ARTICULO ORIGINAL

Métodos de identificacion polifasica aplicados a la biusqueda de
microorganismos con potencial industrial

Carmen Salvador Pinos’, FNicolas Herrera Naranjo’, Stephanie Michelena Tupiza’ Humberto Gonzalez
Gavilanez 2, Miguel Gualoto OAate®, Erenio Gonzédlez Suarez®, Leyanis Mesa Garriga®, Maira Rojas Carrillo®

"Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Central del Ecuador.

2Facultad de Ingenieria Quimica. Universidad Central del Ecuador

3Universidad de las Américas, Quito, Ecuador.

4Departamento de Ingenieria Quimica. Facultad de Quimica y Farmacia. Universidad Central “Marta Abreu” Cuba.

5 Corporacion Colombiana de Investigacién Agropecuaria (Agrosavia). Centro de Investigacion Tibaitata Bogota,
Cundinamarca, Colombia.

Correspondencia: Carmen Salvador Pinos; casalvador@uce.edu.ec

Recibido: 01 octubre 2019; Aceptado: 06 noviembre 2019

Resumen

Introduccion: La bioprospeccion de metabolitos de interés antropogénico emplea métodos de recoleccion de mi-
croorganismos en ecosistemas extremdfilos o endémicos. La microbiota aislada en estos lugares puede o no incluir
microorganismos patégenos. Es imprescindible un enfoque interdisciplinario que permita abordar la busqueda de las
especies de interés mientras se preserva la buena salud de los investigadores.

Objetivo: Identificar molecular, bioquimica y morfolégicamente microorganismos patégenos humanos en cepas celu-
loliticas de importancia industrial almacenadas en el banco de cepas del Laboratorio de Investigacion de la Facultad
de Ingenieria Quimica de la Universidad Central del Ecuador, procedentes del Yasuni, la Antartida y Balzapamba.
Métodos: Se realizd un estudio de bioprospeccion de bacterias celuloliticas empleando técnicas de microbiologia
ambiental. Se evaluaron las caracteristicas morfolégicas mediante tinciones, como por ejemplo Gram. Ademas, se
realizaron pruebas bioquimicas y antibiogramas para bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Las pruebas mole-
culares utilizaron extraccién de ADN bacteriano para la secuenciacién Sanger del gen 16S.

Resultados: Se encontraron las especies Klebsiella pneumoniae (Y2 'y Y3r) y Nocardia asteroides (Y1y Y3p) en las
muestras de material lignoceluldsico recolectadas en Yasuni, mientras que las especies aisladas en la Antartida y en
Balzapamba corresponden a Bacillus subtillis.

Conclusiones: Se identificaron cepas pertenecientes a diferentes géneros bacterianos. Las bacterias del género
Klebsiella, en las muestras colectadas en Yasuni, podrian tener un potencial patdégeno. Eso se puede corroborar con
técnicas de genotipificacion. Por lo tanto, puede existir riesgo para los seres humanos que realizan bioprospeccion
en ese ecosistema y se deben tomar medidas de bioseguridad.

Palabras clave: Microorganismos patégenos, microorganismos Antartida, identificaciéon molecular, 16S, bioprospeccion.

Polyphasic identification methods applied in searching for microorganisms with
industrial potential

Abstract
Background: The bioprospection of metabolites of anthropogenic interests employs methods of collecting mi-
croorganisms in extremophile or endemic ecosystems. The microbiota isolated in these places may or may not
include pathogenic microorganisms. Therefore, an interdisciplinary approach is essential to address the search of
the species of interest while the good health of the researchers is preserved.
Objective: To identify in molecular, biochemical and morphologically ways some human pathogenic microorganis-
ms in cellulolytic strains of industrial importance stored in the strain bank of the Research Laboratory of the Faculty
of Chemical Engineering at the Central University of Ecuador, from Yasuni, Antarctic and Balzapamba.
Methods: IA bioprospecting study of cellulolytic bacteria was performed using environmental microbiology tech-
niques. Morphological characteristics were assessed by Gram staining. In addition, biochemical tests and anti-
biograms were performed for Gram-negative and Gram-positive bacteria. The molecular tests used extraction of
bacterial ADN for 16S gene Sanger sequencing.
Results: The species Klebsiella pneumoniae (Y2 and Y3r) and Nocardia asteroides (Y1 and Y3p) were found in
samples of lignocellulosic material collected in Yasuni, while the isolated species in Antarctica and Balzapamba
correspond to Bacillus subtillis.
Conclusions: Strains belonging to different bacterial genera were identified. The bacteria of the genus Klebsiella
from the samples collected in Yasuni could have a potential pathogen. This can be corroborated with genotyping
techniques. Therefore, there could be a risk to humans who perform bioprospecting in that ecosystem and biose-
curity measures should be taken.
Keywords: Pathogenic microorganisms, Antarctic microorganisms, molecular identification, 16S, bioprospecting.
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Introduccion

Los estudios de bioprospeccién en areas me-
gadiversas o con especies extremdfilas aislan
microorganismos inocuos y patogenos, los
mismos que son empleados en diferentes pro-
yectos en las ciencias puras y aplicadas. Estos
microorganismos no son identificados a priori y
podrian ser potenciales agentes infecciosos [1].

La busqueda de microorganismos con poten-
cialidad en la expresion de enzimas celuloliti-
cas lleva a los investigadores a sitios con alta
diversidad o con condiciones ambientales ex-
tremas, factores que favorecen la constitucion
de un genotipo microbiano que permite la ex-
presién del fenotipo buscado para la adapta-
cion [2]. El presente estudio se interesa en el
aspecto de la salud humana de la recoleccién
de muestras bioldgicas, considerando el ries-
go para los investigadores de encontrarse con
cepas patogenas.

Las muestras almacenadas en el banco de ce-
pas proceden de tres lugares: Parque Nacional
Yasuni, Balzapamba, y una playa de la Antar-
tida. El Parque Nacional Yasuni esta calificado
cientificamente como Refugio del Pleistoceno
(Napo-Ucayali), debido a su gran tamafio y
abundante biodiversidad, dispersion de seres
vivos y altisimo endemismo. Esta ubicado en la
Amazonia baja (300-100 msnm), con abundan-
cia de zonas de sistemas fluviales y lacustres
permanentes y estacionales, en el area oriental
de la provincia de Orellana, llegando a la fron-
tera con Peru [3].

Balzapamba esta ubicada entre las provin-
cias de Los Rios y Bolivar a 32 km de Ba-
bahoyo y 68 km de la ciudad de Guaranda.
Es punto de confluencia climatica y corredor
biolégico entre la Sierra y la Costa. Cuenta
con diversidad de flora y fauna y una exube-
rante produccién agricola [4].

La Antartida es uno de los lugares mas extre-
mos del planeta por el intenso frio que sufre
durante la mayor parte del afio y por las es-
casas precipitaciones, por lo que es escenario

de intensas investigaciones por parte de mu-
chos paises. Muchas de ellas intentan hacer
viables asentamientos permanentes con fines
de explotaciéon minera. El Ecuador considera
de importancia estratégica futura mantener
una presencia activa en el continente blanco,
mediante la investigacion cientifica [5].

El interés bioprospectivo en los lugares men-
cionados viene del hecho de que los lugares
con alta diversidad (Balzapamba, Yasuni) y
endemismo (Yasuni) representan un reto para
la evolucion de los organismos que viven en
ellos, asi como para los que viven en climas
extremos (Antartida). Presentan estrategias
evolutivas adaptadas al medio como la sinte-
sis de enzimas con mayor actividad especifica
que las de microorganismos de zonas templa-
das o con menos presién o competencia evo-
lutiva, siendo asi interesantes por su potencial
aplicacion en la industria biotecnoldgica [6].

La identificacién de la microbiota en el estu-
dio fue realizada mediante estudios microbio-
l6gicos, bioquimicos y moleculares. Aunque
en los ultimos afos existe un crecimiento im-
portante en la oferta de métodos genotipicos
aplicados al diagndéstico microbiologico, la
mayor parte de los procesos de identificacion
siguen utilizando métodos fenotipicos, pues-
to que su realizacion, lectura y costo los ha-
cen mas asequibles [7]. Ademas, uno de los
factores clave para identificar a las bacterias
como agentes patégenos depende de su ais-
lamiento en cultivo puro. Una colonia en cul-
tivo puro esta compuesta por un solo tipo de
microorganismo y procede de una sola célula
original. Incluso, en genética molecular clasi-
ca bacteriana, las pruebas de identificacion se
deben realizar a partir de cultivos puros [7]. Sin
embargo, se calcula que en la actualidad se
identifica menos del 10% de los microorganis-
mos patégenos que provocan enfermedades
por la imposibilidad de cultivar o analizar estos
organismos con sondas moleculares [8]. Cada
microorganismo tiene su propia habilidad para
mutar y crear un modo efectivo de infeccion
para su “bienestar”. Muchos organismos son
dificiles de cultivar y en estos casos son Utiles
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las técnicas que revelan su afinidad midiendo
la hibridacion entre acidos nucleicos o anali-
zando la secuencia del ADN [8].

Por todo lo anterior, el objetivo principal de
la investigacion fue identificar molecular, bio-
quimica y morfolégicamente microorganis-
mos patégenos humanos en cepas celuloli-
ticas de importancia industrial recolectadas
en puntos especificos de la Antartida, Yasuni
y Balzapamba, las mismas que se encuen-
tran depositadas en el banco de cepas ce-
luloliticas en el Laboratorio de Investigacion
de la Facultad de Ingenieria Quimica de la
Universidad Central del Ecuador.

Métodos
Diseno del estudio

Se empled un estudio observacional, en el que
se aplicd un disefo descriptivo. El universo co-
rrespondié al banco de cepas celuloliticas de
los tres lugares mencionados (Yasuni, Balza-
pamba y Antartida), de los que se desconoce
sus caracteristicas bioquimicas y moleculares.
Se desea identificar la especie a la que pertene-
cen para que, en caso de existir cepas patdge-
nas, éstas sean descartadas, y se considere la
elaboracién de protocolos de bioseguridad para
futuras bioprospecciones.

Poblaciéon microbiana en estudio

El banco de cepas esta compuesto por 15 indivi-
duos bacterianos de los que se desconocian sus
caracteristicas bioquimicas y moleculares. Estas
fueron purificadas y almacenadas en el Labora-
torio de Investigacion de la Facultad de Ingenieria
Quimica de la Universidad Central del Ecuador. A
partir de éstas se han realizado algunos estudios
enzimaticos para establecer un banco de cepas
celuloliticas y obtener de glucosa y etanol, que
son productos de importancia industrial [1,6].

Recoleccion de las muestras

En Yasuni (en las coordenadas 0°43'37.3"S
75°32'56.0"0), el personal del “Programa de

Viveros y Reforestacion” de produccion, en
coordinaciéon con Petroamazonas, recolectd
dos libras de hojarasca en descomposicién
que estaban en el suelo de un bosque primario
cercano al area de explotaciéon del pozo pe-
trolero. Para la estimacion de que el punto de
coleccién era “bosque primario” (es decir, no
afectado por explotacion maderera, agricola
0 minera, resultado final de etapas ecologicas
sucesivas, poseedor de su biodiversidad ori-
ginal completa con poca o ninguna foranea,
dominado por una cubierta continua de arbo-
les de dosel, y agua y suelo no contaminados)
[9], se confia en el conocimiento del lugar de
los técnicos del vivero, que manejan a diario
los indicadores para los diferentes estados de
alteraciéon de la selva local. Ambas entidades
autorizaron el permiso para la recoleccion de
semillas y material lignocelulésico nativo en el
Bloque 43, dentro del marco del proyecto “De-
sarrollo Responsable del Bloque” [10].

En Balzapamba (coordenadas 1°45'47.8"S
79°10'56.8"0), el personal que laboraba en la
molienda de cafa en la hacienda “La Indus-
tria” realiz6 la recoleccion de bagazo de cana
de azlcar (proveniente de la variedad de cana
piojota negra) guardado apilado, para la gene-
racion de calor. Se recolectaron dos libras de
bagazo de cafia de azlcar. Las muestras fue-
ron lavadas con agua peptonada estéril.

En la Antartida, en la Estacién Pedro Vicen-
te Maldonado (coordenadas 62°26'56.2"S
59°44'28.0"0O; altitud cinco msnm), inves-
tigadores del Comité Asesor cientifico DI-
GEIM-FUNDEMAR eligieron un transecto de
200 m de la zona de playa de la Ensenada
Guayaquil, frente a la Estacién Maldonado, y
recolectaron 120 g de algas en descomposi-
cién de la especie Callophyllis atrosanguinea,
arrastrada por el oleaje y mareas a la playa, se-
parandola de los residuos de otras algas abun-
dantes en la zona costera. El material colecta-
do se lavo con suero salino [6, 11].

La metodologia de lavado empleada consis-
tié en seleccionar 60 g de la muestra, toma-
dos al azar de diferentes puntos del sustrato,
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los que fueron colocados en las soluciones de
agua peptonada y salina respectivamente. Las
mezclas fueron agitadas, por separado, a 450
rpm en una plancha de agitacioén, durante 10 h,
hasta que el material se disgrego, consideran-
dose una solucién madre. un ml de la solucién
madre fue llevada a nueve ml de agua pepto-
nada. Se sembraron las tres ultimas diluciones
en medio PCA (Plate Count Agar) y PDA (Pota-
to Dextrose Agar) a + 37°C para bacteriasy a +
25°C para hongos.

Purificacion de los microorganismos

La purificacién de los microorganismos se lle-
vo a cabo resembrando las muestras aisladas
en agar nutritivo PCA varias veces mediante la
técnica de agotamiento de estria hasta obtener
colonias de un solo tipo morfolégico. Adicio-
nalmente, se sembrd cada cepa pura en caldo
nutritivo para estudios posteriores [6].

Pruebas de esporulacion

Se aislaron 108 colonias de bacterias, 60 de
levaduras y 70 hongos, que mostraron dife-
rencias morfolégicas macroscépicas y fueron
sometidas a una prueba de esporulacién, que
consisti6 en someter al microorganismo en
cinco ml de agua peptonada, durante 10 min
a 80°C, para después sembrarlo nuevamente
y observar las que sobrevivieron.

Identificacion fenotipica
La identificacion de las cepas almacenadas

en criotubos, y recuperadas en caldo tiogli-
colato se realizé por métodos convencionales

basados en las caracteristicas fenotipicas. El
esquema tradicional permitié observar tanto la
morfologia como el desarrollo y propiedades
bioquimicas y metabdlicas. El cultivo en agar
sangre diferenci6 el tipo de hemdlisis que pro-
ducian las cepas en estudio; el cultivo en agar
MacConkey diferencié a los Gram-negativos,
en aquellos que utilizan la lactosa (lac+) de los
que no la utilizan (lac-).

La metodologia de siembra en agar sangre fue
realizada por la técnica de estriacion por agota-
miento, este proceso es similar al seguido en ais-
lamiento y purificacién [12], utilizando una tem-
peratura de incubacion de 37°C por 24 horas.

En el proceso de identificacion bacteriana
tradicional, para la identificacién de género y
especie se utilizé una bateria de pruebas tra-
dicionales y comerciales (APl Biomeriux) de
manera secuencial y simultanea, en funcién de
la observacion realizada en agar sangre y Mac-
Conkey. Finalmente se identificé el microorga-
nismo a nivel de género y especie.

Cepas Seleccionadas

De las 15 cepas en estudio, se selecciona-
ron las de alto interés industrial, por presentar
una alta produccion de glucosa, de acuerdo
a estudios enziméticos realizados [1]. Estas
corresponden a las accesiones Bal3, Y1, Y3,
Ant12N5, Y2y Y3p (Tabla 1).

El posible género de las cepas a identificar, de
acuerdo a un estudio exploratorio realizado al
inicio de este trabajo en la Facultad de Ingenieria
Quimica, arrojé el dato de que las cepas de in-

Tabla 1. Posibles géneros de las cepas de acuerdo a las caracteristicas morfolégicas en agar Maconkey

Cadigo Género y especie
Y1 Nocardia

Y2 Klebsiella

Y3r Klebsiella

Y3p Nocardia
Ant12N5 Bacillus

Bal3 Bacillus
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terés industrial podian corresponder a los géne-
ros Nocardia sp., Klebsiella sp. y Bacillus sp. Se
emplearon medios de cultivo McConkey y Lac-
trimel, para determinar el género y determinar las
técnicas a emplear y el manejo de bioseguridad.

Identificacion polifasica (analisis morfolégi-
cos, bioquimicos y moleculares)

Para realizar los analisis que permitan identi-
ficar los organismos patdgenos se propuso el
empleo de los métodos fenotipicos (morfoldgi-
co y bioquimico) y moleculares.

En los métodos fenotipicos se evaluaron las
caracteristicas de tincion de la membrana
celular y el crecimiento en sustratos espe-
cificos para determinar clases de microor-
ganismos de acuerdo a Bergey, tomo dos.
En los métodos moleculares se estudiaron
secuencias genéticas bacterianas amplifi-
cadas de la regién V3 y V4 del gen 16S del
ARNr y se las compard con la base de datos
NCBI, para llegar a la identificacion final del
microorganismo [13].

Métodos fenotipicos

Se parti6 de la observacion morfologica de una
muestra previamente fijada al calor y sometida
a la tincién Gram [14]. También se prepard una
placa para realizar la tincién de Ziehl-Neelsen
[8] en busqueda de bacterias acido-alcohol re-
sistentes (BAAR).

Las caracteristicas macroscépicas: morfolo-
gia y hemolisis, se definieron mediante cultivo
en agar sangre y MacConkey. La diferencia-
cién bacteriana se realizé mediante pruebas
preliminares convencionales rapidas (catalasa
y oxidasa), pruebas con lectura de 18-48h (OF,
rojo de metilo, TSI, citrato, urea, Voges-Pros-
kauer, sim), y sistemas comerciales multiprue-
bas (APl 20E y 20NE).

Estudios para cepas Gram-negativas

Se aplicaron pruebas API 20E y API 20NE para bac-
terias Gram-negativas (oxidasa- y oxidasa+) [15].

Prueba de susceptibilidad de cepas
Gram-negativas

A cada cepa Gram-negativa se le realizé una
prueba de susceptibilidad antimicrobiana, para
observar su comportamiento contra varios an-
tibioticos y conocer si existe resistencia o sen-
sibilidad a ellos [12].

Los discos utilizados para enterobacterias
fueron:

Ampicilina sulbactam (AMP), Amikacina (AK),
Ciprofloxacina (CIP), Gentamicina (CN), Tri-
metoprim sulfametoxazol (SXT), Cefalotin
(KF), Meropenem (MEM), Ampicilina (AMP),
Ceftriaxona (CRO). Segun el M100-S25 Per-
formance Standards for Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing; Twenty-Fifth Informatio-
nal Supplement se obtuvieron los valores de
referencia para en antibiograma mediante la
técnica de difusiéon de disco.

Estudios para cepas Gram-positivas

A cada cepa Gram-positiva se le realizé la
prueba de catalasa. Dependiendo del resul-
tado, se eligié la prueba con la que se con-
tinuaria el estudio, de acuerdo a los métodos
encontrados en el Manual de Técnicas en Mi-
crobiologia Clinica de la Asociacion Espafola
de Farmaceuticos Analistas [16].

Ademas, se realizaron pruebas de movilidad,
hidrdlisis de gelatina, sensibilidad a penicilina
recomendadas por el mismo autor para confir-
mar o descartar el género Bacillus.

Las pruebas de Voges-Proskauer y movilidad a
15-200C también se realizaron para confirmar
o descartar los géneros Listeria y Corynebac-
terium ya que resultados positivos en ambas
pruebas corresponden a Listeria sp. y ambas
pruebas negativas a Corynebacterium sp.

Extraccion de ADN bacteriano

Una vez obtenidas las colonias puras de las
muestras estudiadas se sembraron cada una
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de las cepas en caldo nutritivo Difco para pos-
teriormente extraer el ADN.

Se colocaron tubos con 10 mL de caldo nu-
tritivo y en cada tubo se inocul6 la cepa pura
a identificar.

El ADN fue extraido aproximadamente de 2E9
UFC. En el caso de las bacterias Gram-po-
sitivas se modificd ligeramente el protocolo
aumentando la cantidad de Proteinasa K y el
tiempo y la temperatura de incubacion para
obtener buenos resultados de extraccion. Se
empled un kit de purificacion Pure Link Geno-
mic ADN (Invitrogen) para todos los productos
de extraccién de ADN.

PCR

El volumen final de 50 pL por reaccion fue am-
plificado en un termociclador Thermal cycler
Multigene Gradient (Labnet International, Inc.).
Por reaccién se tuvo 10 pL de ADN a una con-
centracion de cinco ng/ul, 100 uM de cada ce-
bador, 2.5 nM de dNTPs, de 50 nM de MgCI2
y cinco U Taq Polimerasa (Invitrogen). Los ce-
badores empleados para la secuenciaciéon de
la regién 16S RNAr fueron el 8 Forward AGA-
GTTTGATCCTGGCTCAG y el 1492 Reverse (s)
GGTTACCTTGTTACGACT. Se purifico la PCR
(Reaccion en cadena de la polimerasa) con el
Pure Link PCR Purification Kit (Invitrogen).

Ampilificaciéon del gen 16S

Se variaron las condiciones de temperatura y
duracion de los ciclos [6] hasta obtener el si-
guiente ciclo de amplificacién: La desnatura-
lizacién fue llevada a cabo en un ciclo de 45
segundos a 95°C seguido de 25 ciclos de 94°C
por 15 segundos (continuacién de la desna-
turalizacién). Luego otro ciclo de 56°C por 30
segundos (annealing) y la etapa final de 72°C
para la fase de extension.

Cuantificacion de ADN

Los fragmentos de amplificacion fueron veri-
ficados por electroforesis en geles de agaro-

sa al uno por ciento. Se empled un marcador
de peso molecular de un Kb para determinar
el tamafno de los amplicones obtenidos en la
PCR. Se corrio el gel a 100 V, 500 mA y 45
min. Se verifico la concentracién por fluoro-
metria empleando el Qubit® 3.0 Fluorometer
y el NanoDrop de Thermo Fisher Scientific
(Thermo Scientific™ NanoDrop 2000), debi-
do a que algunas muestras sobrepasaron la
linealidad del fluorometro.

Purificacion PCR

El producto de la PCR se purific6 mediante un
kit comercial de Invitrogen con el objeto de eli-
minar subproductos, cebadores y dNTPs con-
taminantes que impidan la secuenciacién [17].
Secuenciacién Sanger del gen 16 S ARNTr.

Para realizar la amplificacion Sanger los primers
se diluyeron a una concentracion de 15 pmol/pL.
Se limpiaron y ensamblaron las secuencias obte-
nidas con un programa bioinformatico y se com-
pararon las secuencias ensambladas con la base
de datos GenBank [17]. Las secuencias en pares
de bases (bp) Forward y Reverse fueron alinea-
das empleando el Database GenBank usando el
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del
National Center for Biotechnlogy Information [18].

Bioseguridad para el manejo de las cepas

El manejo para las cepas identificadas se lo
realizé de acuerdo al Manual de Bioseguridad
en Laboratorios de la OMS, por lo tanto, las ce-
pas inocuas estaban dentro del grupo de ries-
go |, mientras que las patégenas estan dentro
del grupo de riesgo Il [19].

Estandarizacion de los datos

Los datos fenotipicos (morfolégicos y bioqui-
micos) fueron recolectados realizando cuatro
veces la medicion u observacion.

Para el analisis molecular especificamente
para la secuenciacion del gen 16S, se em-
ple6 un control positivo, el cual correspondié
a la bacteria Bacillus subtilis. Esto ayudd a
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mejorar la exactitud y precision de los datos
que se obtuvieron.

Analisis estadistico
Analisis molecular

El estudio molecular fue realizado uUnica-
mente para la cepa inocua, en vista de que
ésta seria la recomendada para la manipu-
lacién en una industria que produciria 500
HL de etanol [20]. Se realizé un analisis de
identidad o similitud al 99%, fue empleada
la plataforma BLAST del NCBI. Se calcu-
laron los coeficientes de distancia, corre-
lacién y asociacion. Estos coeficientes nos
permiten medir las diferencias y coinciden-
cias entre los sujetos estudiados y encon-
trar su identidad al compararla con una
base de datos mundial.

Analisis de datos morfologicos y bioquimicos

Se calculé la moda (frecuencia), para encon-
trar el dato (cepa patégena) que tiene mayor
frecuencia dentro de la distribucién de la po-
blacion del banco de cepas. Una vez recogida
la informacion, fue ingresada en una hoja de
calculo de la aplicacion Excel 2017.

Consideraciones éticas

Esta investigacion fundamenta su ambito bioéti-
co en los principios de beneficencia y no malefi-
cencia promovidos por organismos internaciona-
les como la UNESCO, en vista de que se busca
descartar cepas patégenas que puedan generar
problemas de salud a los investigadores que las
manipulan con intereses biotecnoldgicos.

En relacion a la recoleccion de las muestras
biolégicas en Balzapamba y Antartida, la acti-
vidad ha sido realizada a través del permiso de
acceso a los Recursos Genéticos con fines de
Investigacion Cientifica, emitido por el Minis-
terio del Ambiente de Ecuador. En el caso de
las muestras colectadas en las areas de inter-
vencion de Petroproduccién en la Amazonia,
la entidad posee sistemas de gestion ambien-

tal que cumplen con el Reglamento Ambien-
tal de Operaciones Hidrocarburiferas. En este
caso se aplicaron los Articulos. 13y 14.

Ademas, el desarrollo de este trabajo se sus-
tentd sobre la base de las leyes establecidas
en la Constitucion de la Republica del Ecua-
dor, en los articulos 350, 357, 358 y 385, que
impulsan y aseguran la adquisicion de cono-
cimientos nuevos, asi como el desarrollo y di-
fusion de éstos.

Resultados

Purificacion y crecimiento de los microor-
ganismos

Las cepas provenientes de Yasuni y Balza-
pamba, tras la primera purificaciéon, mostra-
ron la aparicion de UFC entre las 24 y 48 ho-
ras posteriores a su siembra, mientras que
las bacterias provenientes de la Antartida, a
excepcion de Ant12N5, crecieron entre los
15 a 19 dias de incubacion. En la Tabla 2 se
observan las cepas purificadas por primera
vez, segunda vez, las veces que se repitio
su siembra y el tiempo de generacién del
microorganismo en dias.

Estudio morfolégico de las cepas esporu-
lantes de importancia antropogénica

Se encontré que nueve muestras corres-
ponden a bacilos Gram-positivos. Tam-
bién se encontraron tres muestras corres-
pondientes a cocos Gram-positivos y dos
muestras son bacilos Gram-negativos de
tipo enterobacterias.

Pruebas bioquimicas e identificacion preli-
minar de las cepas

Se observaron patrones de crecimiento de mi-
croorganismos aerobios y anaerobios facultati-
vos en el caldo tioglicolato. Las muestras Bal3,
Y1, Y3p y Ant12N5 fueron compatibles con ae-
robios estrictos y las cepas Y2 y Y3r tuvieron
caracteristicas para ser consideradas anaero-
bios facultativos.
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Tabla 2. Crecimiento de las cepas purificadas

Primer tiempo de

Segundo tiempo de

Cepa generacion (dias) generacion (dias) N® de repeticiones
Ant12N1 15 2 3
Ant12N3 15 2 3
Ant12N5 16 2 3

Ant5N1 17 2 3
Ant5N2 15 2 3
Ant5N4 19 7-15 2
Ant5N5 15 2 3
Ant5N6 15 2 3
Ant5N7 18 2 3
Ant5N8 17 2 3
Bal3 1 1 4
Y1 1 1 4
Y2 1 1 4
Y3r 2 2 5
Y3p 2 2 5

Las muestras Y3p, Bal3 y Ant12N5, fueron
resembradas a partir del caldo tioglicolato,
crecieron en agar sangre mostrando beta he-
molisis muy marcada, las muestras Y2 y Y3r
crecieron en agar sangre y también en agar
McConkey, ya que éstas eran Gram-negativas.
Las cepas Y1 y Bal3 tuvieron un crecimiento
en superficie, o que sugiere un microorga-
nismo aerobio. Las cepas Y2 y Y3p tuvieron
crecimiento denso en el caldo, por lo que se
sospecha de un microorganismo anaerobio
facultativo. Finalmente, la cepa Ant12N5 tuvo
formacion de pelicula en la superficie, lo cual
también sugiere un microorganismo aerobio.

Pruebas bioquimicas para Gram-negativas

Al realizar las pruebas en agar Kliger, citrato
de Simmons, RMVP, lisina, SIM y malonato
se obtuvo el perfil bioquimico de cada cepa
Gram-negativa en el que se encontré que am-
bas cepas eran Klebsiella pneumoniae.

Al comparar los resultados de las baterias bio-
quimicas aplicadas a Y2 y Y3r con los resul-
tados de las pruebas API 20e aplicadas a las

mismas, se encontrd que las pruebas bioqui-
micas API 20e para enterobacterias muestran
un perfil bioquimico que confirma el resultado
de Klebsiella pneumoniae en un 97.7%.

Se valoraron los resultados de cada prueba
Api 20e y se obtuvo la clave 5215773 en cada
cepa, esta clave fue comparada con la base
de datos Api Biomeriux, confirmando asi que
cada cepa corresponde a una Klebsiella pneu-
moniae en un 97.7%

Antibiogramas de cepas Gram-negativas

Se realizaron antibiogramas a todas las Gram-ne-
gativas para conocer el comportamiento de las
cepas frente a los antibiéticos. La cepa Y2 fue
sensible a todos los discos; en cambio, la cepa
Y3r fue resistente a la ampicilina sulbactam
(SAM) y a la cefalotina (KF), lo que indica que son
dos cepas diferentes de Klebsiella pneumoniae.

Pruebas bioquimicas para Gram-positivos

En la prueba de catalasa se observd que la
reaccion fue positiva en todas las cepas.
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Al ser todos catalasa positivos, podrian tra-
tarse de los géneros: Bacillus sp., Corynebac-
terium sp., Listeria sp., Nocardia sp. o Strep-
tomyces sp., para lo cual se procedié con mas
pruebas bioquimicas.

En resumen, el 13% correspondié a cepas
Gram-negativas y 87% a Gram-positivas.

Resultados de los ensayos para la determi-
nacion del género Bacillus

Las muestras Bal3 y Ant12N5 fueron positivas
para la prueba de hidrdlisis de gelatina. Tam-
bién tuvieron movilidad positiva, algo comun en
la mayoria de especies del género Bacillus sp.
Ademas, fueron sensible a la penicilina. Este re-
sultado se relaciona con la forma de la colonia,
que era propia del género Bacillus sp., y el resul-
tado de la tincién Gram.

En el metabolismo de azlcares se observa que
degradan facilmente el sorbitol y la arabinosa
y en menor proporcién la sacarosa y la amig-
dalina, caracteristicas metabdlicas propias del
género Bacillus sp.
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Figura 1. Evaluacion de la calidad del ADN extraido de cada cepa.

La secuenciacién Sanger permitié obtener se-
cuencias de calidad superiores a 90% (Figura
2). Se realizé el analisis mediante BLAST de
las muestras Ant12N5 y Bal3. Las dos mues-
tras, correspondientes a Ant12N5 y Bal3, pre-
sentaron un porcentaje de identidad del 99% y
100% respectivamente con la especie Bacillus
subtilis (Tabla 3).

Resultados de los ensayos para la determina-
cion del género Corynebacterium y Listeria.

Al realizar las pruebas del metabolismo de gluco-
sa, Voges Proskauer y movilidad a 25°C, se en-
contré que ninguna cepa poseia el perfil bioqui-
mico de los géneros Corynebacterium y Listeria.

Resultados de los ensayos para la determi-
nacion del género Nocardia y Streptomyces

A las cepas se les realizé una tincion de Ziehl-Ne-
elsen para detectar bacilos acido-alcohol resis-
tentes, compatibles con el género Nocardia.

Las cepas Y1 y Y3p fueron positivas para la tin-
cion. Ademas, la forma caracteristica de su colonia
confirméd que era una cepa de Nocardia asteroides.

Identificacion molecular de las cepas de interés

Se obtuvo una cantidad de ADN mayor a 5 ng/dL
(Figura 1). Inicialmente, no se amplificé el gen 16S.
Sin embargo, después de aplicar la purificacion del
producto PCR, se obtuvo un fragmento de 1200
pb, que era el esperado para la secuenciacion.
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De las seis cepas identificadas, el 67% tiene
un potencial patégeno, que se puede confir-
mar aplicando técnicas de genotipificacién.
Solo dos cepas que representan el 33% fueron
inocuas (Tabla 4).

Empleando técnicas moleculares como el Mul-
tilocus Sequence Typing (MLST) o a mayor pro-
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fundidad el Whole Genome Sequencing (WGS), estas bacterias y establecer su valor en proyec-
se podria determinar a qué nicho pertenecen tos biotecnoldgicos.

Tabla 3. Resultados de secuenciacion Sanger para Bal3 y Ant12N5

Muestra Longitud Secuencia Calidad Secuencia Organismo Fragmento % ldentidad
Ant12N5 1435 95.4 Bacillus subtilis 16S 99
Bal3 1415 96.3 Bacillus subtilis 16S 100
- vane wye o Ve (e ot vaged ol WS g lags s CJMEsN E W 4 -

Figura 2. Secuencias de nucledtidos alineadas en el en el BLAST Bal3

Tabla 4. Cepas identificadas

Cadigo Género y especie Patogenicidad
Y1 Nocardia asteroides Patdgena

Y2 Klebsiella pneumoniae Patdgena

Y3r Klebsiella pneumoniae Patdgena

Y3p Nocardia asteroides Patdgena
Ant12N5 Bacillus subtilis Inocua

Bal3 Bacillus subtilis Inocua
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Discusion

Los analisis morfolégico, molecular y bioquimi-
co mostraron que las bacterias inocuas perte-
necen a la especie Bacillus subtilis. Estos ba-
cilos son universales debido a su capacidad
de formar esporas, pueden vivir en el ambiente
durante varios afios y son ampliamente em-
pleados en la industria [1,7]. La mayoria de Ba-
cillus no provocan enfermedades en el ser hu-
mano. Sin embargo, existen algunas especies
que generan enfermedades importantes, como
el carbunco causado por el Bacillus anthracis,
que constituye un arma bioldgica importante
[21]. En resumen, el 13% de las cepas estu-
diadas correspondié a cepas Gram-negativas
y 87% a Gram-positivas.

Las muestras Bal3, Y1, Y3p y Ant12N5 fueron
compatibles con aerobios estrictos y las cepas
Y2 y Y3r tuvieron caracteristicas para ser con-
sideradas anaerobios facultativos. Muchos mi-
croorganismos son aerobios estrictos, es decir,
necesitan del oxigeno como aceptor de hidro-
geno. Algunos anaerobios son facultativos, por
lo tanto, tienen la capacidad de vivir de forma
aerobia y anaerobia. Finalmente, otros microor-
ganismos son anaerobios obligados pues re-
quieren de una sustancia diferente como acep-
tor de hidrégeno [11]. Al respecto, este dato es
importante en relacién al estudio del balance
de masas y de energia de la cantidad de gas O,
que debe ser inyectado en el biorreactor [22].
Los productos secundarios naturales del me-
tabolismo aerobio son compuestos reactivos
de perdxido de hidrégeno (H,0,) y superoxido.
Muchos microorganismos anaerobios y anae-
robios tolerantes al aire se protegen de estos
productos por la presencia de superoxido dis-
mutasa y por la presencia de una catalasa, lo
que debe ser tomado en cuenta al reproducir
los microorganismos a gran escala.

Por otro lado, las bacterias Gram-negativas
halladas, que pertenecen al género Klebsiella,
también muestran un aspecto mucoide, cap-
sulas de polisacarido de gran tamano y falta de
motilidad, y por lo general producen pruebas
positivas para lisina descarboxilasa y citrato.

La mayor parte del género Enterobacter pro-
duce pruebas positivas para motilidad, citrato
y descarboxilasa de ornitina, y produce gas a
partir de glucosa. Enterobacter aerogenes tiene
capsulas pequenas. Serratia produce ADNasa,
lipasa y gelatinasa. Klebsiella, Enterobacter y
Serratia por lo general producen reacciones de
Voges-Proskauer positivas [12].

Dentro de las resistencias intrinsecas de las
enterobacterias, se observé como las cepas
de Klebsiella pneumoniae tuvieron resistencia
natural a la ampicilina ademas de ser sensibles
a las cefalosporinas y a los carbapenémicos,
tal como se cita en la literatura [8]. Klebsiella
pneumoniae esta presente en la microbiota de
animales tales como los humanos, otros mami-
feros e inclusive en aves. Las cepas humanas
de esta especie también se constituyen como
patdégenos oportunistas que son capaces de
causar infecciones sistémicas en los humanos.
En la actualidad se observan cepas humanas
que han adquirido resistencia hasta el punto de
la pandrogo-resistencia, se puede sospechar
que la cepa hallada es una cepa salvaje que no
ha tenido grandes eventos de transferencia ho-
rizontal de genes o de seleccién de mutantes
resistentes por su exposicion a antibiéticos.

En relacion a la especie patdgena Nocardia
asteroides, ésta se observd como un bacilo
Gram-positivo filamentoso ramificado, aerobio,
inmovil, con catalasa positiva, lo que concuer-
da con lo expuesto por otros autores [13, 23].

Las cepas colectadas inocuas correspondien-
tes a Bal3 y Ant12N5 colectadas en Balzapam-
ba y Yasuni mostraron un crecimiento opuesto,
en vista de que Bal3 tarda entre un dia a dos
dias en formar colonias, mientras que Ant12N5
entre siete y 15 dias. Esto tiene implicaciones
en el dimensionamiento de los equipos, en el
campo de la biotecnologia industrial [24].

El lento desarrollo que sufren las cepas de bac-
terias traidas de Antartida, puede ser debido
que la mayoria de cepas de bacterias recolec-
tadas son psicroéfilas, es decir que crecen 6pti-
mamente a temperaturas <15°C. Las bacterias
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psicroéfilas mas frecuentes en aguas profundas
0 en zonas polares son Gram-negativas de
las clases: Alfa, Beta, Delta y Gamma proteo-
bacteria (Shewanella sp. y Moritella sp.), y el
Phylum Bacteroidetes con los géneros: Cyto-
phaga, Flavobacterium y Bacteriodes [25].

De las seis cepas identificadas, el 67% fueron
patdégenas y solo dos cepas que representan el
33% fueron inocuas. Las cepas inocuas que se
identificaron requirieron un nivel de contencién
minimo, ya que no causan enfermedades a tra-
bajadores del laboratorio o a animales, bajo los
procesos que se sefialan para la produccion de
etanol [26]. Mientras que todas las cepas pa-
tégenas estén dentro del nivel de riesgo dos,
por lo tanto, representan un riesgo limitado a
pesar de ser patdgenas. Las cepas patdégenas
pueden ser empleadas en la industria.

Como conclusidn, se establece el hallazgo de
la cepa Klebsiella pneumoniae en el material
organico obtenido en Yasuni, que puede te-
ner importancia clinica. Esta es una cepa pa-
tégena, no obstante, por el habitat en el que
se encuentra, puede no estar relacionada con
seres humanos, lo cual podria ser corrobora-
do empleando técnicas de genotipificacion. Es
importante que en los estudios de bioprospec-
cion, inicialmente se identifiquen los microor-
ganismos que se estan aislando para precau-
telar la salud de los investigadores y proveer
informacién para una correcta determinacion e
interpretacion de las pruebas de sensibilidad
de estos microorganismos. Por otro lado, las
bacterias productoras de celulasas colectadas
en la fabrica artesanal de panela en Balzapam-
bay en la microbiota adherida a la especie Ca-
llophyllis atrosanguinea en la Antartida no son
de importancia clinica.

Las técnicas empleadas para la identificacion
taxonémica de la microbiota proveniente de
los diferentes sitios y muestras, las mismas
que son interdisciplinarias, consideradas en
los estudios polifasicos, constituyen una es-
trategia para identificar la microbiota ambiental
de importancia clinica.

Se corrobord la importancia del estudio poli-

fasico aplicado a la identificacion taxondmica
de cepas inocuas y patdgenas, sobre la cual
algunos autores han investigado ampliamente
[27]. Este método permite abordar el tema de
la clasificacion taxondmica de manera técnica
y econdmicamente apropiada.
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