominé células inducidas y pre-cultivos sin niquel, células no inducidas, se inocularon
erlenmeyers con el medio minimo Tris suplementados con 5 mmol. L' de Ni (II). Los
cultivos se incubaron durante 30 horas a 150 rev.min’ y 37°C. Se tomaron muestras a las 0,
2, 4, 8, 18, 20, 22, 24, 25, 26, 30 horas y se determind el crecimiento a través de la
absorbancia a A=600nm. La experiencia se realizé por triplicado.

Determinacion de la resistencia a antibioticos

La resistencia a antibidticos se evalu6 en agar Mueller Hinton, mediante el método de
difusién en agar (Bauer er al., 1966). Se emplearon discos con una carga definida de
antibioticos: amikacina (AK, 30ug), azitromicina (AZM, 15 pg), meropenem (MEM, 10ug),
cefotaxima (CTX, 30 pg) imipenem (IPM, 10 pg), eritromicina (E, 15 pg), estreptomicina (S,
10 pg), cloranfenicol (C, 30 pg), gentamicina (CN, 120 pg), ciprofloxacino (CIP, 5 pg),
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tetraciclina (TE, 30 pg), y kanamicina (K, 30 ug). Para la interpretacion de los resultados se
siguid la Guias del Comité de Normas del Laboratorio Clinico, CLSI, (2017).

Analisis biométricos

Para comparar los valores de absorbancia entre las cepas, en la curva dosis- respuesta, a los
datos se les aplico de forma preliminar las pruebas de normalidad y de homogeneidad de
varianza. Una vez comprobadas las premisas, los resultados se analizaron mediante el
método paramétrico ANOVA y posteriormente con la prueba de significaciéon honesta de
Tukey.

En el experimento de determinacién del mecanismo de resistencia se comparo6 los valores de
absorbancia, entre cultivos inducidos y no inducidos en presencia del metal mediante una
prueba t de Student por grupos (p<0,05). Todos los andlisis se realizaron mediante el paquete
estadistico “Statistica” version 8.0.

RESULTADOS y DISCUSION

Resistencia a metales pesados

Las tres cepas de S. marcescens en estudio, crecieron en presencia de concentraciones mayores
de 0,5 mmol. L' de cada uno de los seis metales evaluados (Tabla 1). El mayor valor de
concentracion minima inhibitoria se registrd en presencia del niquel (hasta 10 mmol. L),
mientras que los menores valores se observaron en presencia del Co (II) (1,0 mmol. L"). Los
patrones de resistencia para el resto de los metales variaron entre 1,5 mmol. L' y 5,0 mmol.
L. En general las cepas mostraron el siguiente comportamiento en cuanto a la resistencia:
Ni (II) > Zn (IT) > Al (II1) > Cu (II) > Cr (VI) > Co (II).

La multi-resistencia de las cepas a los metales estudiado indica la estrecha la relacién
genotipo- ambiente, en la expresion del fenotipo, ya que los yacimientos ferro- niqueliferos
del noreste oriental de del noroeste oriental de Cuba presenta altas concentraciones de
metales como niquel, cobalto, cromo y aluminio altas concentraciones de los metales como
el niquel, cobalto, cromo y aluminio (Mufioz et al., 2015). La resistencia a metales pesados
en la especie S. marcescens se informo en aislamientos en el yacimiento lateritico de Punta
Gorda, Moa, donde las cepas manifestaron resistencia a Ni (II) y Co (II) (Marrero et al.,
2007; Diaz, 2013).

A partir de muestras de aguas colectadas de una mina de Manganeso, de la zona Minas
Gerais, Brasil, se aislaron dos cepas de S. marcescens las que crecieron hasta 1200 mg. L de
Mn (II) en medio solido (Barboza er al., 2017). De otros ecosistemas contaminados con
metales pesados se informo la presencia de esta especie con la caracteristica de crecer en
presencia de altas concentraciones de metales pesados. A partir de muestras de aguas del rio
de la region de Panteka, en Nigeria se aisld una cepa resistente a Ni (II), Zn (IT), Pb (IT) y Cd
(IT) (Nwagwu et al., 2017). Asimismo, del rio Ganga, Varanasi, India se aislé una cepa
resistente a Zn (II), Cd (II), Cu (II), Ni (II), Pb (IT) y Cr (VI) (Niveshika et al., 2016). De un
suelo contaminado como consecuencia de la actividad de una industria sidertrgica en la
India se informo el aislamiento de cinco cepas de S. marcescens las que mostraron resistencia a
Cu (I), Fe (1), Pb (II), Zn (II) y Co (II) (Akanksha, 2019).

Influencia del ion Ni (II) en el crecimiento

Teniendo en cuenta los altos niveles de resistencia a Ni (II) observados en la CMI, de
determino la influencia de este metal en el crecimiento. Las cepas S. marcescens YN-2, YN-8 y
YN-9 mostraron comportamientos similares, en el medio minimo Tris liquido suplementado
con concentraciones crecientes de Ni (II), crecieron hasta una concentracion de 5 mmol. L.
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Al aumentar la concentracion del metal disminuyeron los valores de absorbancia (Fig. 1). La
cepa S. marcescens YN-2, mostré los mayores valores de absorbancia mientras que los
menores valores se registraron en la cepa S. marcescens YN-8. Las tres cepas en estudio
resistieron hasta 10 mmol. L' de Ni (IT) en medio Minimo Tris agarizado, estos valores
duplican los registrados en caldo. En el medio liquido es posible determinar las diferencias de
concentraciones de iones metalicos que inhiben el crecimiento microbiano, lo que no es
posible detectar en medio s6lido, puesto que se manifiestan interacciones de los metales con
otros componentes presentes en el medio de cultivo, y la interacciéon del metal por el
microorganismo estd influenciada por los fendmenos de difusion en el medio (Grass et al.,
2005).

La diferencia en cuanto a los valores de resistencia, en el medio liquido y sélido también se
inform6 en la cepa S. marcescens C-1 aislada del yacimiento lateritico Punta Gorda, Moa,
Holguin. Esta cepa resistio 20 mmol. L' de Ni (II) en medio minimo Tris solido, mientras
que en el medio liquido creci6 hasta 8 mmol. L' (Marrero et al., 2007). También Diaz. (2013)
caracterizo una coleccion bacteriana compuesta por siete cepas de S. marcescens aisladas del
mismo ecosistema que mostraron valores de CMI a Ni (II) entre 15 y 25 mmol. L' en el
medio minimo Tris s6lido, mientras que en el medio liquido los valores fueron de 3,5 a 7
mmol. L' de niquel.

Mecanismo de resistencia a Ni (II)

Teniendo en cuenta los resultados de la influencia del Ni (II) en el crecimiento bacteriano se
determino el mecanismo de resistencia a este metal. La resistencia a metales pesados puede
estar determinado por un mecanismo inducido por la presencia del propio ion metalico o
puede expresarse de forma constitutiva. En el primer caso la presencia del metal en el medio,
induce la expresioén de genes involucrados en la resistencia a este metal, mientras que, en el
segundo caso, los genes se expresan de forma constitutiva por lo que en ausencia del metal se
expresaran también (Marrero ez al., 2010). Esto se puede determinar analizando el tiempo de
la fase de adaptacion entre un cultivo inducido (cuyas células se incubaron previamente con
el metal) y uno cultivo no inducido (cuyas células se incubaron en ausencia del metal)
cuando se enfrentan a una concentracion definida del metal. En las tres cepas en estudio se
observo que los cultivos inducidos aumentaron los valores de absorbancia con mayor rapidez
que la de los cultivos no inducidas correspondientes (Fig. 2). El crecimiento de los cultivos
inducidos de cada una de estas cepas se compard con el de los cultivos no inducidos en el
punto final de la fase de adaptacion de estos ultimos, y en todos los casos se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos. La duracion de la fase de adaptacion
de los cultivos no inducidos, en presencia de iones Ni (II) fue de aproximadamente ocho
horas. Estos tiempos superaron cuatro veces la duracion de la fase de adaptacién de los
cultivos inducidos correspondientes, los cuales fueron de dos horas aproximadamente.

La fase de adaptacion mas prolongada en los cultivos no inducidos se corresponde con el
tiempo necesario para la sintesis de los componentes celulares que participan en los
mecanismos de resistencia al metal. Las tres cepas mostraron un mecanismo de resistencia
inducido por la presencia del Ni (II). Resultados similares se informo en la cepa S. marcescens
C-1 en presencia de cobalto, donde las elevadas concentraciones del metal en el medio de
cultivo, provocé la induccion de genes y la sobreexpresion de diferentes proteinas
involucradas en la proteccidn de la célula contra el estrés oxidativo (Marrero et al., 2007). Los
mecanismos codificados por determinantes genéticos inducidos por la presencia del metal,
garantizan la sobrevivencia de esta cepa frente a concentraciones elevadas de Ni(IT) y Co(II).
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El estudio de los mecanismos de resistencia a metales ha permitido el empleo de
microorganismos como biosensores (Bereza et al., 2016). Los promotores de los genes
involucrados en la resistencia a metales pesados se emplean en el disefio de biosensores, para
la deteccion de metales pesados. Se exponen experiencias de construcciones genéticas con
genes reporteros como la luciferasa y la proteina verde fluorescente. Ademas, en la literatura
se informa con el empleo de proteinas de la familia MerR presentes en bacterias, estas son
proteinas sensoras que se unen fuertemente a los promotores de los genes responsables del
mecanismo de regulacion, por lo que actian como un activador en presencia del metal
mientras que en ausencia del metal actia como un represor (Guo et al., 2019). Teniendo en
cuenta estas aplicaciones del estudio de los mecanismos de resistencia a metales pesados en
bacterias resistentes constituyen una linea de investigacién necesaria.

Susceptibilidad a antibidticos

Todas las cepas mostraron susceptibilidad frente a ocho de los antibioticos evaluados
(azitromicina, meropenem, imipenem, cefotaxima, cloranfenicol, gentamicina,
ciprofloxacino y kanamicina) y resistentes a la amikacina, eritromicina (Tabla 2). S.
marcescens YN-8 y S. marcescens YN-9 mostraron resistencia a la amikacina, mientras que esta
ultima cepa, ademas, resisti0 tetraciclina. A pesar de este comportamiento se observd un
predominio de la sensibilidad a estos agentes. Estos resultados difieren de los informados en
otros trabajos de caracterizacion de cepas de esta misma especie aisladas de ambientes
contaminados como son aguas y suelos contaminados por metales pesados con una gran
influencia antropogénica (Niveshika ez al., 2016).

Los determinantes genéticos de resistencia a metales pesados y a antibioticos pueden estar
localizados fisicamente en el mismo elemento genético (Azam et al., 2018). Por ello, el
estudio de los patrones de susceptibilidad a antibidticos en bacterias resistentes a metales
pesados, provenientes de ecosistemas naturales, resulta una de las pruebas que se realiza con
mucha frecuencia. En los casos de co-resistencia, la presencia de metales puede constituir
una presion selectiva permanente, recalcitrante y ampliamente distribuida con importancia
clinica y medioambiental, que contribuye potencialmente en el mantenimiento y dispersion
de determinantes genéticos de resistencia a antibioticos (Sidhu et al., 2015).

La especie S. marcescens se reconoce por ser causante de infecciones nosocomiales, puede
infectar el tracto respiratorio y el urinario, principalmente en pacientes inmunodeprimidos. A
esto se le suma la multi-resistencia a los antibidticos (Prashad et al., 2019). Es por ello que, la
prevalencia de la sensibilidad a antibidticos observada en las cepas en estudio, constituyen un
elemento relevante en sus posibles aplicaciones en el campo de la biotecnologia ambiental.

Tabla 1. Concentracion minima inhibitoria de las cepas de S. marcescens en medio minimo
Tris solido, 37°C, durante 120 horas. La concentracion se registré en mmol. L.
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Cepas Ni(Il) |Co(ID) | Cr (VD) | Cu() | Zn (I) | Al (IIT)
S. marcescens YN-2 10,0 1,0 1,5 2,0 5,0 2,0
S. marcescens Y N-8 10,0 1,0 2,0 2,5 5,0 2,0
S. marcescens YN-9 10,0 1,0 1,5 1,5 3,0 2,0

Tabla 2. Susceptibilidad a antibioticos de las cepas de S. marcescens, aisladas del yacimiento
lateritico de Moa, Holguin.
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Fig. 1. Efecto de la presencia de iones Ni (1) sobre el crecimiento de las cepas en medio minimo Tvis liquido. Los
cultivos se incubaron durante 18 horas (150 rev.min”, 37°C). Las barras representan el valor medio de tres
determinaciones * desviacion estindar. ® S. marcescens YN-2, m S. marcescens YN-8 y A S. marcescens YN-9.
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Fig. 2. Crecimiento de las cepas en presencia de Ni (II). Las lineas continuas representan los cultivos inducidos y las lineas
discontinuas representan los cultivos no inducidos. (4) S. marcescens YN-2, (B) S.marcescens YN-8, (C) S. marcescens YN-9.
Los valores incluidos en cada grdfico representan la media + DS de tres determinaciones. Se realizo una prueba t de Student
independiente por grupos para determinar las diferencias entre la absorbancia de cultivos inducidos y no inducidos en los
puntos sefialados (prueba t de Student, ns: no diferencias significativas, ***p<0,001, n=3).
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CONCLUSIONES

Las cepas de S. marcescens (YN-2, YN-8 y YN-9), autéctonas del yacimiento lateritico de
Moa son resistentes a los metales Ni (II), Co (IT), Cr (VI), Cu (II), Zn (II) y Al (IT). Ademas,
presentan un predominio de sensibilidad a antibidticos, estas caracteristicas las hacen
interesantes para ser evaluadas en procesos de biorremediacion. Las tres cepas presentan un
mecanismo inducido de resistencia a Ni (II) y resisten hasta 5,0 mmol. L' de este metal en
medio liquido, esta singularidad y caracteristicas las convierten en buenas candidatas para ser
incluidas en estudios genéticos destinados al disefio de biosensores para el monitoreo
ambiental.
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