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RESUMEN

En las dltimas décadas se ha estudiado extensamente la capacidad de las bacterias hald-
filas de producir sustancias de interés biotecnoldgico. El Centra de Biotecnologia de fa
Universidad Mayor de San Simén cuenta con un banco de microorganismos haldfilos ais-
lados del altiplano boliviano, de los cuales se selecciond 71 cepas haldfilas y halo toleran-
tes de la Laguna Chairkota para analizar su capacidad de produccién de sustancias anti-
bidticas o bacteriacinas. Se realizd un screening de las cepas en medio de cultivo solido,
utilizando la técnica de la doble capa, y se encontré 14 cepas capaces de producir bacte-
riocinas. Posteriormente se seleccionod a la cepa halo tolerante CH20 como mejor produc-
tora que al ser secuenciada, analizada filogenéticamente y caracterizada morfologica y
bioguimicamente. Se encontré que pertenece a la especie Staphylococcus equorum,
especie descrita en bibliografia, aislada de medios con alto contenido de sal. Se denomi-
nd a la cepa identificada como Staphylococcus equorum CH20. Esta investigacion
demuestra la capacidad biotecnoldgica de los microorganismos halfilos. Especialmente
el potencial que tienen las cepas aisladas del altiplano boliviano, las cuales pueden ser
utilizadas en un futuro come alternativa a los antibioticas cominmente comercializados.

Palabras clave: Bacterias hal6flas. Bacteriocinas. Staphyfococcus equorum. Altiplano
boliviano.

ABSTRACT

During the last decades, the ability of halophilic bacteria to produce substances of biatechno-
logical interest has been extensively studied. The Center of Biotechnology of the University
Mayor de San Simén holds a collection of halophilic microorganisms isolated form the
Bolivian Aitiplano, from which 71 halophilic and halotolerant strains form Lake Chairkota
were chosen to study their capacity to produce antibiotic substances or bacteriocins. A scree-
ning of the strains was Made on solid media, using a double layer technique and 14 strains
were found to produce bacteriocins. Furthermore, the holotolerant strain CH20 was the best
bacteriocin producer and was chosen to be sequenced, analyzed phylogenetically. characte-
rized morphologically and biochemically and it was identified as Staphylococcus equorum,
which was previously described in the literature, isolated from high salt containing environ-
ments. The identified strain was named Staphylocouccus equorum CH20. This research
demonstrates the biotechnological potential of halophilic microorganisms especially that of
strains isolated fram Bolivian Altiplano, which can be used in the future os an alternative to
commonly commercialized antibiotics.
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INTRODUCCION

Los microorganismos extremo filos han llamado la
atencion para su aislamiento y su explotacion biotec-
nolégica por su conocida capacidad de proliferar en
ambientes en los cudles la mayoria de los organismos
vivos no puede sobrevivir; por tanto, las sustancias
producidas por estos microorganismos tienen carac-
teristicas similares a las de su cepa productora (1).

Las bacteriocinas son proteinas o péptidos sintetiza-
dos en el ribosoma, con capacidades antimicrobianas,
gue difieren de los antibioticos tradicionales en un
punto critico, tienen un espectro de accidn relativa-
mente estrecho e inhiben el crecimiento de bacterias
estrechamente relacionadas e incluso a cepas diferen-
tes dentro de la misma especie (2, 3, 4).

Muchos de estos péptidos muestran una actividad
impresionante contra bacterias que son resistentes a
los antibioticos convencionales. B desarrollar estas
sustancias antibidticas para ponerlas a disposicién de
la poblacidn no solo aumenta el nimero de medica-
mentos disponibles en farmacias, sino que le da un
tiempo de uso mas largo, haciendo que la resistencia
a antibidticos se retrase (2, 5).

En éste estudio se describe el screening para la detec-
cién de produccion de bacteriocinas de 71 cepas bac-
terianas halofilas y halo tolerantes aisladas de la lagu-
na Chairkota de Potosi, Bolivia, del Centro de
Biotecnologia de la Universidad Mayor de San Simén.
Ademas de la caracterizacién morfolégica, bioguimi-
ca y taxondmica de la mejor cepa productora.

MATERIALES Y METODOS

Produccion de bacteriocinas

Para determinar la actividad antimicrobiana se utilizé
una prueba de antagonismo mediante la técnica de la
doble capa, la cual consiste en colocar una capa de 20
mi de agar sélido HM o QM (6), segin el medio de ais-
lamiento de la cepa, y una sobre capa de 5 mi de agar
semisolido Brain Heart Infusion {BHI) en placas Petri.
Se inoculd la sobre capa con 500 pl de un caldo de la
cepa indicadora: Staphylococcus aureus con 108
UFC.ml-1 en medio BHI (7).

Una vez solidificados los medios, se transfirio una
colonia de la cepa haléfila o halo tolerante con 24
horas de crecimiento a la sobre capa por puncion,
Como control positivo se utilizd 4 pl de ampicilina
(100 pg.ml-1) (7).

Se realiz6 esta prueba para cada microorganismo en
el medio correspondiente para la productora (HM o
QM), sin NaCl para los microorganismos halo toleran-
tes, y con 5% de NaCl para los halofilos (7).

Se dejo incubar las cajas Petri por un periodo entre 24
y 48 horas a 30° C. Las bacterias que presentaron un
halo transparente alrededor de la colonia se conside-
raron como cepas productoras de sustancias antimi-
crobianas o bacteriocinas (7).

Finalmente, dado que las colonias presentaron creci-
miento irregular, se midio el halo desde el borde de fa
colonia hasta el borde del halo de inhibicidn.

Secuenciacion del gen 165 rDNA y construccion
del arbol filogenético

La extraccién de ADN bacteriano y secuenciacién del
gen 165 rDNA fueron llevadas a cabo en los laborato-
rios de Bio Basic Inc en Canada a partir de muestras
bacterianas frescas, cultivadas en medio solido e incu-
badas por una noche.

Finalmente, se realizé un analisis filogenético de las
cepas secuenciadas con ayuda de los programas de
computacién Chromas y DNAMAN y se construyd un
arbol filogenético con cepas conocidas para determi-
nar la ubicacion de ia cepa seleccionada.

Caracterizacion y pruebas bioquimicas
Inicialmente, se cultivd a la cepa seleccionada en el
medio utilizado en el aislamiento para describir a la
colonia y posteriormente realizar una tincion Gram
para describir la morfologia celular. A continuacioén, se
realizé un analisis de las condiciones éptimas de cre-
cimiento de la cepa, variando la concentracion de
NaCl (0 a 10%), pH (5 a 11) y temperatura (12 °Ca 50
oC).

Se realizaron las pruebas bioquimicas correspondien-
tes para identificar a la cepa seleccionada, segun la
coloracién Gram, utilizando las tiras de pruebas bio-
quimicas API staph (Biomeriéux) para bacterias Gram
positivas. Por ditimo, se determind el metabolismo de
carbohidratos utilizando las bateria de pruebas bio-
quimicas APl SOCH para la determinacidon de fermen-
taciéon de carbohidratos (Biomeriéux).

RESULTADOS
Se encontrd un total de 14 cepas productoras de
bacteriocinas, solo en medio QM: CH1, CH4, CHS,
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CH7, CH9, CH10, CH11, CH12, CH13, CH14, CH15, CH17, CH18, CH19, CH20 y CH21 (figura 1a), de las cudles Ja
cepa CH20 presentd el mayor halo de inhibicién con 3.5 mm (figura 1b) y por tanto fue seleccionada para ser
identificada y caracterizada bioguimicamente.
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Figura 1. a} Cepas productoras de bacteriocina determinadas por tamaiio de halo en milimetros. b} Prueba de pro-
duccion de bacteriocina en cajas Petri en medio QM con sobre capa de BHI semisdlido inoculado con

Staphylococcus aureus como cepa indicadora
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Figura 1b

Fuente: Elaboracion propia, febrero 2009
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Arbol filogenético

La cepa CH20 presenta una secuencia de 1261 nucleotidos, fa cual fue comparada con la base de datos del
GenBank y dio un 100% de similitud con fa especie Staphylococcus equorum. En fa construccion del arbol filoge-
nético se hallé un 99.92% de similitud con fa cepa Staphylococcus equorum (DQ001314), por tanto, se denoming
ala cepa CH20 como Staphylococcus equorum CH20 (figura 2).

Figura 2. Arbol filogenético construido con la cepa CH20, 12 especies diferentes de Staphylococcus y una cepa dis-
tante E. Coli, del alineamiento de una secuencia parcial del gen 165 ARNr. El bootstrapping se muestra en los pun-
tos de ramificacion. Los numeros de accesiones estan dados entre paréntesis

— 5 lentus (STA 165RR 18)
8 hominis (AY167803)

S kloosii (EL934080)

S aureus (FF434467)

S epidermidic (AY167863)
S pastewri (FI433673)

S haemolyticus (STA F6SRR 15)

S galfinarum (STA I6SRRI4)
S cohnti (STAI6SRR09)

- S sp (AF200217)
S. equorian CH20

S, equorm (AM943677)
S sp (EF471918)

S equorum (DQO01314)

S carnosus (AB233329)

S felis (STAI6SRR13)

S bmermedius (STAIGSRRI7)

Eschericiia coii (FAB63936)

Fuente: Elaboracién propia, fizbrero 2009

Caracterizacion y pruebas bioguimicas

Se describio a la colonia de la cepa 5. equorum CH20 (figura 3a) que es de color blanca, circular, con borde loba-
do, con una elevacién irregular, mostrando muchas arrugas en la superficie, sin brillo. De igual manera se descri-
bi6 fa forma celular mediante una tincién Gram, donde se pudo ver al microscopio gue la cepa es un coco Gram
positivo (Figura 3b).
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Figura 3. Cepa CH20 seleccionada como mayor productora de bacteriocina. a) Colonia blanca de forma circular,

borde lobado, elevacion irregular, sin brillo. b) Fotografia en microscopic 1000X, coco Gram positivo
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Fuente: Elaboracion propia, fizbrero 2009

A continuacion, las pruebas de variacién de NaCl, pH y temperatura en el medio dieron como resultado que [as
condiciones de crecimiento dptimas de la cepa CH20 son de 0% de NaCl, pH 8 y 17 °C.

Se realizé una caracterizacion bioquimica de la cepa S. equorum CH20 con el uso de las pruebas bioquimicas de
Biomerieux.

Tabla 1. Pruebas bioquimicas de cepas Gram positivas entre las seleccionadas, en AP staph (Biomerieux)

Reacciones/Enzimas CH20
Acidificacion D-glucosa +
Acidificacion D- fructosa +
Acidificacién D-manosa +
Acidificacion Maltosa h
Acidificacion Lactosa &
- Acidificacion D-Trehalosa +
Acidificacion D-manitol +

Acidificacion Xilitol -

Acidificacion D-melibiosa 3

Acidificacion Rafinosa =

Acidificacion Xylosa #

Acidificacion Sacarosa +

Acidificacion Metil-aD-Glucopiranosida =

Acidificacion N-Acetil-Glucosamina +
Reduccién de nitratos a nitritos +
Fosfatasa alcalina E ]

Produccion de aceti-metil-carbinol (Voges Proskauer) -

Arginina Dihidrolasa :

Ureasa +

Fuente: Elaboracion propia, fiebrero 2009
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Tabla 2. Pruebas bioquimicas de fermentacion de substratos, en APl 50CH (Biomerieux)

Fermentacic’m de susbtrato | Reaccion | Fermentacion de susbtrato | Reaccion
Glicerol + Salicina +
Eritritol - D-celobiosa +
D-arabinosa - D-maltosa +
L-arabinosa + D-lactosa +
D-ribosa + D-melibiosa +
D-xilosa + D-sacarosa +
L-xilosa - D-trehalosa +
D-adonitol - Inulina -
Metil-[3D-xilopiranosida - D-melezitosa -
D-galactosa = D-rafinosa +
D-glucosa + Almidon -

[ D-fructosa + Glicogeno -

[ D-Mamnosa + Kilitol =
L-sorbosa - Gentiohiosa +
L-rhamnosa - D-turanosa -
Dulcitol - D-lixosa -
Inositol - D-tagatosa -
D-manitol + D-fucosa -
D-sorbital + L-fucosa -
Metil-aD-manopiranosida - D-arabitol -
Metil-aD-glucopiranosida - L-arabitol =
N-acetilglucosamina + Gluconato potasico -
Amigdalina - 2-Cetogluconato potasico -
Artbutina + 5-Cetogluconato potasico -
Esculina citrato férrico & Control{-) -

Fuente: Elaboracién propia, fizbrero 2009

DISCUSION

Al realizar el screening de las cepas haléfilas y halo tolerantes aisladas del altiplano boliviano, se encontrd 14
cepas capaces de producir sustancias antimicrobianas o bacteriocinas, entre las cuales las cepas CH18 y CH19 son
haléfilas y el resto son cepas halo tolerantes, todas aisladas en medio QM.

En la bibliografia se ha descrito la produccion y purificacion de bacteriocinas de diferentes cepas haldfilas con
potencial biotecnoldgico a partir de diferentes origenes: océanos, lagos hipersalinos y alimentos (8, ¢ 10, 11).

Instituto de Investigacion en Ciencias de la Salud
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La posibilidad de usar sustancias de bacterias haloflas
en procesos industriales tiene la ventaja que éstas
presentan actividad éptima en altas concentraciones
de sal. Bl interés de estas enzimas yace tanto en su
potencial biotecnologico para nuevas aplicaciones,
como en la necesidad de un mejor entendimiento de
sus propiedades intrinsecas de resistencia ala sal y sus
mecanismos de estabilizacion gque permiten a las
enzimas extracelulares de halofilos a tener actividad
en ambientes extremos en los que estos microorga-
nismos generalmente viven (12).

Mediante el anélisis de la secuencia 165 rDNA se pudo
determinar que la cepa CH20, identificada como
mejor productora del grupo, pertenece a la especie
Staphylococcus equorum, cuya caracterizacion bio-
quimica confirmo los resultados comparados con la
bibliografiaquedescribealaespecie.

La cepa Staphylococcus equorum CH20 dio negativo
solamente a las pruebas de acidificacion de xilitol, D-
melibiosa, rafinosa, metil-a-D-glucopiranosida, Voges
Proskauer y arginina dihidrolasa, resultados que coin-
ciden tanto con Novékova y colaboradores (13), asi
como con Sadfi-Zouaoui y colaboradores; (14) por
tanto, se confirma que la cepa CH20 pertenece a la
especie Staphylococcus equorum (Tabla 1).

La caracterizacion de la cepa Staphylococcus equo-
rum CH2Q presenta condiciones de crecimiento dpti-
mas de 0% de NaCl, pH 8 y 17 °C. Segin Novakova y
colaboradores (13) el Staphylococcus equorum crece
preferiblemente a 30 °C, a diferencia de
Staphylococcus equorum CH20 que crece muy bien a
30 o(, pero presenta un mayor crecimiento a 17 °C, lo
cual tiene que ver con & ambiente del cual fue aisla-
da, al ser la Laguna Chairkota una laguna del altiplano
gue atraviesa por cambios bruscos de temperatura a
lo largo del dia.

Las cepas de Staphylococcus equorum gue coinciden
con Staphylococcus equorum CH20 fueron aisladas
en otros trabajos de diferentes fuentes, como mues-
tras clinicas, queso, muestras marinas y suelos hiper-
salinos (15, 16, 13); asi también se han realizado estu-
dios sobre su capacidad de producir bacteriocinas y
sus aplicaciones en la industria alimenticia como inhi-
bidor de contaminantes o patogenos: moho, Listeria
monocytogenes o Plasmodium falciparum (16, 17,
14).

ler Cuatrimestre, 2017
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El aumento v la difusion rapida de patogenos bacte-
rianos multiresistentes obliga a considerar métodos
alternativos para combatir 1as infecciones. Dado el
amplio espectro, y ya que los antibioticos son usados
con frecuencia, resulta en una presién de seleccion
muy fuerte para la evolucion de resistencia a antibio-
ticos en bacterias tanto patdgenas como comensales.
Aungue hay varias alternativas para solucionar éste
problema, las bacteriocinas son una de las alternati-
vas mas atrayentes, por su relativamente estrecho
espectro de accion, pueden ser consideradas “drogas
disefladas” con un blanco a patégenos bacterianos
especificos. Muchos de estos péptidos muestran una
actividad impresionante contra bacterias que son
resistentes a los antibioticos convencionales. Esto no
solo aumenta el nimero de medicamentos disponi-
bles en farmacias, st no que le da un tiempo de uso
mas largo, haciendo que la resistencia a antibioticos
se retrase (2, 5).

Existen también bacteriocinas producidas por bacte-
rias acidolacticas, utilizadas para la preservacién de
alimentos en la produccién de alimentos fermenta-
dos. Debido a que las bacterias acidolacticas han sido
utilizadas por siglos en alimentos fermentados, son
consideradas como seguras (GRAS) por la FDA (Food
and Drug Administration) de Estados Unidos. Esto
permite su uso en alimentos fermentados sin aproba-
cion regulatoria adicional (2, 18, 19, 4). Dentro de este
grupo también se clasifico a las cepas de
Staphylococcus equorum como cepas seguras para la
alimentacion (16).

CONCLUSIONES

Se encontrd 14 cepas bacterianas, entre haléfilas y
halotolerantes, gue presentan actividad antimicrobia-
na de las 71 cepas que fueron aisladas de la Laguna
Chairkota del altiplano boliviano.

La cepa CH20 fue seleccionada para ser identificada y
caracterizada, por registrar los halos de inhibicién mas
grandes en la prueba de antagonismo.

Mediante la secuenciacion del gen 165 tDNA y las
pruebas bioguimicas se determiné y confirmé que la
cepa CH20 corresponde a la especie Staphylococcus
equorum y fue denominada S. equorum CH20.

Se demostro que las cepas halofilas y halotolerantes
del banco de microorganismos del Centro de
Biotecnologia tienen la capacidad de producir sustan-
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cias antibiéticas, demostrando asi e potencial biotec-
nologico de las mismas para ser usadas en €l futuro
como alternativa a los antibidticos comercializados

e Realizar pruebas de antagonismo con diferentes
cepas para determinar €l rango de accidn de la bacte-
riocina.

comUnmente.

* Finalmente, se recomienda caracterizar e identificar
al resto de las cepas que presentaron una capacidad
de producir bactericcinas.

RECOMENDACIONES

e Se recomienda estudiar el modo de accion, la

secuencia de aminoacidos, las caracteristicas genéti-

cas y los mecanismos de biosintesis de la bacteriocina AGRADECIMIENTOS

producida por la cepa Staphylococcus equorum Al Centro de Biotecnologia de la Universidad Mayor

CH20. de San Simdn y a la Cooperacion Sueca (ASDI-SAREC),
quienes dieron apoyo financiando el estudic y prove-
yendo el material y los ambientes necesarios, sin los
cuales este trabajo no hubiera side posible.
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