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AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y DETECCION DE MICROORGANISMOS,
CON ACTIVIDADES BIOLOGICAS, PROCEDENTES DE LAS AGUAS DE LOS
MANANTIALES TERMALES LA MITISUS Y SANTA APOLONIA DEL ESTADO

MERIDA.

Sandra Flores

Resumen

Se realizéd un estudio microbiolégico en muestras de aguas obtenidas de los
manantiales termales de Santa Apolonia y La Mitisis, con el objeto de aislar,
identificar y detectar microorganismos con posibles actividades biologicas. Se
logré aislar 21 cepas bacterianas, por el método de filtarcion de membrana y
empleando diferentes medios de cultivos. La mayor parte de las cepas aisladas en
ambos manantiales fueron bacterias Gram negativas. Se determiné que 18 de las
cepas asiladas en ambos manantiales termales fueron bacterias Gram negativas
no fermentadoras (BGNNF), por lo que fueron identificadas a nivel de género y
especie, empleando el sistema de identificacion comercial AP|® 20NE. Para el
manantial termal de Santa Apolonia las especies encontradas fueron
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginos y Burkholderia cepacia,
siendo esta titima la especie de mayor frecuencia (62,5%). En cuanto al manantial
termal de La Mitisis las especies halladas fueron Ralstonia picketti,
Pseudomonas stutzeri, Shewanella putrefaciens y Comamonas testosteroni, la
cual fue la especie con mayor presencia (70%) en este manantial. Con respecto a
las bacterias Gram positivas aisladas, especificamente cocos Gram positivos, se
encontraron en baja proporciéon y segun las pruebas bioquimicas realizados estas
corresponden al 'género Staphylococcus. Empleando el ‘método-de difusién en
Agar, se evalué la capacidad antagénica de las cepas aisladas frente a diferentes
cepas ATCC, observandose que las cepas pertenecientes a las especies
Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa
obtenidas en las muestras del manantial termal de Santa Apolonia inhibieron el
crecimiento del hongo filamentoso Aspergillus niger. También se observé que las
especies Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa presentaron
efecto antibacteriano contra bacterias Gram negativas y Gram positivas.
Adicionalmente se realizaron pruebas de actividad enzimatica que reflejaron que
las cepas de las especies Burkholderia cepacia y Pseudomonas fluorescens,
presentaron actividad enzimatica amilolitica y proteolitica. Finalmente se realizaron
estudios de susceptibilidad antimicrobiana a las BGNNF por el método de Kirby
Bauer, donde se observd que el 100% de las cepas aisladas fueron sensibles a la
mayoria de los antibiéticos utilizados. Este trabajo constituye el primer reporte del
aislamiento las especies Ralstonia picketti Shewanella putrefaciens y
Comamonas testosteroni en aguas termales de Venezuela.

Palabras claves: manantial termal, actividad biologica, bacterias Gram negativas
no fermentadoras, Ralstonia picketti Shewanella putrefaciens, Comamonas
testosteroni.
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ISOLATION, IDENTIFICATION AND DETECTION OF MICROORGANISMS WITH
BIOLOGICAL ACTIVITIES, FROM THE HOT SPRINGS WATERS LA MITISUS,
AND SANTA APOLONIA IN MERIDA STATE.

Sandra Flores
Abstract

This study is reporting a microbiological analysis of water samples obtained from
the hot spring waters of Santa Apolonia and La Mitisus in order to isolate, identify
and detect microorganisms with potential biological activities. Twenty one bacterial
strains were isolated, using membrane filtration method and different culture
media. Most of the strains isolated in both springs were Gram-negative bacteria. It
was determined that 18 of the strains isolated in both hot springs were Gram-
negative bacteria not fermented (NFGNB), so they were identified to the genus and
species level, using the identification commercial system API® 20NE. In the
thermal spring samples of Santa Apolonia the species found were Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia cepacia, the most
frequent specie was Burkholderia cepacia (62.5%). In thermal spring of La Mitisus
the species found were Ralstonia pickettii, Pseudomonas stutzeri, Shewanella
putrefaciens and_Comamaonas testosteroni, the most fequent specie in_this spring
was Comamonas testosteroni (70%). In regards to the Gram-positive bactera
isolated, specifically Gram positive cocci; were found in low proportion and
according to the biochemical tests, correspond to the genus Staphylococcus. The
agar diffusion method was used to assess the capacity of the antagonistic strains
isolated against different ATCC strains, observing Burkholderia cepacia,
Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas aeruginosa isolated from thermal
spring of Santa Apolonia, with inhibited the growth of the filamentous fungus
Aspergillus niger. The species Pseudomonas fluorescens and Pseudomonas
aeruginosa presented antibacterial effect against Gram-negative and Gram-
positive bacteria. Strains of the species Burkholderia cepacia and Pseudomonas
fluorescens presented amylolytic and proteolytic enzymatic activity. Finally in the
studie done of antimicrobial susceptibility to the NFGNB by the Kirby Bauer
method, it was observed that 100% of the isolated microorganisms were sensitive
to the most antibiotics used. This work constitutes the first report of isolation of
Ralstonia pickettii, Shewanella putrefaciens and Comamonas testosteroni in hot
spring waters of Venezuela.

Key Words: hot spring waters, biological activity, Gram-negative bacteria not
fermenting, Ralstonia picketti, Shewanella putrefaciens, Comamonas testosteroni.
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Introduccion

Los manantiales de aguas termales son habitats extremos ya que tienen altas
temperaturas y elevadas concentraciones de sales, condiciones desfavorables
para la vida de muchos seres vivos. Sin embargo, desde hace tiempo se conoce
que estas aguas, como cualquier ambiente acuatico natural poseen una poblacion
microbiana autoctona que suele ser caracteristica de cada tipo de manantial y que
depende de sus propiedades fisicoquimicas (temperatura, pH y composicion

mineral)'2.

En la actualidad existe un creciente interés por el estudio de la biodiversidad de
los ambientes extremos, con el fin de determinar cuales son las caracteristicas
peculiares que permiten a estos microorganismos sobrevivir en él y qué papel

tienen en los ciclos de la naturaleza'?.

Adicional a ello en los ultimos afios alrededor del mundo, en paises como
Tailandia, India, Egipto, Iran, Jordania, Argentina, Colombia entre otros, se ha
incrementado el interés por los analisis microbiolégicos, ya que algunos de los
microorganismos que habitan en estos ambientes extremos se les han descubierto
aplicaciones en la industria farmacéutica y biotecnologica, debido a que.los
metabolitos primarios y secundarios producidos por ellos presentan diversas
actividades biolégicas y enzimaticas®, muchas de las cuales han sido utilizadas en
la medicina para luchar contra diversas enfermedades, como el cancer, trastornos
del sistema inmunolégico e infecciones microbianas entre otros*58788

De igual forma, algunos de los microorganismos aislados de aguas de manantiales
termales, han sido fuente de compuestos quimicos con aplicaciones en otros
sectores industriales como la industria del papel, cuero, hidrocarburos, textil,
alimentos y en procesos de bioremediacién ambiental'®11:121314.15.16.17

Otro aspecto importante de realizar estudios microbiolégicos, es determinar la
biodiversidad microbiana de los manantiales termales y de esta manera dar a
conocer parte de los microorganismos que habitan el en planeta.



Venezuela al igual que muchos paises, cuenta con abundantes fuentes de aguas
termales distribuidas por gran parte del territorio nacional. Se conocen mas de 50
localidades en las que existen numerosas manifestaciones hidrotermales
superficiales, entre estas las de los Andes venezolanos en el estado Mérida. Estos
brotes estan presentes en diversas formas: manantiales de agua caliente,
hervideros de lodo, emanaciones de vapor de agua y otros gases en su mayoria
sulfurados; las temperaturas son notablemente elevadas y generalmente estan por
encima de las temperaturas medias locales en un minimo de 5°C a 6°C, rango
suficiente para ser consideradas andémalas; llegando incluso a temperaturas en la
superficie de mas de 90°C'®. A pesar de contar con un gran nimero de afluentes
termales en nuestro pais, son pocos los trabajos realizados para conocer la
biodiversidad microbiana, las posibles actividades biologicas y enzimaticas que
puedan tener los microorganismos aislados en ambientes termales, este seria uno
de los primeros trabajos realizados en la region Andina con respecto a este tema.

Tomando en consideracion lo antes sefialado, el principal proposito en este trabajo
fue. aiglar, identificar y. detectar, microorganismos que habitan en las aguas
termales del estado Mérida, en las localidades de La Mitisus y Santa Apolonia, con
la finalidad de determinar la presencia de microorganismos con posibles
actividades bioldgicas antimicrobianas, fingicas y enzimaticas importantes desde

un punto de vista farmacéutico y biotecnolégico.

El aislamiento e identificacibn de los microorganismos que habitan en los
manantiales termales de Santa Apolonia y La Mitisus, se realizé por medio del
metodo de filtracion de membrana, sembrado los filtros en placa con diferentes
agares para la obtencion de cultivos puros. A las colonias aisladas se les
realizaron pruebas bioquimicas y para determinar la identidad de la mayoria de los
aislados de utiliz6 las pruebas comerciales API®.

Se evalud la capacidad antagénica de las cepas aisladas de los manantiales
termales frente a diferentes cepas ATCC por el método de difusion en agar.
Debido a la resistencia a los antibidticos existente por parte de los diferentes
patégenos, es importante realizar estudios que permitan encontrar nuevos
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compuestos que pudieran ser utilizadas, a mediano y largo plazo, contra estos

microorganismos.

A los aislados también se les determiné la capacidad de producir enzimas
proteoliticas, amiloliticas, celuloliticas, lipoliticas y amonificantes, empleando
diferentes medios. La importancia de detectar estas actividades enzimaticas radica
en que las enzimas generadas por microorganismos aislados de ambientes
termales, catalizan reacciones que se llevan a cabo a altas temperaturas,
incrementando de esta manera el rendimiento de los procesos industriales y
disminuyendo el costo de produccion; por lo tanto los microorganismo aislados en
éste tipo de ambientes termales pueden tener aplicaciones a nivel industrial.

Adicionalmente, se realizaron pruebas de susceptibilidad a diferentes antibidticos
de las cepas aisladas, empleando el método de Kirby Bauer de difusion en agar.

En vista que los manantiales termales son empleadas generaimente para fines
recreacionales y terapéuticos, estas aguas son usadas por nifios, ancianos y
personas con problemas médicos, los cuales son vulnerables a los diferentes
microorganismos que viven en estos habitas. Por lo-tanto es importante realizar
estudios que permitan determinar fenotipos de resistencia a los antibioticos.



CAPITULO 1.
BASES TEORICAS



1. Bases tedricas

1.1.  Aguas termales o manantial termal

En funcion de parametros como la temperatura y minerales disueltos, se puede
encontrar diversas definiciones de aguas termales. Una de ellas es que las aguas
termales son fuentes subterrdneas que en su punto de emergencia poseen una
I"°.Otros autores definen

manantial termal cuando la temperatura es de al menos 5°C mas alta que la

temperatura mayor que la temperatura media anual loca

temperatura media anual de lugar®.
Diversos calificativos son utilizados para referirse a las aguas termales:

= Aguas minerales: son aquellas que poseen un contenido de por lo menos 1
g de sustancia mineral por cada litro de agua?®'.

= Agua termominera: son agua subterranea que en su punto de emergencia
tiene una temperatura superior a la media anual local y contienen un total
de solidos disueltos superior a un 1 g/L%°.

= Aguas mineromedicinales: estas tienen un contenido de sales disueltas que
les confiere propiedades terapéuticas, para el tratamiento de diferentes
enfermedades?.

Para los fines de este estudio se considerara que una fuente de agua termal, es
aquella que contiene en su composicion elementos quimicos y sales minerales en
valores superiores a los que normalmente se encuentran en el agua subterranea y
gue posee una temperatura por lo menos 5°C mas alta que la temperatura media

anual del lugar en el que emerge®"°.

1.2. Origen de las aguas termales

Las aguas termales son el resultado de la infiltracion pura y sencilla de las aguas
meteorolégicas®®. Una vez en subsuelo las aguas descienden por medio de



grandes fracturas en el subsuelo debido al efecto gravitacional hasta que la
presencia de una capa impermeable lo impida, quedando almacenada formando
un acuifero o napa?'. En la circulacion descendiente el agua se calienta por efecto
del gradiente geotérmico. Las temperaturas y presiones elevadas a las que es
sometida el agua ocasionan el escurrimiento y precipitacion de minerales
especificos de las rocas que lava®"®. Gracias al paso de agua fria y en algunos
casos debido al efecto expansivo de los vapores formados, el agua imprime un
trayecto ascensional de regreso hacia la superficie por otras vias que no son las
del descenso?, en este proceso el agua encuentran escapatorias por las
aberturas (fallas) donde afloran a la superficie produciendo un escape natural de
agua, lo que constituye un manantial termal®’.
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Figura. 1 Formacion de una manantial termal.

1.3. Clasificacion de las aguas termales

El criterio de clasificacion de las aguas termales puede ser asumido desde
diversos puntos de vista entre estos: la temperatura y la composicién quimica®'




De acuerdo a su temperatura estas se clasifican en:

v Hipertermal (50°C a 100°C)
v' Mesotermal (35°C a 45°C).
v Hipotermal (20°C a 35°C).
v Protermal (15°C a 25°C)?".

De acuerdo a su composicion mineral estas se clasifican como:

v Oligominerales su contenido mineral no supera 100 mg/L.
Mineralizacion muy débil concentraciéon de minerales entre 100 y 250 mg/L.
Mineralizacion débil concentracion de minerales entre 250 y 500 mg/L.
Mineralizacion media concentracion de minerales entre 500 y 1000 mg/L

R NN

Mineralizacion fuerte su contenido mineral es superior a 1000 mg/L%.
1.4. Caracteristicas fisicoquimicas de las aguas termales:

1.4.1. Temperatura.

Las aguas subterraneas gozan por lo general de constancia en la temperatura. En
las aguas de capas (porosidad primaria) se tienen temperaturas que varian mucho
con la extension y penetracion de la capa en el suelo. Si no hay influencia térmica
de aguas superficiales, un agua de capa que circule muy lentamente por un
estrato impermeable situado a 100 m de profundidad poseera una temperatura
superior en dos o tres grados a ofra que se encuentre en un terreno compacto
situado solamente a 30 m abajo de la superficie, segun la ley del gradiente

geotérmico?*.

En promedio por cada dos grados de latitud que nos alejemos del ecuador la
temperatura disminuye 1°C y por cada 150 m en altitud, la variacién de ia

temperatura es de 1°C?*.



1.4.2. Composicion.

Desde el punto de vista quimico cada fuente tiene una composicion que depende
de la constituciéon de las zonas subterraneas atravesadas, que le cede o con las

que ha intercambiado sustancias®.

Las sales alcalinas son muy frecuentes, el cloruro de sodio se encuentra casi
siempre. El carbonato de calcio, el sulfato de calcio es el elemento mineral mas
importante en estas aguas. La dureza del agua por la presencia de sales
alcalinotérreas, como las de calcio y magnesio, se modifica en las diferentes
regiones. Pero se puede distinguir la dureza temporal de la permanente, explicada

la primera por la presencia de carbonatos y la segunda por sulfatos®.

El hierro existe a menudo en las aguas subterraneas pero es inestable bajo la
forma de bicarbonato ferroso®®. El manganeso sigue de cerca al hierro,
eliminandose con menor facilidad. El plomo y los nitratos no son frecuentes en
aguas subterraneas, indican habitualmente contaminacion®.

1.4.3. Conductividad eléctrica

Como consecuencia de su contenido.ionico, el agua se hace conductora de la
electricidad. A medida que la concentracién idnica aumenta, aumenta también
hasta cierto limite la conductividad (C) o capacidad de un agua para conducir la
corriente eléctrica. En aguas subterraneas los valores de conductividad varian
considerablemente®®, debido a que estas circulan por la corteza terrestre
comportandose como un solvente natural, complejo y dindmico; donde participa en
los procesos de disolucion de minerales, intercambio idnico, transporte de
minerales, en reacciones quimicas, transferencia de calor, gases y elementos
quimicos. Generalmente los valores de conductividad en aguas subterraneas
dulces oscilan entre 100 y 2000 uS/cm, sin embargo la conductividad en este tipo
de aguas dependera de cada lugar®*%



1.4.4. Turbidez y transparencia.

Estas propiedades de las aguas de circulacion varian en muchas ocasiones con
su caudal. Las aguas de capas, contrariamente permanecen transparentes casi
siempre por la filtracion del sistema. Las de calizas presentan caracteristicas
intermedias entre las aguas de circulaciéon y las de capas, dependiendo de la
evolucion del terreno calcareo. El color por regla general, es débil, salvo cuando
estan cargadas con sales de hierro®*.

1.4.5. Radiactividad.

Las aguas termales poseen una pequeia cantidad de nucleidos radiactivos
procedentes de la lixiviacién y arrastre de los radiontcleidos naturales que existen
en los terrenos que las aguas atraviesan durante su recorrido a través de las
capas freaticas®®. Los isotopos radiactivos que habituaimente se encuentran
presentes en aguas termales son Radon-222, Uranio-238, Uranio-235 y Torio-232,
gue se encuentran distribuidos abundantemente, aunque de forma desigual, en la
corteza terrestre®’.

1.5. Caracteristicas microbioldgicas de las aguas termales.

La diversidad de las especies que existen en un determinado habitat es una

consecuencia de la relacion entre los organismos y el ambiente?.

Las aguas termales son habitats extremos ya que tienen altas temperaturas y
elevadas concentraciones de sales, condiciones desfavorables para la vida de
muchos seres vivos. Sin embargo, desde hace tiempo se conoce que estas aguas
minerales, como cualquier ambiente acuatico natural, poseen una poblacion
microbiana autéctona que suele ser caracteristica de cada tipo de agua y que
depende de sus propiedades fisicoquimicas (temperatura, pH, sales minerales,

nutrientes), se sabe también que en ellas pueden encontrar otros microorganismos
llamados aléctonos®?°,



1.5.1. Microorganismos autéctonos

Segun los requerimientos nutricionales en aguas termales predominan las
bacterias heterotrofas oligotroficas, que tienen escasos requerimientos de carbono
y nitrbgeno (oligocarbofilicas y oligonitrofilicas). Las bacterias heterétrofas no
suelen fermentar azicares, pero son proteoliticas, amiloliticas, amonificantes y en
menor numero celuloliticas. Estos tipos de bacterias obtienen los nutrientes
necesarios de materia organica disponible en el medic y se consideran
beneficiosas ya que intervienen en la autodepuracion de las aguas si de una forma
accidental sufren un aporte de materia organica® . En aguas termales se pueden

encontrar también, pero en menor nimero microorganismos autdtrofos, tanto
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ioirufos (ciancbacterias, baclerias verdes y rojas). La
mayoria son aerébicos o anaerobios facultativos, de pequefio tamafio, moviles y

con pigmentos’.

En relacion a la temperatura como facior determinante para el crecimiento o
inhibicion de distintos fipos de imicroorganismos tenemos que en aguas
hiperterma!es se presentan ina mayof proporcién de bacterias Gram positivas™
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Niclias QU aguas hipolermalss y mesolermales predominan_bacilos Gram
negativos y se pueden enconirar en menor proporcion ooone Gram noeitivns 1o
elevada temperatura de las aguas hiperiermales puede ser la causa de esta

diferencia ya que las bacterias Gram positivas son més resistentes al calor®°.

Las bacterias que habitan en los manantiales tenmaies son oo su mayuiia
mardfilas naeean temneraturas dptimas de crecimiento a 37°C, pero algunas se
adaptan a condicicnes de temperatura mas elevada y pusden crecen a mas de
45°C?,

En ambientes acudticos termales ios principales microorganismos encontrados
son especies del género Pseudomonas, como Pseudomonas fluorescens y
Pseudomonas stutzeri, Brevundimonas spp, Burkhcolderia cepacia, Ralstonia
picketti, Comaimonas spp, Acinetobacter spp y Alcaligenes spp‘. En estos habitas

se encuentran con menor frecuencia baterias Cram posiivas, cin embarge se
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pueden encontrar cocos Gram positivos y algunos patogenos oportunistas para el
ser humano'.

1.5.2. Género Pseudomonas.

Este género esta constituido por bacilos Gram negativos aerobios que se mueven
por medio de flagelos polares, sean Unicos o en mechones®. Estos pueden ser
rectos o ligeramente curvados, tipicamente se disponen en pareja, aunque se
describen como aerobios obligados, pueden crecer de forma anaerobia utilizando
nitratos o arginina como aceptor alternativo para los electrones, algunas cepas
aparecen mucoides por la abundancia de la capsula de polisacarido, algunas de
estas cepas producen pigmentos difundiles como Pseudomonas aeruginosa. Son
ubicuos y se encuentran en el suelo, en compuestos organicos en
descomposicién, en la vegetacion y en el agua, tienen requerimientos nutricionales
minimos y pueden tolerar un amplio espectro de temperaturas®.

1.5.2.1. Pseudomonas aeruginosa

Es una bacteria Gram negativa aerdbica, patégeno oportunista de humanos y
también en plantas. Esta presenta caracteristicas tales como la produccién de
pigmentos difusibles, olor frutal y prueba positiva de la oxidasa, propiedades que
permiten hacer una rapida identificaciéon de la misma. Esta bacteria es la de mayor
importancia clinica entre los bacilos Gram negativos no fermentadores™,
Pseudomonas aeruginosa se caracteriza por tener requerimientos nutricionales
minimos y por la habilidad de utilizar una amplia gama de compuestos organicos
como fuente de energia, lo que le da una capacidad excepcional para colonizar
nichos ecolégicos donde los nutrientes son limitados®. Se encuentra ampliamente
distribuido en el suelo, agua, aguas termales, e incluso en soluciones
desinfectantes de hospitales. Esta bacteria gracias a sus habilidades metabdélicas

contribuye con el mantenimiento del equilibrio biologico del ecosistema acuatico
donde se encuentre®.
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1.5.2.2. Pseudomonas fluorescens

Es una bacteria Gram negativa no fermentadora, ubicua se pueden encontrar en el
agua, el suelo y pueden existir en fuentes acuosas de ambientes hospitalarios.
Forman parte de la flora faringea normal de los seres humanos. Se caracteriza por
generar pigmentos fluorescentes, por producir sustancias con potencial antibiético,
biosurfactante®™>®, por degrada restos vegetales, animales y compuestos

contaminantes como, tolueno, xileno, alcanfor otros en suelos y ambientes

acuaticos®.
1.5.2.3. Pseudomonas stutzeri

Es un miembro del género Pseudomonas, son microorganismos Gram negativos,
catalasa y oxidasa negativos, que poseen flagelos polares, son usadas como
agentes desnitrificantes y no producen pigmentos difusibles caracteristicos que
permite diferenciar esta especie de otras especies pertenecientes al género
Psudomonas’. Cepas de este microorganismo son frecuentemente aisladas de
fuentes de agua, superficies himeda y _manantiales mineromedicinales®>®_Esta
bacteria interviene en €l ciclo del nitrégeno en los sistemas acuaticos, degradando
los compuestos organicos nitrogenados, lo gue coniribuye con el mantenimiento
del equilibrio biolégico del ecosistema y a la autodepuracién del agua de posibles
contaminantes organicos>®.

1.5.3. Género Ralstonia

Ralstonia es un género de proteobacterias previamente incluido en el género
Pseudomonas. Es el tnico miembro de la familia Ralstoniaceae compuestas por
dos sublinajes. El primero Rasltonia eutropha que esta formado por Ralsfonia

Lasitensis, Ralstonia campiensis, Ralstonia eutropha, Ralstonia gilardii, Ralstonia

{5

metalidurans, Ralstonia oxalatica, Ralstonia paucula, Ralstonia repiraculi y
Ralstonia taiwanensis. Los miembros de este linaje tienen flagelos peritricos, no
producen acides a partir de la glucosa y son sensibles a la colistina. El segundo
Ralstonia picketlii formado por Ralstonia insidiosa, Ralstonia mannitolytica,

Ralstonia pickettii, Raltonia sofanacearum y Ralstonia syzygii. Estas especie
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tienen uno o mas flagelos polares, producen acido a partir de varios hidratos de

carbono y son resistentes a la colistina™.

Ralstonia pickettii, es otro bacilo Gram negativo, no fermentativo, patéogeno
oportunista de las salas de emergencia“". Es de crecimiento lento, son ureasa
positiva, algunas cepas pueden ser catalasa negativa y tienen motilidad débil por
lo que es posible que no se detecte®™. Es un microorganismo ubicuo, puede
encontrarse en diferentes partes del medio ambiente. Se han aislado cepas de
esta bacteria en un gran numero de fuentes de agua, incluyendo manantiales
termales y en una amplia gama de entornos clinicos*®*'. Ralstonia pickettii tiene la
capacidad de degradar compuestos organicos como benceno, nitrobenceno,
tolueno, fenol entre otros, por lo que puede contribuir con la auto depuracién de

las aguas si son afectadas por factores de contaminacion externos®.
1.5.4. Género Burkholderia

Género compuesto por siete especies que se clasificaban previamente como
Pseudomonas, pero fueron reclasificadas como miembros del nuevo género
Burkholderia®./La especie mas representativa de este'género es la Burkholderia
cepacia que es un complejo de nueve especies gendmicas que incluye
Burkholderia cepacia (genoma variedad 1), Burkholderia multivorans (genoma
variedad il), Burkholderia cenocepacia (genoma variedad lll), Burkholderia stabilis
(genoma variedad V), Burkholderia vietnamiensis (genoma variedad V),
Burkolderia dolosa (genoma variedad VIill) y Burkholderia pyrrocina (genoma
variedad VIII)*,

Burkholderia cepacia es una bacteria mévil, Gram negativa compleja, oxidada y
catalasa positiva, es un organismo ubicuo y puede encontrarse en diferentes
ambientes, tales como suelo, agua, plantas, fuentes animales y diferentes
muestras clinicas®. Tiene un metabolismo versatil por lo que puede crecer con
requerimientos minimos y sobrevivir en ambientes hostiles por largos periodos de
tiempo en agua destilada, desinfectantes, equipos hospitalarios y manantiales
termales “'**44_Estos microorganismos desempefian un papel fundamental en los
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ciclos biogeoquimicos del carbono, son capaces de transformar compuestos
organicos para utilizarlo como fuente de energia y de esta forma ayudar con el
equilibrio de los ecosistemas acuaticos .

1.5.5. Género Comamonas

Es un género de proteobacteria. Constituido por las especies Comamonas
terrigena Comamonas aquatica y Comamonas testosteroni. Son bacterias Gram
negativas, son aerobios, moviles a través de varios flagelos polares, se
encuentran ampliamente distribuidos en el medio ambiente y son saprofitos
frecuentemente del suelo y el agua™.

Comamonas testosteroni fue reclasificada dentro de un nuevo género como
Comamonas testosteroni en 1987 gracias a estudios genéticos. Comamonas
testosteroni es un bacilo Gram negativo, no fermentativo de glucosa, mévil y no
esporulado®. Este microorganismo es ubicuo, en el medio ambiente puede
encontrarse en el suelo, lodo, agua, manantiales termales y ambientes
hospitalarios?®4”-%4° 'Posee gran adaptabilidad metabélica lo que le permite
reproducirse y colonizar estos ambientes. Gracias a su versatilidad metabolica es
un microorganismo de importancia ecologica, ya que es capaz de mineralizar
complejos compuestos aromaticos xenobibticos, tal como el 4-cloronitrobenceno
ampliamente usado como pesticida en actividades agricolas, para utilizarlos como
fuentes de carbono y nitrégeno para obtener energia, y de esta manera contribuir
con la degradacion de contaminantes en los diferentes nichos ecolégicos en los
que puede habitar™®>'%2,
1.5.6. Género Shewanella

Las bacterias del género Shewanella son bacilos Gram negativos, se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza principalmente en ambientes marinos,
pertenecen a la familia Vibrionaceae e incluye las especies Shewanella
putrefaciens, Shewanella hanedai, Shewanella benthica y Shewanella algae™.

Shewanella putrefaciens es un bacilo Gram negativo que tiene la capacidad de
producir H,S en los medios de seleccién bioquimica®. Primero clasificada como
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Achromobacter putrefaciens, la bacteria pertenecié a los géneros Pseudomonas y
Alteromonas. En 1985, fue clasificada en el género Shewanella, en el que ya son
reconocidas 40 especies con base en la caracterizacion molecular. La
participacion de esta bacteria en procesos patolégicos humanos es considerada
poco comun. Sin embargo, el espectro clinico atribuido a la infeccion por este

agente es muy variado®.

Shewanella putrefaciens se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, su
habitat natural incluye el agua y el suelo. Se ha encontrado en todas las formas de
agua dulce, mar, rio, manantiales termales y aguas residuales®65"5% Asi como
en los animales que habitan en estos ambientes ostras, las ranas, peces, se
también se han aislado cepas de este microorganismo en alimentos como leche,
mantequilla, huevos, la carne y en compuestos organicos gas natural, y petroleo.
Ademas es uno de los principales organismos que producen la descomposicién de
alimentos refrigerados ricos en proteinassg. Es un microorganismo importante
desde el punto de vista ecolégico, debido a que participa en los procesos
naturales de bioremediacion..ambiental por su capacidad de degradar varios

contaminantes organicos®.
1.5.7. Género Staphylococcus

Los estafilococos conforman un importante grupo de patdégenos para el ser
humano y originan un amplio espectro de enfermedades sistémicas que pueden
poner en peligro la vida. La mayor parte de estos microorganismos tienen un
diametro entre 0,5 um y 1 ym, se desarrollan en un patrén similar al de un racimo
de uvas, son anaerobios facultativos, inmbviles. Son capaces de crecer en medios
con elevadas concentraciones de sal y elevadas temperaturas por lo que pueden
ser encontrados frecuentemente en fuentes de aguas termales™.

El habitat natural de Staphylococcus es la piel de los mamiferos, sin embargo se
pueden encontrar en otras partes del cuerpo como la garganta, la boca, las
glandulas mamarias y el tracto intestinal. Estas especies estan diseminadas en la
naturaleza y pueden hallarse en diversos ambientes, tales como suelo, arenad e
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playa y en aguas, asi como en alimentos y productos animales como lo son leche,

huevos, queso y carne>>*®!,

1.6. Microorganismos que viven a elevada temperatura

Segun la temperatura 6ptima de crecimiento de los organismos es posible

distinguir cuatro grupos:

1. Los microorganismos cuya temperatura Optima de crecimiento esta
alrededor de los 30°C a 37°C, se les denominan mesofilos y se encuentran
en animales de sangre caliente y en ambientes de latitudes temperadas y
tropicales®.

2. Aquellos microorganismos con temperaturas de crecimiento por encima de
los 45°C se le consideran terméfilos, muchos se hallan presentes en aguas
y otros ambientes termales, tales como sedimentos, lodos, rocas y en
asociacion con otros microorganismos algas, plantas y animales®.

3. Los microorganismos que presentan temperaturas de crecimiento.superior
a los 80°C se les conocen como hipertermofilos, se pueden encontrar en
habitats 'muy concretos como géiser y fuentes hidrotermales®>%%

En aguas termales se encuentran muchos microorganismos que se desarrollan en

diferentes temperaturas, debido a que el agua hirviente que fluye gradualmente se

enfria y forma lo que se conoce como gradiente térmico, que favorece el
crecimiento de una gran diversidad de microorganismos?®.

El limite de temperaturas a la que se puede encontrar organismos no se conoce
aun, se cree que sobre los 150°C ninguna forma de vida podria evitar 1a ruptura de
los enlaces quimicos que forman el ADN y ofras moléculas esenciales. En funcion
de la temperatura de crecimiento, los organismos se clasifican de la siguiente

manera®%%,
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Tabla 1. Clasificacion de los microorganismos que viven a elevadas temperaturas.

Temperatura Descripcién

Su temperatura 6ptima de crecimiento esta por encima de los 80°C y el maximo

Hiperterméfilos
P crecimiento de cultivos puros se ha llegado a dar entre 110°C y 113°C.

Terméfilos Crece por encima de los 45°C.

Temperatura 6ptima alrededor de 37°C. Frecuentemente son capaces de crecer
Mesofilos

en rangos alrededor de 25 a 45°C.

Fuentes: Ortiz, E. (2002)
Ramirez, N. (2006)
Nniehaus, F. {1993).

1.7. Adaptaciones de los microorganismos que viven a elevadas

temperaturas.

Los microorganismos que son capases de crecer a temperaturas entre 45°C-
110°C pertenecen a los dominios Bacteria y Archaea dos grupos en el que se
clasifican actualmente los organismos procariotas®.

La estabilidad a elevadas temperatura de las proteinas de los termofilos e
hiperterméfilos se atribuye en parte a las interacciones electrostaticas, un
incremento_en la formacion _de puentes salinos (enlaces i6nicos entre cargas
positivas y negativas de los aminoacidos) presentes-en Ia region interna de las
proteinas las hace naturalmente resistentes al desdobiamiento®.

La membrana citoplasmatica de las bacterias terméfilas es rica en acidos grasos
saturados (C1s-C24), que forman entre si enlaces hidréfobos muy estables al calor,
en el caso de las Archaea, la membrana no contiene acidos grasos. En su lugar
posee hidrocarburos de cadena larga muy especiales formados de éteres de
hidrocarburo unidos al glicol (el enlace éter es mas resistente). Algunos presentan
una monocapa de C4o- bifitanil — tetraéteres, (como resultado de la union cola con
cola de 2 moléculas de Cyo fitanil- diéteres) que condiciona una extrema

resistencia a agentes ambientales®.

Otro factor que interviene en la termo estabilidad de algunos microorganismos es
la presencia de proteinas especiales denominadas chaperoninas, que tienen dos
actividades enzimaticas diferentes la apertura y cierre de la hélice de ADN
impidiendo su desnaturalizacion®.
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Estudios realizados en la secuencia de aminoacidos de las proteinas en
microorganismos mesoéfilos y terméfilos indican que pequefios cambios en el
contenido de aminoacidos, en puntos claves permiten aumentar la estabilidad de

las proteinas terméfilas, ademas que mejora las interacciones electrostaticas®4%.

1.8. Actividad biolégica y enzimatica de los microorganismos que

viven a elevadas temperaturas.

La mayoria de los microorganismos que viven en ambientes termales tiene la
capacidad de producir varias sustancias de interés biologico®®, de las que se
pueden obtener compuestos farmaceéuticos y de interés biotecnolégico
(antibidticos, hormonas, esteroides transformados), disolventes, acidos orgénicos,
materias prima quimicas, biopolimeros, biosurfactantes, aminoacidos y enzimas.
Los microorganismos también pueden utilizarse para producir combustibles y

productos relacionados con la energia®®,

1.8.1. Antibiéticos

Son sustancias, quimicas producidas por. algunos_microorganismos. vivos-que
muestra actividad inhibitoria germicida frente a otros microorganismos in vivo o in
vitro. Los antibiéticos son productos.del metabolismo secundario de hongos,
bacterias, algas y liquenes®, los principales en usos clinicos son B-lactamicos,
penicilina, cefalosporina, aminoglicosidos y tetraciclinas. Los antibiéticos a nivel
industrial son obtenidos por fermentacién microbiana. Este método de produccion
tiene rendimientos relativamente bajos, sin embargo debido a la elevada actividad
terapéutica de los compuestos antimicrobianos obtenidos y en consecuencia a su
alto valor econdomico, se pueden producir comercialmente empleando esta
metodologia®.

1.8.2. Bioconversion microbiana
El uso de los microorganismos para este fin se denomina bioconversion o
biotransformacion e implica el crecimiento de los microorganismos en grandes
fermentadores, seguido de la adiciobn en el momento oportuno del producto
quimico que se va a convertir. Después de un tiempo de incubacién, donde el
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microorganismo actia sobre el producto quimico, se extrae el caldo fermentado y
se purifica el producto deseado. Aunque el principio de bioconversion se utiliza
para gran variedad de procesos, su principal uso practico es la produccion de
hormonas esteroideas®.

1.8.3. Acidos organicos

Un gran numero de compuestos organicos se producen comercialmente mediante
la utilizacién de microorganismos®. Estos tienen gran importancia a nivel industrial
y los principales productos son el &cido citrico, lactico, acético, fumarico y
gluconico. Los acidos organismos son obtenidos por procesos de fermentacion,
algunos de los microorganismos usados en la obtencion de acidos organicos son
Aspergillus niger, para la produccion de acido citrico y acido gluconico, Rhizopus
nigricans para la obtencion de acido fumarico y Lactobacillus delbrueckii para
generar acido lactico®.

1.8.4. Bioinsecticidas
Son productos de origen natural o incluso organismos vivos que sirven también
para el control de insectos. Existen muchas alternativas para el uso de bacterias,
virus y hongos como bioinsecticidas. Entre los agentes bacterianos se encuentran
diversas especies de Bacillus especialmente Bacillus thuringiensis®®.

1.8.5. Biopolimeros

Son polimeros producidos por microorganismos, utilizados para modificar las
caracteristicas de flujo de los liquidos y para actuar como agentes gelificantes,
estos son empleados en muchas areas de la industria farmacéutica y alimentaria.
Algunos de los biopolimeros conocidos son microfibrillas de celulosa producida por
una cepa especial Acetobacter, dextrano generado por los principales géneros
Klesbsiella, Acetobacter y Leuconostoc, xantato es obtenido de especie
Xanthomonas campestris y clicodextrina producida por Thermoanaerobacter™.
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1.8.6. Biosurfactantes
Son compuestos utilizados en la emulsificacion, para la humectacion y dispersion
de fase. Actualmente se ha despertado un creciente interés por la utilizaciéon de
biosurfactantes, debido a sus aplicaciones medio ambientales, entre ellas la
capacidad de biodegradarse; que es unos de los principales requisitos para el uso
de un surfactante. Los surfactantes de origen microbiano de mas amplio espectro
son los glucolipidos que contienen regiones hidréfilas e hidréfobas especificas. La
estructura del compuesto y caracteristicas finales dependen de las condiciones de

crecimiento, asi como de la fuente de carbono utilizada®.

1.8.7. Aminoacidos y vitaminas
Las vitaminas y los aminoacidos son factores de crecimiento que con frecuencia
tienen usos farmacéuticos o son anadidos a los alimentos. Varias vitaminas y
aminoacidos se producen comerciaimente a través de procesos microbianos®.

La mayor parte de las vitaminas se fabrican comercialmente por sintesis quimica.
Sin embargo hay algunas muy complicadas para ser sintetizadas por esta ruta, por
{o que se fabrican:por fermentacion microbiana. Ejemplos importantes de esto son
la vitamina B2 y la riboflavina. Para Ia produccion industrial de vitamina B2, se
emplean cepas microbianas del género Propionibacterium y otra bacteria utilizada
es Pseudomonas denitrificans. Por su lado la riboflavina es sintetizada por varios
microorganismos que incluyen hongos, bacterias y levaduras. Uno de los mas
usados, por sus excelentes porcentajes de produccion es el hongo Ashbya
gossypir®.

1.8.8. Enzimas
Las enzimas son proteinas que tienen la capacidad de facilitar y acelerar las
reacciones quimicas que tienen lugar en los tejidos vivos. Cada organismo
produce una gran variedad de enzimas, la mayoria solo se produce en pequefia
cantidades y estan implicadas en procesos celulares. Sin embargo algunos
microorganismos producen ciertas enzimas en cantidades mucho mas grandes y

20



en lugar de mantenerias dentro de la célula, las excretan al medio. Habitualmente
las enzimas extracelulares son capaces de digerir materiales nutrientes insolubles
como la celulosa, proteinas y almidon, siendo transportados al interior de la célula
los productos de digestion. Algunas de las enzimas extracelulares son utilizadas
en la industria alimentaria, farmacéutica, textil y se producen en gran cantidad por
sintesis microbianas®.

Algunas enzimas producidas por microorganismos que viven a elevadas

temperaturas.

Proteasas

Son las enzimas que catalizan la hidrélisis de los enlace peptidicos en los
polipéptidos y proteinas’®. Las enzimas microbianas que se producen en mayor
cantidad industrialmente son las proteasas bacterianas, estas enzimas se aislan
de bacterias alcaléfilas principalmente de especies de Bacillus como Bacillus
licheniformis®.

Lipasas

Son las enzimas que catalizan la hidrolisis de cadenas largas de triglicéridos.
Actualmente se desperto gran interés en las lipasas microbianas, debido al rapido
desarrollo de la tecnologia enzimatica. Las lipasas constituyen el grupo de

biocatalizadores con mayor potencial en las aplicaciones biotecnologicas’’.

Celulasas
Son enzimas que hidrolizan la celulosa y son producidas por un gran variedad de

de bacterias y hongos aerobios o anaerdbios, mesoéfilos o terméfilos™. Las
bacterias celuloliticas incluyen especies de Cellulomonas, Clostridium

thermocellum, algunas especies de Pseudomonas y Ruminococcus’™.

Amilasas

Las amilasas son enzimas las cuales hidrolizan moléculas de almidon, dando
como productos dextrinas y polimeros compuestos progresivamente por unidades
de glucosa™. Esta familia de enzimas hidroliticas esta compuesta por las proteinas
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cataliticas: alfa-amilasa, beta-amilasa; glucoamilasa; isoamilasa, que juegan un rol
muy importante en la degradacién del almidon®®. Las enzimas bacterianas, en
especial las amilasas son obtenidas de Bacillus subtilis y sus congéneres, son de
facil produccién y son ampliamente utilizadas en la industria®.

Todos estos compuestos bioactivos son el resuitado de la actividad metabdlica de
los microorganismos’>, que a menudo se clasifican como metabolitos primarios y

secundarios®.

1.9. Aplicaciones farmacéuticas y biotecnoldgicas de

microorganismos que viven a elevadas temperaturas

Los microorganismos han sido utilizados por el hombre para obtener diversos
productos desde la antigliedad, aun sin conocer el fundamento cientifico en el que

se basan®.

La industria quimica y farmacéutica utiliza los'microorganismos como herramienta
para la produccion de compuestos de interés ‘de diferente naturaleza. La
aplicacion mas extendida en este ambito es la producciéon de antibiéticos. Ademas
tienen importancia considerable en la produccién de vitaminas, aminoacido, en la
produccion de vacunas y en la obtencion de ciertos compuestos organicos como el

etanol, la acetona y el vinagre”®’>.

Las enzimas o microorganismos son empieados como biocatalizadores en
procesos industriales que requieren de condiciones fuertes. Estos
biocatalizadores, llamado también extremoenzimas  producida por
microorganismos, son proteinas que funcionan en condiciones extremas. Debido a
su extrema estabilidad, las extremoenzimas ofrecen nuevas oportunidades de
biocatalisis y biotransformacion. Ejemplos de extremoenzimas son: celulasas,
amilasas, proteasas, las pectinasas, keratinases, lipasas, las esterasas, catalasg,

peroxidasa y las fitasas®78,
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Los tipos de extremoenzimas son requeridas también en la industria de

detergentes, alimentos, aimidén, textiles, cueros y papel**”.

Una aplicacion biotecnologica de bacterias incluye también la construccion
genética de super cepas de microorganismos que realicen tareas particulares en
el medio ambiente. Por ejemplo: las bacterias que son genéticamente disefiadas
para degradar productos petroliferos se utilizan en actividades de limpieza en

derrames de petroleo’®

1.10. Antecedentes de investigaciones en manantiales de aguas
termales en Venezuela y el estado Mérida.

Las fuentes hidrotermales en nuestro pais han sido objeto de numerosos estudios
geologicos y fisicoquimicos, los cuales se iniciaron desde 1800 con los viajes de

Humboldt a Venezuela'®™

En la época de los 80 surgi6 mucha de informaciéon sobre estudios en aguas
termales impulsados durante el Inventario Geotérmico Nacional, en las regiones
del centro, sur y oriente del pais. El propésito de estas investigaciones_estuvo
orientado a determinar el origen de las aguas termales, geoquimica,

geotermometria y los patrones de mezclas’®.

Uno de los primeros trabajos en el estudio de aguas termales fue reportado por
Shubert en 1980, en este se hace una breve descripcion de la localizacion de la
fuente La Mitists en el estado Mérida®.

Para el afio 1981 Burguera y col. realizaron trabajos donde describen que el
estado Mérida cuenta con 18 manantiales de aguas termales conocidas,
exponiendo para cada una de ellas las formaciones geolégicas de las zonas en las
que emergen; entre las que se encuentran: Aguas Calientes, Chiguara, Tabay,
Piflango, Santa Apolonia, Bocadillos, Los Giros, Zea, Jaji, Santa Maria de Caparo,
Carbonera, Bailadores, Cafio Zancudo, Quebrada Sucia, Chama, Mucuchies, La
Culata y Canagua®. Otros estudios realizados por Doudelet en el mismo afio,
describen 15 fuentes termales presentes en el estado Mérida, clasificadas por su
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origen y composicion minerai®. Finalmente trabajos realizados por Burguera y col.
en 1982, clasifican las aguas termales del estado de acuerdo a los minerales
disueltos, en fuentes termo-sulfuradas, fuentes termo-sulfatadas, fuentes termo
alcalinas, termo-litinicas, ademas de reportar la descripcion ecolégica de las
regiones donde se ubican cada una de dichas fuentes®.

Estudios enfocados al ambito fisico, quimico y sanitario de las fuentes
hidrotermales, se han lievado a cabo a lo largo de los afios. Burguera y col. en
1981 reportan la localizacion de 16 fuentes termales para el estado Mérida, a las
cuales se les realizaron estudios fisico-quimicos, para determinar la cantidad de
minerales, expresados en cationes y aniones, como también temperatura,
aspecto, olor/ sabor, pH, densidad y conductividad especifica®. Asi mismo en otro
trabajo ejecutado por Burguera y col. en el afio 1982, se describe la localizacion,
acceso, caracteristicas fisicas del area, analisis fisicos-quimicos, bacteriolégicos y
usos farmacolégicos para 15 fuentes: Aguas Calientes, Chiguara, Tabay, Pifiango,
Santa Apolonia, Bocadilios, Los Giros, Zea, Jaji, Bailadores, Cafio Zancudo,
Quebrada Sucia, Chama, Mucuchies y Santa Maria de Caparo?'.

Estudios en el ambito hidroquimico realizados por Barrientos y.col. en el afio 2000
han permitido caracterizar el agua de los manantiales Cumbotico y Cumbote,
Colonia Tovar, en funcién del i6n dominante, determinando asi su grado de
mineralizacion y niveles de contaminacion microbiana®.

Adicionalmente investigaciones desarrolladas por Avila y col. en el afio 2006, con
la finalidad de caracterizar la calidad microbiolégica de las aguas termales del
parque las Cocuizas en Maracay, reportan haber encontrado Amibas de vida libre
potencialmente patégenas®.

Posteriormente en el afio 2007 Moreno y col. estudiaron en las fuentes
hidrotermales del estado Trujillo, donde evaluaron parametros fisicos y quimicos,
tales como la temperatura de emergencia de la fuente, aspecto, olor, sabor,
caudal, mineralizacion, dureza, concentraciones ioénicas de metales y aniones mas

importantes en la caracterizacion de aguas subterraneas; para clasificarias en
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cuanto a su composicion quimica y termalismo. Ademas se realizaron analisis

bacteriologicos, donde se determiné la presencia de coliformes fecales y totales®.

En la actualidad los estudios de aguas termales en diferentes partes del mundo,
se han inclinado al aislamiento de microorganismos con actividad biologica de

importancia farmacéutica y biotecnologica®®’ 8828889309 = gin  embargo en

Venezuela son pocos los estudios realizados en este campo'"%%,

Es evidente que el estudio en aguas termales ha evolucionado a través del tiempo.
Desde trabajos donde solo se discutia el origen, localizacion, ambiente y la
determinacion de algunos parametros fisico-quimicos de los manantiales termales,
hasta estudios mucho mas elaborados para el aislamiento, identificacién vy
deteccion de microorganismos con diversas propiedades y actividades biologicas,
lo cual es de gran importancia en la actualidad, debido a que representan una
fuente de productos naturales de interés biotecnolégico y farmacéutico.
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Capitulo 2. Antecedentes de la
Hipétesis, Hipotesis y Objetivos
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2. Antecedentes de la hipotesis

Pakpitcharo y col. en el afio 2008, estudiaron diferentes Bacillus termotolerantes
aislado de aguas termales y muestras solidas provenientes de 76 manantiales
termales en Tailandia, evaluando el potencial de los microorganismos para
producir agentes Dbiosulfactantes, biocatalizadores y las propiedades

antimicrobianas®.

Asi mismo Schell y col. entre los afios 2008-2010, evaluaron las propiedades
antimicrobianas de la fase liquida (FL) del fango de Copahue de las aguas
termales en Neuquén Argentina, mediante ensayos in vitro sobre cepas de S.
aureus colonizantes de piel y mucosas, aisladas de pacientes provenientes de la

comunidad y hospitales®.

Posteriormente en el afio 2011 Saikia y col. en la India aislaron la cepa bacteriana
denominada BPM3 del lodo de las aguas termales de Assam, la cual resulté ser
un potente inhibidor del crecimiento de hongos fitopatolégicos como (Fusanum
oxysporum f. sp. ciceri, Fusarium semitectum, Magnaporthegrisea y Rhizoctonia

oryzae) y de bacterias Gram positivas'como (Staphylococcus aureus)’.

Simultaneamente Pallavi y col. en el 2011, en la India, analizaron los
microorganismos aislados de muestras tomadas en las aguas termales en
Maharashtra. Se evalu6 la actividad biolégica de las cepas encontradas
(actinomicetos y eubacteria) y encontraron que seis de las cepas aisladas tenian

potencial antimicrobiano®.

Del mismo modo Mukherjee y col. en el afio 2012, identificaron y caracterizaron la
secrecion verde (metabolito secundario) producida por Pseudomona aerurinosa
cepa GIM 32, aislada de las aguas termales de Bakreshwar en la india, ellos
observaron que la secrecién analizada inhibia el crecimiento de bacterias Gram
negativas como Escherichia colf.
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Adicional al gran potencial que tienen los microorganismos que viven en los
manantiales termales, como fuente de productos biolégicamente activos de interés
farmacéutico, estos también representan un importante recurso generador de
compuestos con aplicaciones biotecnolégicas tal como se muestra a continuacion.

Posada y col. en 2004, realizaron estudios sobre la microbiota en el manantial
termomineral de la regiéon andina de Paipa, Boyaca Colombia, donde lograron
aislar ocho cepas bacterianas a través del método del nimero mas probable
(NMP), denominadas P4-6, P4-7, P4-8, P4-9, P4-10, P4-11, P4-12 y P4-13. Estas
cepas crecieron a temperaturas Optimas entre 60 - 65 °C y exhibieron un
metabolismo fermentativo, siendo el principal producto de fermentaciéon etanol,
seguido de acetato, CO; e hidrégeno'2.

Posteriormente en el afo 2007, Cuellar y col. aislaron y caracterizaron
microorganismos capaces de crecer a temperaturas superiores a 40°C en las
aguas termales del Municipio Ayacucho, en el estado Tachira, Venezuela. Ellos
reportan haber aislado 27 microorganismos, constituidos por 18 bacterias, dos

hongos y cinco estructuras semejantes a actinomycetos'?.

Paralelamente, Sheble y col. en el afio 2007, identificaron microorganismos de
fuentes termales en Egipto, de las cuales consiguieron aislar tres bacterias
termdfilas con la capacidad de crecer a temperaturas de 75°C, designadas como
EHP1, EHP2 y EHP3, entre las cuales la cepa EHP2 present6 capacidad
enzimética para degradar celulosa®.

Alarcon y col. en el afio 2009, analizaron la microbiota de los manantiales termales
ubicados en el estado Tachira, Venezuela. Estos investigadores sefialan haber
encontrado la presencia de bacilos Gram negativos y de tres bacterias terméfilas
denominadas C30- C35-C36 en dicha fuente, estos tltimos con posible capacidad
de degradar azufre™.

De igual forma en el 2009 Fooladi y col. aislaron e identificaron Bacillus spp. cepa
terméfila productora de a — amilasa en tres fuentes de aguas termales en Iran'®.
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Nava y col. en el afio 2010, aislaron dos bacterias termdfilicas de los géneros
Thermus y Geobacillus provenientes de las aguas termales de la provincia de
salta, Argentina. Ellos realizaron el andlisis preliminar de las secuencias obtenidas
para la bacteria del género Thermus, utilizando un equipo se secuenciacion
masiva de ADN. Identificaron y caracterizaron genes que codifican enzimas
utilizadas en procesos de transformacién de alimentos y relacionadas con la
degradacion de polimeros, tales como xilanasas, proteasas, esterasas, lipasas,
catalasas y galactosidasas'’.

Finaimente en 2012 Obeidat y col. realizaron estudios para aislar, caracterizar e
identificar las especies terméfilas en cinco manantiales de aguas termales en
Jordania. Los autores aislaron e identificado ocho bacterias terméfilas
pertenecientes al género Geobacillus, todas con potencial actividad enzimatica,
capaces de producir amilasa, caseinasas, fosfatasas acidas y alcalinas, esterasa,
a-galactosidasa, p-glucosidasa entre otras enzimas de interés biotecnolégico®.

Un gran nimero de paises se encuentra dedicado al estudio de la diversidad
microbiana ‘que habita las fuentes de aguas termaies, debido al potencial uso
farmacéutico 'y biotecnolégico que tienen los microorganismos aislados de estos
ambientes acuaticos. Acorde con lo “anteriormente expuesto se plantea lo
siguiente:

2.1. Hipotesis

El agua de los manantiales termales ubicados en los sectores La Mitisus y Santa
Apolonia del estado Mérida contienen una poblacion microbiana abundante y
biodiversa, caracteristica de cada manantial, con especies microbianas qué
pueden poseer actividades biologicas diversas de interés farmacéutico y
biotecnolégico.
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2.2.

2.3.

Objetivo general
Aislar, identificar y detectar microorganismos con actividades biolégicas de
interés farmacéutico y biotecnolégico, presentes en las aguas de los
manantiales termales ubicados en los sectores La Mitisis y Santa Apolonia
del estado Mérida.

Objetivos especificos

Empleando el método de filtracibn de membrana aislar bacterias
heterétrofas aerobias viables mesoéfilas presentes en las aguas de los
manantiales termales ubicados en los sectores La Mitisus y Santa Apolonia
del estado Mérida.

Utilizando las pruebas de identificacion comercial API© y puebas
bioquimicas identificar taxonomicamente las colonias microbianas aisladas.

Usando el método de difusibn en agar detectar actividades biol6gicas
antibacteriana y antifungica en los microorganismos aislados e identificados
en las aguas de los manantiales termales ubicados en los sectores La
Mitists y Santa Apolonia del estado Mérida.

Determinar ractividades. enzimaticas: amilolitica,” amonificante, celulolitica,
lipolitica y protedlitica, en los microorganismos aislados e identificados en
las aguas de los manantiales termales ubicados en los sectores La Mitisus
y Santa Apolonia del estado Mérida.

Haciendo uso del método de Kirby Bauer realizar pruebas de
susceptibilidad a antibiéticos de las bacterias heterétrofas aerobias viables
mesofilas presentes en las aguas de los manantiales termales ubicados en
los sectores La Mitisis y Santa Apolonia del estado Mérida.
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Capitulo 3. Metodologia
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3. Poblacion de estudio y locacion de muestreo.

La poblacién de estudio son los microorganismos heteroétrofos, mesoéfilos, aerobios
viables, con actividades biologicas y enzimaticas de interés farmacéutico,
presentes en las aguas de los manantiales termales La Mitisus y Santa Apolonia
del estado Mérida.

3.1. Ubicacion de la fuente termal La Mitisus.

Esta ubicada en el Municipio Cardenal Quintero, Parroquia Las Piedras, estado
Mérida en la carretera Barinas — Santo Domingo a 50 m de la represa José
Antonio Paez, en direccibon a La Mitisius. EI manantial se encuentra
aproximadamente a 3 m sobre la carretera en el talud sur. Es de caudal pequefio y

no emite olores®.
3.2. Ubicacion de la fuente termal Santa Apolonia.

Este se encuentran al-norte de la poblacion de Santa Apolonia Municipio-Tulio
Febres Cordero (cerca de Caja Seca) alli se encuentran varios brotes; uno sobre
el rio Oso y tres cerca del rio San Pedro. Los manantiales son de facil acceso y los
diferentes brotes de las fuentes ubicados antes de la poblacién de Santa Apolonia,

cuenta con via pavimentada®.

3.3. Metodologia

3.3.1. Toma de muestras
Se tomaron muestras de agua de los manantiales ubicados en los sectores La
Mitisis y Santa Apolonia del estado Mérida (Figura 2).

Se realizaron dos muestreos en cada uno de los sitios anteriormente sefalados
entre los meses de Junio - Julio del 2013. El intervalo de tiempo entre cada
muestreo no sobrepasé el plazo de dos semanas, siendo las fechas
correspondientes a cada muestreo las siguientes:

Muestreo 1 Santa Apolonia: 29/6/13.
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Muestreo 1 La Mitisus: 6/7/13.

Muestreo 2 Santa Apolonia: 13/7/13.

Muestreo 2 La Mitisus: 20/7/13.

En cada uno de los muestreos se tomaron dos muestras:
Manantial de Santa Apolonia

Las muestras fueron tomadas una en la naciente del afluente termal y otra en el
centro de la piscina del balneario llamado el Ron.

Manantial La Mitisus

Las muestras fueron tomadas una en la naciente del afluente termal y otra en la
manguera que drenaje del cauce del manantial ubicado en el sector al Mitisus.

Las muestras fueron.tomadas en las primeras horas de la tarde, se captaron en
frascos de vidrio estériles que se mantuvieron cerrados, hasta el momento de
tomar las muestras. Una vez destapado el frasco se llené con agua del manantial
termal, y se tapé inmediatamente.

Al hacer la toma de la muestra se dejd un espacio aéreo en el frasco, de
aproximadamente 2,5 cm, para facilitar la mezcla por agitacién antes de proceder
al estudio. El procedimiento se realiz6 manualmente, sosteniendo el frasco con
una mano.

El volumen de cada muestra fue de 500 mL, siendo suficiente para realizar todos
los analisis microbioldgicos previstos. Cada frasco fue rotulado, identificando la
fecha y el lugar de procedencia de la muestra, acompafnado con una descripcion,
en un registro separado, de la hora en que se tomé la muestra y temperatura del
agua.

Luego de ser tomadas las muestras, las mismas fueron colocadas en una cava a
temperatura ambiente, para su traslado al Laboratorio de Microbiologia del Agua,

33



Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, en la ciudad

de Mérida, donde se realizaron los analisis microbiol6gicos.
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Figura 2. Mapa de las aguas termales del estado Mérida.
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3.3.2. Determinacién de temperatura y pH

En cada uno de los sitios de muestreo se midi6 la temperatura del agua y la del
ambiente utilizando un termoémetro con una sensibilidad de una décima de grado.
Una vez en el laboratorio se determino el pH de las muestras recolectadas
mediante un pH Metro electrénico.

3.3.3. Métodos para el analisis microbiolégico de las aguas termales La
Mitisas y Santa Apolonia.

3.3.3.1. Aislamiento de bacterias heterétrofas viables aerobias mesdfilas.

El aislamiento de las bacterias heterotrofas viables mesofilas se realiz6, por la
técnica de filtracion por membrana®.

El procedimiento consisti®6 en hacer pasar a través de un filtro de membrana
aplicando vacio, un volumen de 100 mL de muestra de agua termal. Una vez
filtrado el volumen necesario de agua con ayuda de una pinza de punta roma se
retiré el filtro de membrana‘'y se coloco en la caja‘de Petri con ‘Agar Plate Count
(PC). Las placas se incubaron a 37°C por 24 a 96 horas. Transcurrido el periodo
de incubacién, se observaron las placas.

Para obtener colonias aisladas se procedio segun lo establecido por American
Pubilc Health Association APHA (1992), la cual recomienda para el andlisis de
agua realizado por el método de filtracion de membrana, si se tiene un crecimiento
confluente de microorganismos sobre la superficie del filtro, se deben tomar
porciones de la poblacién bacteriana, resembrarlas en placas de medios
apropiados y obtener colonias aisladas por agotamiento.

Se tomaron porciones de la poblaciéon bacteriana principalmente en sitios donde
se observd coloracion, centro y bordes del filtro. Estos se sembraron en placas
con Agar Brain Heart infusion (BHI) y se incubaron a 37°C por 24 a 96 horas. Las
colonias mas representativas y morfolégicamente diferentes se repicaron en

diferentes agares: Plate Count (PC), McConkey (MK), eosina azul de metileno
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(EAM), Bair Parker (BP), sangre (Sg), R,A, Manitol salado (Ms), cetrimida (C) y se
incubaron a 37°C por 24 a 96 horas. Este procedimiento se repitid hasta lograr
obtener cultivos axénicos.

Las cepas aisladas, se sembraron en tubos de ensayo con Agar nutritivo y se
guardaron en la nevera para su posterior identificacion.

3.3.3.2. Identificacion de bacterias heterétrofas viables aerobias mesofilas.

A cada cepa aislada, se les realizaron pruebas bioquimicas segun los esquemas
de identificacion de MacFaddin (2003)%®, complementadas con las pruebas
recomendadas por Barrow y Feltham (1993)% y las galerias API® (Biomerux), para
identificar género y especie de las cepas.

Las pruebas bioquimicas empleadas para la identificacion de las cepas aislas
fueron las siguientes:

Tinciéon de Gram: Debe su nombre al Bacteriologo Danés Christian Gram que la
desarrollo en 1844. Es una tincion diferencial, clasificando a las bacterias en Gram
positivas y Gram negativas, dé acuerdo a ias propiedades de su pared celular® .

Técnica: Masa bacteriana de los aislados obtenidos fue fijada mediante calor en
un portaobjetos, posteriormente se les aplicod colorante Violeta cristal y se lavaron
con agua. Seguidamente se les adiciond solucion de Lugol y se lavaron con agua.
Finalmente se decoloraron con una mezcla alcohol-cetona, se lavaron
nuevamente con agua y se les aplicd colorante Safranina. Luego la placas se
dejaron secar y fueron observadas al microscopio para determinar la morfologia

de los microorganismos®®’.

Prueba oxidasa: Esta prueba se basa en la deteccion de la enzima citocromo
oxidasa, la cual transfiere electrones al oxigeno, aceptor final en la cadena
transportadora de electrones de ciertos microorganismos. El dihidrocloruro de
tetrametil-p-fenilendiamina al 1% p/v es el colorante utilizado en esta prueba y
actua como sustituto de del oxigeno. En presencia de citocromo oxidasa y oxigeno
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atmosfeérico, el reactivo es oxidado a azul de indofenol compuesto de color purpura
lo cual indica que la reaccion es positiva®.

Técnica: Sobre un portaobjetos se coloco un trozo de papel filtro, se afiadi6 2
gotas de la solucién dihidrocloruro de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% p/v y con
ayuda de un palillo de madera se deposito masa bacteriana de bacilos Gram
negativos sobre el reactivo®.

Prueba de Hugh y Leifson oxidacion fermentaciéon (O/F): Esta prueba se
realiza para la determinacion del metabolismo oxidativo o fermentativo de los
carbohidratos"’. Los microorganismos oxidativos so6lo producen acidos que
cambian el color del medio de verde a amarillo en el tubo abierto expuesto al
oxigeno atmosférico; los microorganismos fermentadores producen acidos en los
dos tubos cambiando el color del medio de verde a amarillo en ambos tubos™.
Esta prueba ayuda a la identificacion de las bacterias aerobias o anaerobias

facultativas, tal como los bacilos Gram negativos no fermentadores®.

Técnica: Para cada bacteria Gram negativa a identificar, se inoculé por puncién
dos tubos de medio O/F de Hugh y Leifson. En unode los dos tubos la superficie
se cubrio con parafina estéril para crear condiciones de anaerobiosis. Se
incubaron a 37°C 24 horas.

Pruebas de fermentacion de hidratos de carbono:

Fermentacidn de la glucosa y lactosa: En las pruebas de utilizacion de hidratos
de carbono se emplea medio base con rojo de fenol, un solo carbohidrato y un
tubo de Durham. Si el microorganismo tiene la capacidad de fermentar los hidratos
de carbono se forman acidos mixtos que disminuyen el pH del medio provocando
el viraje del indicador rojo de fenol de color naranja color rojizo (pH neutro) a
amarillo (pH acido). Si ademas se produce gas, este desplazara el liquido en el
tubo de Durham y se observaran burbujas®.
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Técnica: Con asa de aro se coloc6 masa bacteriana de bacilos Gram negativos
en tubos que contenian; glucosa y lactosa por separados, se incubaron a 37°C
durante 24 horas®.

Reaccion en Agar Kliger (KIA): Es una prueba usada para la fermentacion de la
glucosa, lactosa, la produccion de H,S y la produccion de gas por parte de las
bacterias. El cambio de color del indicador rojo de fenol de rojo a amarillo indica
fermentacion. Si se fermenta Gnicamente la glucosa el cambio de color del medio
ocurre solamente en el fondo del tubo (Taco). Si el microorganismo es capaz de
fermentar los dos carbohidratos la glucosa y la lactosa hay cambio de color tanto
en la superficie (Bisel) como en el taco. La formacién de burbujas que rompen el
medio indica presencia de gas como producto final de la fermentacion y La
produccion de H,S se manifiesta por la aparicién de un precipitado color negro
debido a la reduccion de la sal de hierro presente en el medio®.

Técnica: Empleando asa en punta, se inocularon por siembra mixta (Puncién y
estria) con cepas de bacilos Gram negativos, tubos que contenian Agar Kliger y se
incubaron a 37°C por 24 horas™.

Reaccion en Agar lisina hierro (LIA): Esta prueba es utilizada para determinar la
produccion de dos enzimas: la lisina descarboxilasa y la lisina desaminasa,
ademas de detectar la produccion de H,S por algunos microorganismos®®.

Descarboxilacion de la lisina: Ocurre en ambiente anaerébico o sea en el fondo

del tubo (Taco) y se pone de manifiesto por la alcalinizacion del medio que
produce el viraje del indicador purpura de bromocresol. La presencia de glucosa
en los componentes del LIA determina primero una reaccion de fermentacion,
produciendo acidificacion y cambio de color del medio de parpura a amarillo. Este
pH induce la produccion de la enzima lisina descarboxilasa que da lugar a la
formacion de aminas llamadas cadaverina que alcalizan el medio, lo que resuita
en el viraje del indicador de pH nuevamente a purpura lo que indica que la
reaccion fue positiva®®.
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Desaminacion de la lisina: Ocurre en la parte superior del tubo (Bisel) cuando el
microorganismo utiliza las peptonas, esto genera la alcalinizacion del medioc que
es el estimulo para la produccion de la enzima lisina desaminasa, la cual actaa
sobre el aminoacido produciendo acido a - ketocarboxilico que al combinarse con
la sal de hierro y en presencia de oxigeno forma un color violeta rojizo en el bisel,
mientras que la parte inferior del tubo se observa amarilla por la fermentacion de la
glucosa. La produccién de H,S se evidencia por la presencia de un precipitado
negro por utilizacion de las sales de hierro presentes en el medio®.

Técnica: Empleando asa en punta, se inocularon por siembra mixta (Puncion y
estria) con cepas de bacilos Gram negativos, tubos que contenian lisina hierro y
se incubaron a 37°C por 24 horas®.

Prueba de utilizacion del citrato de Simmons: El citrato de sodio es una sal del
acido citrico, un compuesto simple que es uno de los metabolitos producidos en el
ciclo de Krebs. Algunas bacterias pueden utilizar el citrato como unica fuente de
carbono para su crecimiento. Generalmente, los medios de cultivos empleados
para |la prueba de utilizacion del citrato contienen citrato de sodio como unica
fuente de carbono, y fosfato_de amonio como unica ' fuente, de nitrégeno. Las
bacterias que utilizan el citrato también pueden utilizar el amonio como fuente de
nitrégeno, lo que resulta en la produccién de amoniaco (NH3") y la alcalinizacién
del medio por la conversion del (NHs;") en hidroxido de amonio (NH,OH) que
produce el viraje del indicador azul de bromotimol de verde a azul. Si el
microorganismo no utiliza el citrato no se produce cambio de color en el medio
este permanece verde®.

Técnica: Utilizando asa en punta, se inocularon tubos que contenian Agar citrato
realizando siembra por estria con cepas de bacilos Gram negativos y se incubaron
a 37°C por 24 horas®.

Prueba de motilidad: esta prueba se realiza en un medio semisélido permite
determinar la capacidad de movimiento por parte de un microorganismo. Los
microorganismos moéviles muestran un crecimiento difuso o turbidez extendido en
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el agar a lo largo de la linea de inoculaciéon. Los microorganismos inmoéviles solo

crecen a lo largo de |a linea de inoculacion®.

Técnica: Con un asa en punta se tocaron las colonias de las bacterias Gram

negativas a estudiar, luego se inocularon por puncion tubos con agar semisélido
con una profundidad de 1,25 cm y se incubaron a 37°C durante 48 horas®.

Prueba de reduccion de nitrato: algunos microorganismos tienen la capacidad
de utilizar el nitrato como compuesto aceptor de electrones y asi reducir el nitrato
(NO3) hasta nitrito (NO). Mientras que otros microorganismos son capaces de
redudcir el nitrato hasta nitrogeno gaseoso y otros compuestos®™. Esta reaccion se
conoce como desnitrificaciéon. La presencia de nitritos en el medio de cultivo se
detecta agregando los reactivos a — naftilamina y acido sulfanilico la formacién de
un color rojo indica un resultado positivo la reduccion de nitrato. Si por el contrario
no hay desarrollo de color, pueden haber ocurrido dos cosas: que no se haya
reducido el nitrato a nitrito o que el nitrito haya sido reducido a otros compuestos,
tales como, amoniaco;(NHs), 6xido nitrico (NO), oxido nitroso (N-O y nitrégeno
molecular (N3), en este caso a los tubos negativos‘de les agrega una pequefia
cantidad de polvo de Zinc, si se observa la formacién de un color rojo el resultado
es negativo, pero si la solucion permanece incolora el resultado es positivo para la
prueba de reduccién de nitratos. Por otra parte si se observa desplazamiento del
liquido en el tubo de Durham el nitrato se redujo a nitrégeno molecular®,

Técnica: Con asa en aro se transfirié a los tubos que contenian caldo nitratado,
una porcion de los cultivos puros de los bacilos Gram negativos a evaluar y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Luego se les agreg6 a los tubos de ensayo los
reactivos a — naftilamina, acido sulfanilico y en algunos casos polvo de zinc®.

Identificacion de las bacterias Gram negativas no fermentadoras (BGNNF):
se realizO empleando el sistema de identificacion APl 20NE© siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial.

Prueba catalasa: La catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las

bacterias aerobias, la cual descompone el peroxido de hidrégeno en agua y
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oxigeno. El desprendimiento de burbujas procedentes del oxigeno indica que la

prueba es positiva®.

Técnica: En un portaobjetos se coloco una pequefia porcion del cultivo bacteriano

de cocos Gram positivos y se afiadié unas gotas de H.O- al 3% viv®.

Prueba de la coagulasa en tubo: Esta prueba se realiza para determinar la
capacidad de un microorganismo de coagular el plasma por la accion de la enzima
coagulasa. La coagulasa es una enzima similar la protombina y es capaz de
convertir el fibrinbgeno en fibrina, lo cual resulta en la formacién de un cuagulo
visible a simple vista®. Esta prueba se utiliza para diferenciar especies de género
Staphylococcus, especificamente Staphylococcus aureus (coagulasa positiva) del
resto de las especies coagulasa negativa®.

Técnica: Las cepas de cocos Gram positivos se sembraron en caldo nutriente. De
este caldo de tomaron 0,5 mL que se adicionaron en tubos de ensayo que
contenian plasma y se incubaron a 37°C durante 24 horas?’.

Fermentacion del Agar manitol salado: La alta‘concentracién de cloruro de
sodio resulta en. una inhibicion total. o parcial de microorganismos no
pertenecientes al género Staphylococcus. La fermentaciéon del manitol es
evidenciada por el cambio de color del indicador rojo fenol a amarillo, lo que
permite la diferenciacion de las especies de este género®.

Técnica: Empleando asa de aro se tomé material de los cultivos puros de cocos
Gram negativos aislados y se sembraron en la superficie del medio de cultivo. Las
placas se incubaron a 37°C por 24 horas®.

En la tabla 2 se resumen las pruebas empleadas para la identificacion bacilos
Gram negativas no fermentadores y en las tabla 3 las pruebas utilizadas para los
de los cocos Gram positivas.
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Tabla 2. Pruebas de identificacion para bacilos Gram negativos no fermentadores
Pruebas

Tincion de Gram

Prueba Oxidasa
Prueba de Hugh y Leifsan oxidacion fermentacion (O/F).

Fermentacion de la glucosa

Fermentacion de la lactosa.

Reaccion en Agar Kliger (KIA).

Reaccion en Agar lisina hiero (LIA)

Uso del citrato de Simmons.
Prueba de motilidad.

Reduccién de nitratos
API°20NE

Fuente: MacFaddin, J. (2003).

Tabla 3 Pruebas para la identificacién de cocos Gram positivos
Pruebas

Tincion de Gram
Prueba catalasa
Prueba de la coagulasa.

Fermentacion del manito! salado

Fuente: MacFaddin, J. (2003).

3.3.3.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana y antifingica de las
bacterias heterétrofas viables mesoéfilas aisladas

Este ensayo se realizé por el método de difusion en agar®. El cual consisti6 en
adicionar en placas de Petri esténl 15 mL de agar (MH) (agar base) se dejo
solidificar, sobre este se colocaron tres cilindros de acero inoxidable de 7 mm de
diametro y se adicion6 5 mL de agar (MH) previamente inoculado con 100 uL de
solucién equivalente a 1,5x10% UFC/ mL correspondiendo al 0,5 en la escala de
McFarland de las cepas ATCC a evaluar. Luego de 30 minutos se retiraron los
cilindros para obtener los pozos en los cuales se colocd 20 pL de solucién 0,5
MacFariand preparadas con cada uno de las cepas aisladas. Transcurrido 30
minutos las placas de incubaron a 37°C por 24 a 96 horas.

42



Para la determinacion de la actividad antifangica se procedio de igual forma con la
diferencia que este se dejo incubar las placas a temperatura ambiente por un

periodo de 5 dias.

La actividad antibacteriana y antifingica fue medida en funcion del diametro del
halo de inhibicién del crecimiento de las cepas ATCC alrededor de los pozos.

Las cepas utilizadas como controles fueron:

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Escherichia coli ATCC25922,
Staphylococcus  aureus  ATTC25923, Escherichia coli ATCC25972,
Staphylococcus aureus ATCC29213, Klibsellia neumoniae ATCC23352 y el hongo
filamentoso Aspergillus niger.

3.3.3.4. Deteccion de microorganismos con actividades enzimaticas:

amiloliticas, proteoliticas, celuloliticas amonificantes, y lipoliticas.
Microorganismos amiloliticos

La deteccion de microorganismos amiloliticos, se realizo utilizando asa en aro para
transferir masa bacteriana de los cultivos frescos de las cepas a los tubos que
contenian 9 mL de medio almidén, estos fueron incubados a 37°C por 15 dias'®.

Los tubos fueron observados a lo largo de los dias tomando 0.3 mL del medio en
un tubo de ensayo, se le aiiadio 2 gotas de soluciéon de yodo-yodurada y 1 mL de
agua destilada. Se consideré reaccion positiva la aparicion de una coloracién
amarillo ambar y un resultado negativo una coloracién azul'®.

Microorganismos proteoliticos

La determinacion de microorganismos con actividad proteolitica se realizé por
puncion en medio gelatina. Los tubos se incubaron a 37°C por 15 dias junto con
un tubo no inoculado (tubo testigo)®.

Los tubos fueron observados todos los dias para observar si habia ocumido

licuefaccion de la gelatina, para esto los tubos eran refrigerado por 2 horas. Se
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consideré positiva la prueba en los tubos donde no ocurri6 la solidificacion del

medio®.
Microorganismos celuloliticos

El estudio de microorganismos celuloliticos se realizé inoculando tubos que
contenian 9 mL de medio celulosa (fuente de celulosa tira de papel de filtro
sumergida dos tercios de solucién de Winogradsky). Los tubos se incubaron a
37°C durante 15 dias'".

Los tubos se observaron todos los dias. La aparicibn de manchas o rupturas en
las tiras de papel indico resultado positivo para actividad celulolitica'®.

Microorganismos lipoliticos

La actividad lipolitica se evalué tomando porciones de los cultivos bacterianos
previamente aislados, los cuales fueron estriados en placas de Petri con Agar BP
y se incubaron a 37°C por 24 a 96 horas. La aparicion de halos de brillantes
aceitoso e iridiscente alrededor de las colonias indico un resultado positivo para la
actividad lipolitica'®.

Microorganismos amonificantes

La deteccibn de microorganismos amonificantes, se realizé inoculando con
cultivos frescos de las cepas aisladas tubos que contenian 9 mL de medio

asparagina. Los tubos se incubaron a 37°C durante 15 dias'®.

Los tubos se observaron a lo largo de los dias, tomando 0,3 mL en un tubo de
ensayo y afadiendo 2 gotas del reactivo de Nessler. Se considero reaccion
positiva la aparicién de un color amarillo naranja'®.

3.3.3.5. Prueba de susceptibilidad a los antibiéticos

Se utiliz6 el método de Kirby Bauer de difusién en Agar. Placas con agar Miuller
Hinton (MH) fueron inoculadas mediante un hisopo estérnil utilizando suspensiones

con una turbidez 0,5 McFarland de las cepas aisladas. Para la inoculacion se
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sumergié un hisopo estéril en el cultivo y se eliminé el exceso rotandolo
firmemente contra la pared interna del tubo. El hisopo se frotd sobre la superficie
del medio de cultivo, esta operacion se repitié por tres veces sucesivas, rotando la
placa para obtener una dispersién uniforme del inoculo en toda la superficie, se
dejo secar el inoculo por 5 minutos y se colocaron los discos de antibiéticos sobre
el agar mediante pinzas estériles. Las placas se incubaron a 37°C durante 24
horas. Se midi6 el diametro de inhibicién de crecimiento’®,

Los antibioticos ensayados fueron: Amoxicilina/acido Clavuranico 30mg,
Azetreonam 30mg, acido Nalidixico 30mg, Ciprofloxacina 30mg, Gentamicina
10mg, Amikacina 30mg, Piperalicina 30mg, Cefepima 30mg.
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4. Resultados

4.1. Determinacion temperatura y pH
Se determiné que la temperatura registrada para la muestra tomada de la naciente

del afluente termal El Ron, ubicado en Santa Apolonia, para el primer muestreo
tuvo un valor de 35°C, por el contrario la temperatura registrada en la muestra
tomada en la piscina del balneario del mismo afluente fue de 26°C y la respectiva
temperatura ambiental fue de 26°C (Tabla 4).

Con respecto a los valores de temperatura para el segundo muestreo en las
muestras tomadas en Santa Apolonia, se encontré el mismo valor de 35°C en la
muestra MA, por su parte para la muestra MP tuvo una temperatura de 24°C la
cual tenia 2°C menos con respecto a la medida del primer muestreo, mientras que
la temperatura del ambiente que fue de 25°C (Tabla 4).

Por otro lado los valores de temperatura medidos para las muestras tomadas en el
manantial termal La Mitisis en el primer muestreo para la muestra tomada en el
afluente (MM1) la temperatura del agua fue 26°C, registrandose también el mismo
valor de temperatura para la muestra tomada en la manguéra de drenaje (MM2) y
el valor de la temperatura del ambiente de 15°C (Tabla 5). Mientras que los
valores de temperatura se mantuvieron constantes para.el segundo muestreo
realizado en 26°C, variando solo la medida de la temperatura ambiental 16°C
(Tabla 5).

Para conocer el pH en el cual prosperan los microorganismos en las manantiales
termales en estudio, se realizaron medidas de pH en las muestras recolectadas.
En funcion de estas medidas se pudo determinar que las aguas termales de Santa
Apolonia tienen un pH ligeramente basico reflejado por los valores medidos
alrededor de pH 7 (Tabla 4).

Por otra parte las aguas termales de La Mitisus presentan un pH alcalino con
valores de pH entre 8-9 (Tabla 5).
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Tabla 4. Parametros fisicoquimicos medidos del agua del manantial termal en la
localidad de Santa Apolonia, estado Mérida.

Muestreo 1 (29/6/13) Muestreo 2 (13/7/13) Promedio X
Muestras | Temperatura °C | pH | Temperatura °C pH Temperatura °C pH
MA 35 7,68 35 7,70 35 7,68
MP 26 7,93 24 7,87 25 7,90
Ambiente 26 - 25 - 25,50 -

MA: muestra tomada en ei afiuente termal de Santa Apolonia sector €l Ron
MP: muestra tomada en la piscina del balneario el Ron en Santa Apolonia

Tabla 5. Parametros fisicoquimicos medidos del agua del manantial termal en la
localidad de La Mitisus, estado Mérida.

Muestreo 1(6/7/13) Muestreo 2 (20/7/13) Promedio X
Muestras | Temperatura °C | pH | Temperatura °C pH Temperatura °C pH
MM1 26 8,10 26 8,12 26 8,11
MM2 26 9,20 26 9,19 26 9,20
Ambiente 15 - 16 - 15,50 -

MM1 stra

termal de La Mitisus.

: e
MM2: muestra tomada en la manguera que drena el manantial ermal de La Mitists a la orilfa de 1a carretera trasandina.

4.2. Analisis microbiolégico de las aguas termales La Mitisus y Santa
Apolonia.
4.2.1. Aislamiento de bacterias heterétrofas viables aerobias
mesofilas.
Transcurrido el periodo de incubacién, se observaron las placas inoculadas con
las muestras MM1 proveniente de la naciente del manantial termal La Mitisus,
MM2 muestra tomada en la manguera de drenaje del manantial termal La Mitisus,
MA muestra procedente de la naciente del manantial termal de Santa Apolonia y
MP muestra captada en la piscina del afluente termal de Santa Apolonia, todos

ellos para el primer y segundo muestreo.

Dado que en todas las placas se obtuvieron crecimiento confluente, sobre la
superficie del filtro; para la contabilizacion de los microorganismos presentes se
siguié el procedimiento sugerido por la APHA (1992), donde se realiza una
estimacion suponiendo que en 1 cm? crecen un maximo de 100 colonias, lo cual
se relaciona con el area del filtro utilizado. Para cada una de las placas inoculadas
con las muestras, se obtuvo que por cada 1 mL de muestra se tiene >16 unidades
formadoras de colonias (UFC).
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Las diferentes colonias obtenidas de los manantiales estudiados presentaron
varias pigmentaciones principalmente colonias con coloraciones amarillas y
naranjas, también se obtuvieron colonias con pigmentaciones blancas, verdes y
crema.

Se obtuvo un total de 21 cepas aisladas de los dos muestreos realizados, de la
cuales nueve (42,86%) pertenecen a las muestras tomadas en la localidad de
Santa Apolonia, constituidas a su vez por siete (77,77%) de las cepas aisladas en
el primer muestreo y dos (22,22%) aislados del segundo muestreo. Por su parte
12 (57,14%) de las 21 colonias aisladas fueron obtenidas de las muestras
tomadas en la localidad de La Mitisus, conformadas por cinco (41,66%) cepas
obtenidas en el primer muestreo y siete (68,33%) pertenecientes al segundo
muestreo (Tabla 6), (Figura 3).

Tabia 6. Colonias bacterianas aisladas en las muestras de agua de los manantiales

de Santa Apolonia y La Mitisas.
Cepas . Porcentaje
Cepas Porcentaje cepas
/ ) totales ] total cepas
Localidad Muestreo aisladas por ) aisladas por )
aisladas por aisladas por
muestreo ] muestreo (%) .
localidad localidad (%)
Santa 1 7 77,77
. 9 42 86
Apolonia 2 2 22,22
1 5 41,66
La Mitisus 12 57,14
2 7 58,33
Total cepas aisladas en el 1
estudio
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Santa
Apolonia
43%

La Mitisus
57%

Figura 3. Distribucién porcentual de colonias bacterianas aisladas en el agua de los
manantiales termales de Santa Apolonia y La Mitisiis, estado Mérida.

4.2.1. Identificacion de bacterias heterétrofas viables aerobias
mesofilas aisladas en las aguas de los manantiales termales de
Santa Apolonia y La Mitisis, estado Mérida.

A cada una de las 21 cepas aisladas se les realiz6 tincion de Gram para observar
la morfologia y la propiedad tintorial:al microscopio, para poder clasificarios como
bacterias Gram positivas 0 Gram negativas

Los resultados obtenidos reflejan que de las siete cepas aisladas en el primer
muestreo en la localidad de Santa Apolonia, seis (85,71%) fueron bacterias Gram
negativas, de los cuales cinco (71,43%) de los aislados fueron bacilos Gram
negativos y uno (14,23%) de dichos aislados fue un cocobacilo Gram negativo.
Por otra parte de las siete cepas aisladas en el manantial antes mencionado, se
obtuvo una (14,23%) colonia cocos Gram positiva (Tabla 7).

Mientras que para el segundo muestreo los dos aislados obtenidos fueron bacilos
Gram negativos que representaron el 100% de las cepas aisladas en las muestras
de agua tomadas en Santa Apolonia para este muestreo (Tabla 7).

En forma global para los dos muestreos realizados en la localidad de Santa
Apolonia, el niimero total de bacterias Gram negativas halladas fueron 8 lo que
conforma el 88.88% de las cepas aisladas y una bacteria Gram positivas que
representaron el 11,11% del estudio realizado (Figura 4).
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Con respecto a las muestras tomadas en La Mitisis para el primer muestreo
donde se aislaron cinco cepas, se encontré6 que cuatro (80%) de los aislados
fueron bacilos Gam negativos y uno (20%) cocos Gram positivos (Tabla 7).

Por otra parte para el segundo muestreo se obtuvieron siete aislados en la
localidad de La Mitisus, de los cuales seis (85,71%) de los aislados resultaron ser
bacilos Gram negativos y uno (14,23%) cocos Gram positivos (Tabla 7).

En resumen para la localidad de La Mitisis en los dos muestreos realizados, el
nimero total de bacterias Gram negativas halladas fueron 10 (83,33%) de las
cepas aisladas y solo dos bacterias Gram positivas que representaron el 16,66%
del andlisis realizado en esta localidad (Figura 5).

Tabla 7. Morfologia y propiedad tintorial de las cepas encontradas en los
manantiales termales de Santa Apolonia y la Mitisus, estado Mérida

] ) o Porcentaje (%) cepas
Localidad | Muestreo Codigos Tincién Morfologia -
Tincién Morfologia
MA-MK2 Gram - Bacilos
MA-BHI Gram - Bacilos
MP—PC Gram - Bacilos 55 71,43
Santa 1 MA-EAM Gram - Bacilos '
) MA-MKO Gram - Bacilos
Apolonia MA-PC Gram- | Coco-Bacilos 14,29
MA-BP Gram + Cocos 14,29 14,29
2 MP-MKA1 Gram - Bacilos 100 100
MA-PC/C Gram - Bacilos
MM2-PC2 Gram + Cocos 20 20
1 MM1-R2A Gram - Bacilos
MM2-EAM Gram - Bacilos 80 80
MM1-Sg1 Gram - Bacilos
MM2-BHI Gram - Bacilos
La Mitists MM2-R2A1 Gram- Bacilos
MM2-R2A0 Gram- Bacilos
MM1-Sg0 Gram- Bacilos 85,71 85,71
2 MM2-BHI Gram- Bacilos
MM1-MKO Gram- Bacilos
MM1-MK1 Gram - Bacilos
MM1-Ms | Gram+ Cocos 14,29 14,29
Localidad
MA: b da en ta nagiente del aft termal de Santa Apolonia sector e! Ron,
MP- tomada en la piscina del balneario ef Ron en Santa Apolonia.
MM1: tra b da en la naci det termal de La Mitistis.
MM2: da enla que drena el manantial termal de La Mitisds a la orilla de la carretera trasandina.

Las sigias que forman el codigo de las cepas corresponden al nombre del Agar donde se aislaron.

Los nimeros 0,1, 2 son la numenacién de las placas.

Ejempio:

MA-MK2= muestra tomada en &l afluente iermal de Santa Apolonia secior ef Ron, aislada en Agar McConkey (MK) placa 2.
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Gram+
11,11%

Gram-
88,88%

Figura 4. Distribucién Porcentual de bacterias Gram negativas y Gram positivas presentes
en el agua del manantial termal de Santa Apolonia, estado Mérida.

Gram+
16,66%

83,33%

Figura 5. Distribucién Porcentual de bacterias Gram negativas y Gram positivas presentes
en el agua del manantial termal de La Mitisas, estado Mérida.

Considerando los datos obtenidos en las pruebas bioquimicas aplicadas a los
bacilos Gram negativos aislados (tabla 8 y 9), se determiné que las cepas aisladas
tienen un metabolismo no fermentativo por los que se decidi6 realizar la prueba
comercial API® 20 NE, para identificar el género y especie de los aislados.
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Tabla 8. Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas del manantial termal de La

Mitisas.
g [}
® c c |8 o g S9lo
3 8 | 56 |8s|l@ | T Swl 8| 2 |SBE|ET
] @ 7] S5 2 o] 1 S icn| © S ||l 8loE
2 s | 8 I3 |c8|68l €| B lELl 3| 2 |ew|E?|ES
a £1 R 3 lesisg| 2 | 21e8l Bl B |3&|88|5 8
S8 EG|SX| I | O |ES| 3| 2 |eZ2|EE|o s
) ) 5 (5 O x 8|0 =
w o uw s
Cepas O} u <
MM1-R2A | N/A| + ~ - - -/- + + - NA| + + [NA| +
MM2-EAM | N/A} + - - - -/- + + - NA] + + NA! +
MM1-Sg1 | NA| + - - - /-1 0+ |+ - |NA| + | + |[NA| +
MM2-BHI NA| + - - - -/- + + - NAL + + NA| +
MM2-R2A1 | N/A| + - - - -/- - - - NALl + + NA| +
MM2-R2A0 | N/A| + - - - -/- - + - NA| + + NA| +
MM1-MK1 NA| + + - - -/- + + - N/A| + + N/A| +
MM1-390 NA| + - - - -/ - + + - N/A - + NA| +
MM1-MKO | NVJA [ + - - - -/- + + - N/A - + NA| +
MM2-BHI | NJA| + - - - -f-] + | + - N/A - + {NA|] +
MM2-PC2 + N/A|NA|NA|NA]NA|NA|NA]|NA - N/A | N/A - N/A
MM1-Ms + |[NJAINA{NA{NAINA|INAINAINA] - |NA{NA] - | NA
Lhﬁ‘/:\a;hdad" daenla s del teimal de Santa Apolonia sector el Ron,
MP: muestra tomada en la piscina def baineario el Ron en Santa Apolonia.
MMA: da en la naciente dei temal de La MiisGs.

MM2: muestra tomada en la manguera que drena el manantial termal de La MitisUs a 1a orilla de ta cametera trasandina.
Las siglas que forman el cédigo de las cepas corresponden at nombre det Agar donde se aislaron.

LLos nimeros 0,1, 2 son fa numeracién de Ias placas.

Ejemplo:

MA-MK2= to enel fermal de Santa Apolonia sector e} Ron, aistada en Agar McConkey (MK) placa 2.
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Tabla 9. Pruebas bioguimicas de las cepas aisladas del manantial termal de Santa

Apolonia.
o
g s |5 |5 |8 5 | a c |§8|lex
o © © 506 Sald | T o l|osl o B |6a|SS|EL
g © 8 S£ Bllco}l o} = I8E8 2| 5 |TLEI8pl|ec
2 = 3 I3 c oleco £ o123l 2 = |9S®|EPIE o
a s = - e3i55| v | BElael 1 B |3E|l238|5 8
818 EG|SX| 2 | O |ES| 3| 2 |8Z|EE(2es
1 | & g ° co|gglo=
[o)]
Cepas O | uw <
MAMKZ [NA] + | + 1 -1 -1 -1 ]+ - |NAl - |+ |NA[ =
MABH [NA| + | + | -1 - | - [+ - [ - INAl - | - [NAl =
MPPC [NA| + | + | - | - [ - [+ [+ - [NA[ =+ [+ [NA] +
MAMKO [NA| + | + 1 - | - | - |+ 1+ - [NA| + |+ |[NA[ +
MA-EAM | N/A | + + - - . - + - |NAL + + INAL +
MAPC |[NAl + | + | - | -1 -+ + |- |NA[ - |+ |NA[ +
MABP | + |N/A|NA|NA|NA|NA[NA|NA[NA] - |[NA[NA| - |NA
MPMKI [NA] + | - | - | - | - | +1+ - INA| - | + [NA| +
MAPCICINA] + | + | - | -1 -1+ 1+ - [NWA] - | * [NA| +

Localidad

MA: muestra tomada en fa naciente del afiuente termal de Santa Apolonia sector el Ron,

MP: muestra tomada en la piscina de) balneario e) Ron en Santa Apolonia.

MM1: muestra tomada en la naciente del afluente termal de La Mitisus.

MM2: muestra tomada enla manguera que drena el manantial termal de La Mitisus a 1a orilla de {a cametera trasandina.
Las siglas que forman el codigo de las cepas comesponden al nombre def Agar donde se aislaron.

Los nimercs 0,1, 2 son a numeracién de las placas.

Ejemplo:

MA-MK2= muestra tomada en el aftuente termal de Santa Apolonia sector el Ron, aistada en Agar McConkey (MK) placa 2.

Las tres cepas Gram positivas aisladas de las muestras de agua tomadas en‘los
manantiales termales la Mitistis y Santa Apolonia, se identificaron solo a nivel de

género, gracias al uso de las pruebas bioquimicas (tablas 8 y 9).

A partir de los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas (tablas 8 y 9) y las
pruebas comerciales API® 20 NE (tabla 10 y 11), se logr6 identificar el género y
especie de 18 bacterias Gram negativas de las muestras de agua tomadas en los
manantiales termales la Mitists y Santa Apolonia.
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Tabla 10. Resultados API°® 20 NE para las cepas aisladas del manantial termal de La

Mitisis.

g SiZlslzlz|Slel|2|E

g rlu|le|B(@IEI5|2(3]|%

© cialzs|9|ldld]ls|sizslQ
Sls|2jSls|s|=slSsls|=

Pruebas === |=|E|5|=21= =2 =

Reduccién de Nitratos + + + | + + + + + + +
Formacion de Indoi _ _ - - - - - - - -
Fermentacion Glucosa - - R - - - - - - -
Arginina DiHidrolasa _ - - - - - - - - -
UREasa - - - - - - - - - -
Hidrdlisis (R-Glucosida) - _ + - - - - - - -
Hidrdlisis (proteasa(GELatina)) + + - + - - + + + +

R-galactosidasa
(p-NitroFenil-RBD-Galactopiranosidasa) } ~ | ~ | ~ f | "t " ~ | "t |~
Asimilacion (GLUcosa) _ - - - + + - - - -
Asimilacion (ARAbinosa) - + - - - - - - - -
Asimilacion (MaNosA) - - - - R - - - - -
Asimilacién (MANitol) - - - - - + 1 - - - -
Asimilacién (N-Acetil-Glucosamina) - - - - - + - - - -
Asimilacién (MALtosa) - - - - - + - - - -
Asimilacion (GlucoNaTo potasico) - A N - + | + | - - - Y
Asimilacion (acido CAPrico) + ] + 1+l + 7+l +1 +1 4+ + |+
Asimilacion (acido ADIpico) - - | 2 g L X B - -
Asimilacién (MaL.Ta) + i+ +j+ )+ FH] ]+
Asimilacion (ClTrato tr)isédico + |+ - b+ + i+ - + 1+ | +
Asimilacion (acido fenilACético ) - - - - - - - - - -
Oxidasa + |+ |+ ]+ +1+]+ ]+ +]+
Localidad

MA: muestra tomada en la naciente de! afiuente termal de Santa Apoloria sector e Ron,

MP: muestra tomada en la piscina det balneario ef Ron en Santa Apoionia.

MM1: muestra tomada enfa naciente det afiuente termal de La MitisGs.

MM2: stra enia q que drena el manantial termal de La Mitisis a la orilla de la carretera trasandina.
Las siglas que foman el codigo de las cepas corresponden al nombre det Agar donde se aisiaron.

Los nimeros 0,1, 2 son la numeracién de las placas.

Ejemplo:

MA-MK2= enel termal de Santa Apolonia sector el Ron, aislada en Agar McConkey (MK) placa 2.
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Tabla 11. Resultados API® 20 NE para las cepas aisladas del manantial termal de
Santa Apolonia

Cepas

MA-BHI
MP-PC
MA-PC

MA-MK2
MA-MKO
MA-EAM
MP-MK1

MA-PC/C

Pruebas
Reduccién de Nitratos _

Formacion de indol

+
+
+
+
+
+
+

Fermentacién Glucosa

Arginina DiHidrolasa
UREasa

Hidrélisis (R-Glucosida)
Hidrdlisis (proteasa(GELatina)) + ] + | + + + | +

R-galactosidasa
{p-NitroF enil-RD-Galactopiranosidasa)

Asimilacién (GLUcosa) +

+
+

Asimilacion (ARAbinosa) -
Asimilacion (MaNosA) -
Asimilacion (MANitol)

Asimilacion (N-Acetil-Glucosamina)
Asimilacion (MALtosa)

Asimilacion (GlucoNaTo potasico)
Asimilacion (acido CAPrico)
Asimilacion (acido ADipico)
Asimilacién (MaL.Ta)

Asimilacién (ClTrato tr)is6dico
Asimilacion (acido fenilACético )
Oxidasa +

+|+

+ [+ [+ |+ [+
o I RS O I I
4]+ |+]+]|+]+]+

+l ||+ F]F ]|+ +]+

+ [+ |+ ==

+ |+ ]+

+ 4|+ |+ [+ ]+1+ ]+ ]|+ |+]+]|+]|+
|+ + |+ +l+bF [+ ||+ +
||+ ]+ et [+ |+

+l+ |+ +
+]+]+]+

Localldad

MA: stra t daenla b del afluente tenmal de Santa Apolonia sector el Ron,

WP muestra tomada en la piscina de! baineario el Ron en Santa Apolonia.

MM1: muestra da enta naci del termal de La Mitisus.

MM2: muestra tomada en la manguera que drena el mananfiat termal de La MitisGs a la orilla de i carretera trasandina.

Las siglas que foman el c6digo de las cepas corresponden al nombre det Agar donde se aistaron.

Los numeros 0,1, 2 son fa numeracion de fas placas.

Ejemplo:

MA-MK2= muestra tomada en el afiuerte termal de Santa Apolonia sector e} Ron, aislada en Agar McCorkey (MK) placa 2.

Para Santa Apolonia en el primer muestreo se obtuvieron siete aislados de los
cuales cuatro (57,14%) pertenecieron al género Burkholderia, dos (28,57%) al

geénero Pseudomonas y uno (14,29%) al género Staphylococcus (Tabla 12).

En el segundo muestreo realizado en Santa Apolonia se aislaron dos bacilos Gram
negativos uno (50%) del género Burkholderia y uno (50%) del género
Pseudomonas (Tabla 12).
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Para los dos muestreos realizados el género Burkholderia fue el que se encontré
con mayor frecuencia con un 55,55% en las muestras de aguas termales de Santa
Apolonia, seguida por un 33,33% del género Pseudomonas y finalmente un
11,11% representado por el género Staphylococcus (Figura 6).

Con respecto a los géneros presentes para el primer muestreo en las muestras de
La Mitisis donde se obtuvieron cinco aislados, se encontr6 que cuatro (80%)
resultaron ser del género Comamonas y uno (20%) pertenecié al género
Staphylococcus (Tabla 13).

Para el segundo muestreo realizado en La Mitisis se aislaron siete cepas
bacterianas, de las cuales tres (42,86%) son del género Comamonas y las cuatro
restantes pertenecieron a cuatro géneros diferentes entre los cuales se
observaron: Ralstonia, Pseudomonas, Shewanella y Staphylococcus
representando cada uno el 14,28% de los géneros hallados (Tabla 12).

En forma global para las muestras de agua recolectadas en ambos muestreos en
la_Mitisus, se tuvo que el género Comamonas fue el de mayor frecuencia con un
58,33%, seguido por un 16,66% del género Staphylococcus y finalmente  los
géneros Ralstonia, Pseudomonas, Shewanella presentando un 8,33%

respectivamente de los géneros determinados (Figura 7).
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Tabla 12. Géneros de las colonias aisladas de los manantiales termales La Mitisus y
Santa Apolonia, estado Mérida.

Total de
géneros .
Localidad | Muestreo Cepas Géneros Porcentaje (%)
encontrados
por muestreo
MA-MK2
MA-BHI . 57.14
MP-PC Burkholderia 4
1 MA-MKO
Santa MA-EAM Pseudomonas 2 28,57
Apolonia MA-PC
MA-BP Staphylococcus 1 14,28
2 MP-MK1 Burkholderia 1 50,00
MA-PC/C Pseudomonas 1 50,00
MM2-PC2 | Staphylococcus 1 20,00
1 MM1-R2A
MM2-EAM 80.00
MM1-Sg1 Comamonas 4 )
MM2-BHI
MM2-R2A1 Ralstonia 1 14,28
MM2-R2A0 | Pseudomonas 1 14,28
La Mitists 4 MM1-MK1 Shewanella 1 14,28
MM1-Ms Staphylococcus 1 14,28
MM1-Sgo
MM1-MKO Comamonas 3 42,86
MM2-BHI

Localidad

MA: muestra tomada en la naciente del afluente termal de Santa Apotonia sector el Ron,

MP: muestra tomada en la piscina de! baineario el Ron en Santa Apolonia.

MM1: muestra tomada en la naciente del afiuente termal de La Mitists.

MM2: muestra tomada en la manguera que drena el manantial termal de La MitisUs a 1a orilla de 1a cametera trasandina,
Las siglas que forman el c4digo de las cepas comresponden al nombre del Agar donde se aistaron.

Los nimeres 0,1, 2 son la numeracidn de las placas.

Ejemplo:

MA-MK2= muestra tomada en el afiuente termal de Santa Apolonia sector el Ron, aislada en Agar McConkey (MK) placa 2.
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Staphylococcus
11,11%

Pseudom:anas Burkholderia
33,33% 55,55%

Figura 6. Distribucion porcentual de géneros bacterianos identificados en el agua del
manantial termal de Santa Apolonia, estado Mérida.

Ralstonia

Comamonas
Pseudomonas 58 33%

8,33%

Figura 7. Distribucién porcentual de géneros bacterianos identificados en el agua del
manantial termal de La Mitisus, estado Mérida.

De los resultados obtenidos en las pruebas comerciales API® 20 NE y las pruebas
bioquimicas secundarias, se logro también identificar la especie de las 18
bacterias Gram negativas aisladas de las muestras de agua tomadas en los
manantiales termales la Mitisis y Santa Apolonia.

En la localidad de Santa Apolonia para el primer muestreo se aislaron seis
bacterias Gram negativas, cuatro (66,66%) pertenecientes a la especie
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Burkholderia cepacia y dos (33,33%) de la especie Pseudomonas fluorescens
(Tabla 13).

Para el segundo muestreo se aislaron dos bacilos Gram negativos de las muestras
tomadas en Santa Apolonia, uno (50%) de la especie Burkholderia cepacia y otro
(50%) de la especie Pseudomonas aeruginosa (Tabla 13).

Recapitulando en los dos muestreos realizados en la localidad de Santa Apolonia
la especie Burkholderia cepacia fue la de mayor frecuencia con un 62,5%, seguida
por un 25% de la especie Pseudomonas fluorescens y por ultimo 12,5%
representado por la especie Pseudomonas aeruginosa (Figura 8).

Por su parte en las muestras de aguas tomadas en La Mitis(s se aislaron cuatro
bacterias Gram negativas todas pertenecientes a la especie Comamonas
testosteroni, lo que representa el 100% de las especies encontradas para el primer
muestreo (Tabla 13).

En el segundo muestreo se obtuvieron seis bacilos Gram negativos, tres (50%) de
la especie Comamonas testosteroni, uno.de la especie Ralstonia pickettii, otro.de
la especie Pseudomonas stutzeri y uno de la especie Shewanella putrefaciens
representando cada una el 16,66% de las especies halladas en este muestreo
(Tabla 13).

Para los dos muestreos realizados en la localidad de La Mitisus la especie
encontrada con mayor frecuencia fue Comamonas testosteroni con un 70%,
seguido por las especies Ralstonia pickettii, Pseudomonas stutzeri y Shewanella
putrefaciens que representan cada una el 10% de las especies encontradas en
esta localidad (Figura 9).
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Tabla 13. Especies bacterianas identificadas en el agua de los manantiales termales
La Mitisas y Santa Apolonia, estado Mérida.

Total de
) . especies .
Localidad | Muestreo Cepas Especies Porcentaje (%)
encontrados
por muestreo
MA-MK2
MA-BHI Burkholderia 4 66,66
1 MP —PC cepacia.
MA-MKO
Santa MA-EAM Pseudomonas 2 33,3
Apolonia MA-PC fluorescens
. Burkholderia 50,00
) MP-MK1 cepacia. 1
) Pseudomonas 50,00
MA-PC/C aeruginosa 1
MM1-R2A
1 MM2-EAM Comamonas 4 100
MM1-Sg1 testosteroni
MM2-BHI
Ralstonia 16.66
L a Mitis MM2-R2A1 pickettii 1 :
a Miusus Pseudomonas 16.66
f MM2-R2A0 Stlfzen 1 ’
Shewanella 16.66
MK putrefaciens J ’
MM1-Sg0
MM2-BHI
Locatidad
MA: t da en la naciente del afluente termal de Santa Apolonia sector el Ron,
MP: muestra tomada en la piscina del balneario el Ron en Santa Apolonia.
MM1: da en la naciente del afluente termal de La Mitisis.
MM2: 2 da en la g que drena e} manantial termal de La Mitisus a ka orilla de ta carretera trasandina.
Las siglas que forman el codigo de tas cepas cotresponden al nombre det Agar donde se aislaron
Lgs nﬁm 0,1, 2 son la numeracién de las placas.
mﬁ t da en el afluente termal de Santa Apolonia sector el Ron, aislada en Agar McConkey (MK) placa 2.
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P. aeruginosa
12,5%

P. fluorenscens .
259% B. cepacia

62,5%

Figura 8. Distribucién porcentual de las especies bacterianas identificadas presentes en el
agua del manantial termal de Santa Apolonia, estado Mérida.

S. putrefaciens
10%
R. pickettii
10%

P. stutzeri
10%

C. testosterori
70%

Figura 9. Distribucion porcentual de las especies bacteianas identificadas presentes en el
agua del manantial termal de La Mitisus, estado Mérida.

Cabe destacar que las tres cepas que no se incluyen en lo anteriormente descrito
para las especies encontradas pertenecen al género Staphylococcus, los cuales
son reportados como Staphylococcus coagulasa negativa, debido a su
comportamiento en las pruebas bioquimicas respectivas, en las que se observé
que estos microorganismos no responden a la formacién de coagulo, son catalasa
positiva y aunque crecen en agar manitol salado no producen cambio de color en
el medio, por lo que se descarta la presencia de Staphylococcus aureus.
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4.2.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana y antifangica de
‘las bacterias heterétrofas viables mesofilas aisladas del agua de
los manantiales termales de Santa Apolonia y La Mitisus, estado
Mérida.

Las 21 cepas aisladas e identificadas fueron evaluadas por el método de difucion
en agar para determinar el potencial antibacteriano y antifugico contra siete cepas
ATCC.

De las nueve cepas aisladas en Santa Apolonia, 8 cepas (88,88%) presentaron
actividad antifugica contra el hongo filamentoso Aspergillus niger, las cepas con
efecto antagonico fueron de las especies Burkholdera cepacia (MA-MK2, MA-BHI,
MP-PC, MA-MKO, MP-MK1), Pseudomonas fluorescens (MA-EAM, MA-PC) y

Pseudomonas aeruginosa (MA-PC/C).

De los cepas aisladas con actividad antifungica, solamente tres (33,33%)
presentaron actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas
Staphyloccocus aureus ATCC25923, Staphyloccocus aureus ATCC29213 vy
bacterias Gram negativas Eschenichia coli ATCC25922 y Klebsiella pneumoniae
ATCC23352, cabe destacar que las especies con efecto antaginco pertenecieron
a las especies Pseudomonas fluorescens (MA-EAM, MA-PC) y Pseudomonas
aeruginosa (MA-PC/C). Adicionalmente se observd que solamente la cepa MA-
PC/C de la especie Pseudomona aeruginosa presenté actividad antibacetriana
contra Escherichia coli ATCC25972 (Tablas 14 y 15). Es conveniente mencionar
que ninguna de las cepas aialadas presentaron actividad antibacterial contra la
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853.

Es importante destacar que de las cepas aisladas en el manantila termal La
Mitisus, niniguna de ellas presentd anfividad antifungica o antibacterial contra las
especies evaluadas Aspergillus niger, Staphyloccocus aureus ATCC25923,
Staphyloccocus aureus ATCC29213, Escherichia coli ATCC25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC27853, Klebsiella pneumoniae ATCC23352 y Escherichia coli
25972.
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Tabla 14. Actividad antimicrobiana y antifugica de las cepas bacterianas aisladas e
identificadas procedetes del agua de los manantiales termales La Mitisis y Santa
Apolonia, estado Mérida.

Cepas aisladas en el estudio Halos de cepas evaluadas (mm)
o~ o~ ©
4 @ g2 | 8 |o 2
o o ) o o] S L
3 3 3] 8 < ] ©
© [ © (2] 'Z = Q o~ E >
e 8 le2 1S | X |58188 s
Cepas Cédigos 88182 8 S e Rlew 3
o Q Qo © Q Q O =
g 0|8 E ® 8 |m ol § o >
o K (s] = = = = > Iy
= < = < % kS o < £ < Q
< < = = 2 Q 2]
Q. <% @ @ Q ° <
8 8 S | 8 | 3
@ @ I &
MA-MK2 - - - - - 27
Burkholderia MA-BHI j i ” } B i 23
cepacia. MP —PC - - - - - - 16
MA-MKO - - - - - - 25
Pseudomonas MA-EAM 10 16 15 - 2 - 16
fluorescens MA-PC 13 12 7 | - 3 - 30
Staphylococcus MA-BP - - - - - - -
Burkholderia z - - B - 3
cepacia MP-MIKS 5
Pseudomonas MA-PC/C 15 6 14 | 40 2 ! 20
aeruginosa
Staphylococcus MM2-PC2 - - - - - - -
MM1-R2A - - - - - - -
Comamonas MM2-EAM ) - ) - - - -
testosteroni MM1-Sg1 - - - - - - -
MM2-BHI - - - - - - -
Ralstonia - - _ - - -
pickettii MM2-R2A1
Pseudomonas - - - - - - -
stutzeri MM2-R2A0
Shewanella - - - - - - -
putrefaciens MM1-MK1
Staphylococcus MM1-Ms - - - - - - -
MM1-Sg0 - - - - - - -
Comamonas N _ _ - - - -
testosteroni MM1-MKO
MM2-BHI - - - - - - -
L&mmd en termal de Santa Apolona sector & Ror,
"M‘G1"”":?;;132?;3}’5‘22".2333;”;53;2%5%??‘:&%:‘:‘“ o
e .

Ejorplo
MA-MK2= muesira tomada en e} éfizents terma) de Santa Apotonia sector el Ron, aislada en Agar McConkey {MK) placa 2
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Tabla 15. Especies bacterianas con actividad antimicrobiana y antifingica aisladas
del agua de los manantiales termales La Mitisis y Santa Apolonia, estado Mérida.

Total de
H 0,
cepas - Cepas con Total cepas Porcentaje (%)
) . Cadigos de los .
Localidad aisladas | actividad
aistados imicrobi
por antimicrobiana Af. Ab. Af Ab
localidad
MA-MK2
m-_B;lé Burkholderia
Santa MA-MKO cepacia
, 9 MP-MK1 8 3 (8888 | 3333
Apolonta MA-EAM Pseudomonas
MA-PC fluorescens
Pseudomonas
MA-PC/C aeruginosa
Af= actividad fiingica, Ab= actividad antibx

MA: muestra tomada en la naciente del afluente termal de Santa Apolonia sector el Ron,

MP: muestra tomada en la piscina del balneario ef Ron en Santa Apolonia.

MM1: en la naci def afluente termal de La Mitisus.

MM2: muestra tomada en la manguera que drena el manantial termal de La Mitisus a la orilla de fa cametera trasandina.
Las siglas que forman el codigo de las cepas corresponden al nombre del Agar donde se aislaron.

Los nimeros 0,1, 2 son la numeracion de fas placas.

Ejemplo:

MA-MK2= tomada en el afit termal de Santa Apolonia sector el Ron, aistada en Agar McConkey (MK) placa 2.

4.2.4. Deteccion de microorganismos con actividades enzimaticas:
amiloliticas, proteoliticas, celuloliticas, amonificantes, y
lipoliticas en muestra de agua de los manantiales termales de
Santa Apolonia y La Mitisus, estado Mérida, estado Mérida.

Las actividades enzimaticas amiloliticas, proteoliticas, celuloliticas, amonificantes,
y lipoliticas, fueron evaluadas para cada una de las 21 cepas aisladas en las
muestras de aguas tomadas en las dos localidades estudiadas.

Los resultados obtenidos reflejan que los microorganismos aislados no tienen la
capacidad de producir enzimas celuloliticas, lipoliticas y amonificantes. Pero si son
capaces de generar enzimas con actividades amiloliticas y proteoliticas. Los
resultados de los ensayos realizados se reportan en la tabla 16.
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Tabla 16. Actividades enzimaticas de las cepas bacterianas aisladas en el agua de
los manantiales termales La Mitists y Santa Apolonia, estado Mérida.

Cepas aisladas en el estudio Actividad enzimatica evaluada
1723
[72] 7] @
Cepas Codigos = = = 8 =
= 2 3 c 4
£ o 5 <] 8
< o o §
MA-MK2 + + - - -
Burkholderia MA-BHI * + - B -
cepacia. MP-PC + - - - -
MA-MKO - + - - -
Pseudomonas MA-EAM + * - - .
fluorescens MA-PC + + - - -
Staphylococcus MA-BP - - - - -
Burkholderia - - - -
cepacia MP-MK1
Pseudomonas MA-PC/C - + - - -
aeruginosa
Staphylococcus MM2-PC2 - - - - -
MM1-R2A | - - - =
Comamonas MM2-EAM | ) - - 5
testosteroni MM1-Sg1 ] A - - ]
MM2-BHI - - - - -
Ralstonia - - - -
pickettii MM2-R2A1
Pseudomonas - - - - -
stutzeri MM2-R2A0
Shewanella i _ i ~ i
putrefaciens MM1-MK1
Staphylococcus MM1-Ms - - - - -
MM1-Sg0 - - - - -
Comamonas _ z _ - -
testosteroni MM1-MKO
MM2-BHI - - - - -
TMA: st enla ! del termal de Santa Apolonia sector el Ron,

MP: muestra tomada en la piscina del balneario el Ron en Santa Apolonia.

MM1: muestra tomada enla naclente del afiuente termal de La Mitisis.

MM2: muestra tomada en fa manguera que drena el manantial termal de La Mitisis a fa ofilla de Ia cametera frasandina.
Las siglas que forman el cédigo de las cepas corresponden al nombre del Agar donde se aislaron.

Los nimeros 0,1, 2 son la numeracién de las placas.

Ejemplo:

MA-MK2= muestra tomada en ef afluente termal de Santa Apolonia sector ef Ron, aisiada en Agar McConkey (MK) placa 2.
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Microorganismos amiloliticos

De las pruebas para la deteccion de actividad amilolitica, se obtuvo que de las
nueve cepas aisladas en los dos muestreos realizados en Santa Apoionia, cinco
de las cepas (55,55%) tuvieron la capacidad de producir enzimas amiloliticas, las
cepas con actividad amilolitica fueron de las especies Burkholderia cepacia (MA-
MK2, MA-BHI, MP-PC) y Pseudomonas fluorescens (MA-EAM, MA-PC) (Tabla
17).

Para las 12 cepas aisladas en las muestras de aguas tomadas en la localidad de
La Mitusus, ninguno de los aislados presenté actividad amilolitica.

Tabla 17. Especies bacterianas con actividad amilolitica aisladas del agua de los
manantiales termales de Santa Apolonia.

Total de
cepas
. . Cadigos de Cepas .
Localidad aisladas L Total cepas Porcentaje (%)
los aislados amiloliticas
por
localidad
MA-MK2 )
MA-BHI Bug(hold_ena
Santa epacia
. 9 MP—PC 5 55,55
Apolonia
MA-EAM Pseudomonas
MA-PC fluorescens

MA: muestra tomada en la naciente del afluente termal de Santa Apolonia sector €l Ron,
MP: muestra tomada en la piscina del baineario et Ron en Santa Apolonia.
MM1: muestra tomada en la naciente del afiuente termal de La Mitisus.
MM2: muestra tomada en Ja manguera que drena el manantial termal de La Mitists a la orilla de la carretera trasandina.
Las siglas que forman el c6digo de las cepas comresponden al nombre del Agar donde se aisiaron.
Los nuimeros 0,1, 2 son la numeracidn de las placas.
Ejemplo:
MA-MK2= muestra tomada en ¢! afluente termal de Santa Apolonia sector ef Ron, aistada en Agar McConkey (MK) ptaca 2.

Microorganismos proteoliticos

De los ensayos realizados para determinar la actividad proteolitica, se observo
que de las nueve cepas aisladas en los dos muestreos realizados en Santa
Apolonia, tres especies presentaron actividad proteolitica distribuidas en seis
cepas (66,66%), tres cepas de la especie Burkholderia cepacia (MA-MK2, MA-BHI,
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MA-MKQ), dos cepas de la especie de la Pseudomonas fluorescens (MA-EAM,
MA-PC) y una de la especie Pseudomonas aeruginosa (MA-PC/C) (Tabla 18).

Para fas 12 cepas aisladas en las muestras de aguas tomadas en la localidad de
La Mitusus, ninguno de los aislados presentd actividad proteolitica.

Tabla 18. Especies bacterianas con actividad proteoliticas aisladas del agua de los
manantiales termales de Santa Apolonia.

Total de cepas
Cadigos de Cepas Total Porcentaje
Localidad aisladas por ) .
. los aislados proteoliticas cepas (%)
localidad
MA-MK2
Burkholderia
Santa el cepacia
Apolonia MA-EAM Pseudomonas
MA-PC fluorescens
Pseudomonas
MA-PCIC aeruginosa

MA: muestra tomada en ia naciente def afiuente termal de Santa Apolonia sector el Ron,

MP: muestra tomada en la piscina del baineario €l Ron en Santa Apolonia.

MM1: stra enla naci del temal de La Mitists,

MM2: muestra tomada en la manguera que drena el manantal termal de La Mitisis a Ia orilla de ta cametera trasandina.
Las siglas gue foman el codigo de las cepas coresponden al nombre del Agar donde se aislaron.

Los numeros 0,1, 2 son la numeracién de las placas.

Ejemplo:

MA-MK2= muestra tomada en el afluente termal de Santa Apolonia sector el Ron, aislada en Agar McConkey (MK) placa 2.

4.2.5. Susceptibilidad a los antibiéticos

En la tabla 15 se pueden observar los resultados obtenidos en los ensayos de
susceptibilidad a diferentes antibiéticos. Se observé que las 18 cepas de bacilos
Gram negativos aisladas en ambos manantiales termales, fueron resistentes a la
Amoxicilina/ acido Clavuranico, sin embargo las mismas cepas fueron sensibles a
los siete de los ocho antibiéticos utilizados (Azetreonam, acido Nalidixico,
Ciprofloxacina, Gentamicina, Amikacina, Piperalicina, Cefepima). Por el contrario,
todas las cepas fueron resistentes a la Amoxicilina/ acido Clavuranico.
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Tabla 19. Susceptibilidad a diversos antibiéticos de las cepas bacterianas aisladas
del agua de los manantiales termales Santa Apolonia y La Mitists, estado Mérida.

Cepas aisladas en el estudio Antibiéticos
?g 3 © -
Especies Cédigos £s]| s S 3 E ki F a
T s & S £ T 2 ©
SRR R NN
<
MA-MK2 R S S S S S S S
) MA-BHI R S s S S S S S
Burkholderia
cepacia. MP —PC R S S S S S S S
MA-MKO R S S S S S S S
MP-MK1 R S S ] S S S S
Pseudomonas MA-EAM R S S S S S S S
fluorescens MAPC R S S S S S S S
Pseudomonas MA-PC/C R [ S S S S S S
aeruginosa
MM1-R2A R S S S S S S S
MM2-EAM R S S S S S S S
Comamonas g R S S S S S S S
testosteroni MM1-Sgt
MM2-BHI R S S S S S S S
MM1-Sgo0 R S S S S S S S
MM1-MKO R S S 3 S [ 3 S
MM2-BHI R S S S S S S S
Ralstonia g R S s S S S S S
picketi MM2-R2A1
Pseudomonas R [ S S S S S S
stutzeri MM2-R2A0
Shewanella R S S S S S S S
putrefaciens MM1-MK1
MA: St da en la naci del termal de Santa Apclonia sector el Ron,

MP: muestra tomada en ta piscina det balneario ei Ron en Santa Apolonia.

MM1: muestra tomada en ta naciente del afluente termal de La Mitisus.

MM2: stra da enla tol que drena el manantiat ternal de La Mitisus a la orilla de la carretera trasandina.
Las siglas que foman el codigo de las cepas commesponden al nombre dei Agar dornde se aistaron.

Los ntmeros 0,1, 2 son la numeracién de fas placas.

Ejemplo:

MA-MK2= tomada en el afluerte termat de Santa Apolonia sector el Ron, aislada en Agar McConkey (MK) placa 2.
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Capitulo 5.

Discusion, Conclusiones y
Recomendaciones
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5. Analisis y discusion

5.1. Determinacion de temperatura y pH

En la tabla 4 podemos observa que la temperatura promedio del afluente termal de
Santa Apolonia fue de 35°C y la temperatura promedio ambiental fue de 25,5°C;
es evidente que la temperatura promedio del afluente es 9,5°C superior a la
temperatura del ambiente, razoén por la cual estas aguas son consideradas aguas
termales.

En funciéon de las medidas de temperaturas estas aguas termales también se
puede considerar aguas mesotermales, pues la temperatura promedio del afluente
es de 35°C. Lo que cumple con el criterio de aguas mesotemales, el cual
establece que aguas con temperaturas entre 35°C-45°C son mesotermales?'.

Se observé que la temperatura del agua la piscina del balneario El Ron es 10°C
inferior a la temperatura del agua de la naciente termal. La diferencia de
temperatura observada se debe al trayecto que el agua termal recorre desde la
naciente hasta la piscina a través de una manguera, la cual atraviesa el cauce del
rio el Rén. Es importante destacar que aunque la temperatura del agua de la
piscina por factores extemos no cumple con el criterio de agua termal,
evidentemente la misma es de origen termal ya que |a temperatura del afluente del

que proviene es 9,5°C superior a la temperatura del medio ambiente.

Esté criterio de termalidad ha sido implementado por autores como De la Rosa y
col. los cuales han analizado una amplia variedad de manantiales termales en
Espaiia. Entre estos se encuentran los estudios realizados en el manantial
mesotermal Puente Viesgo, donde observaron que la temperatura del afluente fue
de 35°C'™. El mismo criterio fue usado para clasificar el manantial termal de
Alican de las Torres como mesotermal en funcion de la temperatura medida que
fue de 35°C'%.

Esta clasificacion también fue utilizada por Moreno y col. para dasificar como

mesotermal las aguas de la fuente termal de Tiranda en el estado Truijillo
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Venezuela, donde registraron una temperatura de 39°C en las aguas de este

manantial®’.

Si comparamos los valores de temperatura registrados para los manantiales
mencionados anteriormente con la temperatura medida en este trabajo, se puede
observar que las temperaturas son cercanas a la del manantial termal de Santa
Apolonia y cumplen con el criterio de aguas mesotermales.

En relaciéon a las aguas del manantial La Mitisis se observa que estas son
termales de acuerdo a lo reportado en la tabla 5, ya que la temperatura promedio
del afluente es 10,5°C superior a la temperatura promedio ambiental. Debido a
que el manantial termal de La Mitisis presenta una temperatura promedio entre
los 20°C y 30°C estas pueden clasificarse también como aguas hipotermales?'.

Esta clasificacion fue utilizada para catalogar como hipotermales manantiales
ubicados en Espana. Entre estos encontramos los manantiales termales de los
bafios de Alange y Concepcion Villatoya que tienen temperaturas de 28°C cada

106,107
0

un y Jaraba cuya temperatura medida en el afluente es de 27°C*,

Al comparar las temperaturas _de estos manantiales con la temperatura del
manantial termal de La Mitisus, es evidente que las temperaturas de emergencia
son cercanas a las medidas en este trabajo para el manantial La Mitisus y
cumplen con el criterio de hipotermalidad.

La temperatura es el factor ambiental mas importante que controla el crecimiento
microbiano. Los microorganismos difieran mucho en su requerimiento de
temperatura para su crecimiento, por lo que cada microorganismo tiene un
intervalo propio de temperatura para su crecimiento y desarrollo®.

La temperatura puede afectar de dos maneras diferentes el desarrollo de los
mismos; una temperatura minima donde no existe crecimiento debido a la
inhibicion de funcione vitales, al ir aumentando la temperatura las reacciones
enzimaticas aumentan su velocidad, por lo cual el crecimiento aumenta hasta

llegar a una temperatura optima en la cual el crecimiento es el mas rapido posible,
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al sobrepasar esta temperatura pueden ocurrir desnaturalizacion de las enzimas
por lo que el crecimiento y supervivencia del microorganismo se inhibe. Las

temperaturas minimas, Optimas y maximas de crecimiento se denominan
temperaturas cardinales, las cuales para los microorganismos varian de acuerdo a

los factores ambientales donde se desarrollen®®.

Para conocer el pH en el cual prosperan los microorganismos en los manantiales
termales en estudio, se realizaron medidas de pH en las muestras recolectadas.

En funcién de estas medidas se pudo determinar que las aguas termales de Santa
Apolonia tienen un pH ligeramente basico reflejado por los valores medidos
alrededor de pH 7 (Tabla 4), muy cercano a ios valores de pH que se encuentran
reportados en los estudios realizados en Espafia en las aguas mesotermales de
los bafios de Puente Viesgo el cual tiene un pH de 7,6 y Alictn de las Torres un
valor de pH de 7,2'®. Pero al comparar el valor de pH promedio 7,7 encontrado
para el manantial de Santa Apolonia con la medida de pH 10 obtenido en el
manantial termal de Tiranda se observa que este es superior®.

Las 'diferencias de los valores de pH en los -manantiales puede deberse
principalmente a composicion quimica de cada manantial. Los manantiales
mesotermales con pH alrededor de 7, Puente Viesgo, Alicun de la Torre y Santa
Apolonia estan constituidos primordialmente por iones sulfatos y sulfitos que
generan acido sulfhidrico en aguas subterraneas, lo que origina pH acidos o
ligeramente basicos como los reportados en estos manantiales®"'%'%. En el caso
del manantial termal de Tiranda ubicado en el estado Trujillo, este se encuentra
constituido fundamentalmente por bicarbonatos, que son susceptibles a la
hidrélisis lo que genera productos que aumentan el pH de los manatiales®.

Por otra parte las aguas termales de La Mitisis presentan un pH alcalino con
valores de pH entre 8-9 (tabla 4), valores superiores a los reportados normalmente
en estudios realizados en manantiales hipotermales, como los reportados para los
afluentes termales de los bafios de Alange que tiene un pH de 5,5'%, Concepcion
Villatoya pH 7,9'% y Jaraba con un pH de 7,5%.
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Como se mencion6 anteriormente el pH esta estrechamente relacionado con la
composicion quimica de cada manantial, se podria establecer la misma relacion
propuesta para el manantial termal de Santa Apolonia. Pero no se tiene reportes
de la composicion del manantial termal de La Mitisis. Por lo que no se puede
establecer un patron de comparacién, relacionando los resultados obtenidos en
este trabajo con los andlisis realizados en manantiales que tienen la misma
clasificaciéon termal.

Al igual que la temperatura el pH afecta enormemente el crecimiento microbiano, a
tal punto que cada especie posee un intervalo muy bien definido de pH donde se
pueden desarrollar. La mayoria de las bacterias crecen entre pH 5,5 y 82% por
lo que en las aguas de los manantiales termales de Santa Apolonia y La Mitisus
pueden encontrarse una amplia variedad de microorganismos, sin ser en este
caso el pH de las aguas termales de Santa Apolonia y La Mitisis un factor que
inhiba el desarrollo de los mismos en estos manantiales'®,

5.2. Analisis microbiol6gico de las aguas termales La Mitisus y Santa
Apolonia, estado Mérida.
5.2.1. Aislamiento e identificacién de bacterias heterétrofas viables aerobias
mesofilas.
En el estudio microbiolégico de las muestras obtenidas de las dos fuentes

termales se logré aislar 21 cepas bacterianas.

Al analizar la tabla 7 se observa que la mayor parte de las cepas aisladas en
ambos manantiales fueron bacterias Gram negativas y muy pocas bacterias Gram
positivas.

Se encontré que para el manantial termal de Santa Apolonia el niumero total de
bacterias Gram negativas halladas fueron ocho lo que conforma el 88.88% de las
cepas aisladas y una bacteria Gram positivas que representa el 11,11% del
estudio realizado.
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Por su parte en el manantial termal La Mitistis el numero total de bacterias Gram
negativas halladas fue 10 (83,33%) de las cepas aisladas y solo dos bacterias
Gram positivas que representan el 16,66% del analisis.

En estudios realizados en Espaiia en los manantiales hipotermales de Concepcién
Villatoya, se encontré que la poblacién microbiana esta compuesta por 60% de
bacterias Gram negativas y 40% por bacterias Gram positivas, o que demuestra
gue la microbiota autéctona en este manantial esta constituida principalmente por

bacilos Gram negativos'?.

En analisis realizados en distintas aguas de los manantiales mineromedicinales de
la region de Jaraba, Espafia, se encontré6 un bajo nimero de microorganismos
totales y viables, de los cuales la mayor proporciéon el 65% estuvo representada

por bacterias Gram negativas y solo un 35% estuvo constituido por bacterias Gram
positivas®®,

Por su parte en analisis realizados en manantiales mesotermales de Puente
Viesgo, Espaiia, se aislaron cepas de bacterias heterétrofas que corresponden en
su mayoria (62,5%) a los tipos morfolégicos de bacilos Gram negativos y en"una
menor proporcion (37,5%) se encontraron bacilos y cocos Gram positivos'®.

De igual forma en el manantial Alicin de las Torres el 54,5%.de los aislados
fueron bacterias Gram negativas y 45,5% lo representan las bacterias Gram
positivas'®.

Como se puede observar los resultados obtenidos en este trabajo son similares a

los descritos para manantiales clasificados como hipotermal y mesotermal.

Por el contrario en aguas de manantiales hipertermales se encuentra una
proporcion inversa a las descritas anteriormente, como se observa en los
resultados obtenidos en las aguas de los manantiales de Alhama'®, donde
encontraron que la mayor proporciéon (79,3%) de microorganismos estuvo
constituida principalmente por bacterias Gram positivas y una menor (20,7%)
proporcion por bacterias Gram negativas. La misma tendencia se observo en el
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estudio realizado en el manantial hipertermal Mar, ubicado en la isla La Toja""°,
Espafia, observandose un 84,5% de bacterias Gram positivas y un 15,5% de
bacterias Gram negativas.

Como se pude observar diversos autores han encontrado que en manantiales
hipotermales y mesotermales la poblacion microbiana predominante se encuentra
constituida por bacterias Gram negativas y poca proporcion de bacterias Gram
positivas. Lo que concuerda con lo aseverado por Mosso y col. en 1994, donde
observaron el mismo comportamiento al estudiar 26 manantiales termales;
concluyendo que para aguas hipotermales y mesotermales la microbiota
predominante en estos ambientes son bacterias Gram negativas y cocos Gram
positivos. Mientras que en manantiales hipertermales la mayor proporcion de
microorganismo esta representada por bacterias Gram positivas. Esta diferencia
se puede atribuir a la mayor estabilidad de las Bacterias Gram positivas a la
temperatura’"!

Se lograron aislar 21 cepas de ambos manantiales, 18 se identificaron a nivel de
género en funcion de las pruebas comerciales API® 20 NE. Los tres aislados
restantes solo se identificaron_a nivel de género. de _acuerdo con las pruebas
bioquimicas realizadas.

Se encontr6 que en manantial termal de Santa Apolonia la presencia de los
géneros Burkholderia, Pseudomonas y Staphylococcus, y en el manantial de La
Mitisis los géneros Comamonas, Ralstonia, Pseudomonas, Shewanella y
Staphylococcus.

Para el agua del manantial termal de Santa Apolonia la mayor poblacion (55,55%)
de los microorganismos aislados pertenecié al género Burkholderia, estos
resultados son semejantes a los obtenidos en trabajos realizados en diferentes
muestras ambientales.

Zanetti y col. en 2000, estudiaron muestras de agua potable en diferentes
edificaciones de caracter publico y privado de la provincia de Bologna, Italia, con el
objeto de evaluar la aparicion de especies del género Burkholderia y
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correlacionario con diferentes parametros fisicoquimicos (pH, temperatura,
demanda quimica de oxigeno y dureza del agua), logrando encontrarias en
porcentajes relativamente altos en las muestras analizadas. Las especies aisladas
pueden desarrollarse en ambientes que poseen cantidades limitadas de materia
organica disueltas en el agua, por lo que posiblemente se alimenten de la materia
organica proveniente de las biopeliculas adheridas al interior de los reservorios de
agua '"2.

En el 2009 de la Rosa y col. realizaron estudios microbioloégicos en las aguas del
manantial de Carratraca, donde determinaron el predominio de bacterias Gram
negativas no fermentativas en estas aguas, ademas observaron que las especies
de los microorganismos aisladas pertenecen principalmente al género
Burkholderia. Los autores senalan, que debido a que estos microorganismos
necesitan bajos recursos nutricionales, pueden adaptarse y proliferar facialmente
en manantiales mineromedicinales'*®.

En el 2011, Limmathurotsakul y col. analizaron _muestras. de suelo de sembradios
de arroz en Tailandia, donde se aislaron especies del género Burkholdena. Los
autores sefalan que el habitat natural de estos microorganismos son el suelo y ia
superficie de ambientes acuaticos. En especifico la especie aislada fue la
Burkholderia pseudomallei, que puede causar la melioidosis, la cual es la tercera
enfermedad infecciosa mas letal después del VIH/SIDA y la tuberculosis**.

Tal como se puede observar las especies de este género estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza, debido a que presenta bajos requerimientos
nutricionales y facil adaptabilidad a diferentes ambientes, por lo que no sorprende
encontrar especies de este género en habitas tan diversos como suelo, plantas,
animales, rhizoferas y agua '*°.

Las bacterias pertenecientes al género Burkholdernia son sapréfitos con gran
capacidad de degradar contaminantes organicos, por lo que intervienen en el
reciclaje de materia organica, contribuyendo a la depuracién de los ambientes
donde se encuentran''®. Adicionalmente estas pueden ser patdgenas para el
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hombre y los animales; por ejemplo Burkholderia pseudomallei y Burkholderia
mallei son capaces de ocasionar enfermedades de aita mortalidad®.

En las aguas de los manantiales termales estudiados se encontro la presencia del
género Pseudomonas, representando el 33,3% de los aislados de las muestras
analizadas en la localidad de Santa Apolonia y un 8,33% en las cepas obtenidas
en las muestras del manantial La Mitisus.

Un estudio realizado por Mosso y col. en 1981 para analizar la micropoblacion y
determinar la calidad sanitaria de los manantiales termales de la regién de
Carabana, se encontraron diferentes microorganismos mohos, levaduras y
bacterias de interés sanitario entre los que se aislé principalmente especies del
género Pseudomonas, lo que indica una posible contaminacion de estos
manantiales, sin embargo en este casos se debe realizar un mayor numero de
estudios, para establecer con certeza si existe dicha contaminacién, debido a que
las bacterias del género Pseudomonas también intervienen en los ciclo de la
naturaleza, por lo que tienen importancia ecologia y pueden encontrarse
frecuentemente en ambientes acuaticos como los manantiales termales'"”.

En un estudio realizado por Mosso y col. en 1990 para determinar la calidad
sanitaria y conocer la microbiota presente en el manantial termal de la region de
Alange, Espafia, se encontré que unos de los principales géneros hallados fue
Pseudomonas junto con Halomonas y Aeromonas. Dicho estudio sefiala que las
bacterias de estos géneros pueden encontrarse en el suelo y que a través de esté
o por el polvo pueden llegar a los ambientes acuaticos'®.

Por otra parte, Hossain y col. en 2009 realizaron aislamiento de microorganismo
presentes en muestras de sedimentos de las aguas termales de Sitakunda, en
Bangladesh, identificando diversos microorganismos, entre los cuales se encontro
una especie del género Pseudomonas, en especifico Pseudomonas mendocina''®,

Los resultados obtenidos en este trabajo, son similares a los reportados en los
trabajos mencionados anteriormente, ya que en este trabajo también se logré

aislar bacterias del género Pseudomonas en los manantiales termales de Santa
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Apolonia y La Mitisus, los cuales posen las condiciones de temperatura y pH que
permiten el desarrollo de estos microorganismos, sumado a {os bajos

requerimientos nutricionales del las bacterias de este género.

Las especies de Pseudomonas son ubicuas, lo cual puede ser consecuencia de
los bajos requerimientos nutritivos que posee, puede vivir en numerosos habitats,
que van desde diversos tipos de ambientes acuaticos y terrestres, hasta tejidos de
animales y plantas, incluyendo frutas y verduras, por lo que su habitat primario es
ambiental, que contenga compuestos organicos simples o complejos, asi pues las
especies de Pseudomonas se encuenfran en suelos y aguas que presentan
condiciones aerébicas, mesdéfilas y pH neutro®.

Es importante mencionar que la Pseudomonas presentan una versatilidad
metabélica muy grande que se traduce en su capacidad de utilizar como fuente de
carbono substratos muy variados (hay especies, que pueden utilizar como
nutrientes mas de 100 compuestos quimicos diferentes). Por lo que participan
frecuentemente en los procesos naturales de auto depuracion del agua; y son
candidatas para el tratamiento de desechos ambientales, como metales pesados y
gran variedad de compuestos xenobioticos'?"*.

La Pseudomonas poseen varios factores de virulencia entre los que se incluyen
componentes estructurales, toxinas y enzimas. Siendo dificil establecer el papel de
cada factor en la patogenia de la enfermedad, por lo que se cree que la virulencia
de Pseudomonas es multifactorial. Las especies del género Pseudomonas son
patégeno oportunista que puede causar infecciones muy serias con alta tasa de
mortalidad en pacientes comprometidos, especialmente han aumentado los datos
de infecciones producidas en los pulmones de pacientes con fibrosis quistica®.

Otro de los géneros encontrados en mayor proporcién en las muestras de agua
analizadas en el manantial termal La Mitisus, fue Comamonas representando el
58,3% de los aislados en esta localidad.

Manaia y col. en 1990 analizaron diferentes marcas de agua minerales no

carbonatadas de Portugal, Francia y Bélgica, aislando mas de 317 cepas, en su
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mayoria del género Comamonas, encontrando variaciones considerables en las
poblaciones de microorganismos entre las marcas, lo que podria ser consecuencia
de las bacterias presentes en las fuentes de las aguas minerales, asi como por

contaminacién durante el proceso de embotellado*®.

Chou y col. en 2007 aislaron una cepa del genero Comamonas del intestino de la
termita Odontermes formosanus, recolectadas de plantas de bamboo al sureste de
Taiwan. La cepa resultd ser Gram negativa, no fermentativa, no pigmentada y no
esporulada, relacionada mediante analisis filogenético y comparaciéon de acidos
grasos con las especies Comamonas ftestosteroni y Comamonas koreensis,

nombrada Comamonas odontotermitis'®°.

iguaimente, Kim y col. en 2008, aislaron una cepa proveniente de los granulos
bacterianos en el bioreactor de una planta de tratamiento de aguas residuales en
la ciudad de Kongju, Republica de Corea. La cepa fue positiva para catalasa y
oxidasa, pero negativa para gelatinasa y R-galactosidasa, determinandose por
andlisis filogenético y de comparacion de acidos grasos que era una nueva

especie del género Comamonas, nombrada como Comamonas granulli'®*,

Los estudios anteriormente mencionados concuerdan con ios datos obtenidos en
este trabajo, lo que demuestra que las especies del género Comamonas pueden
encontrar en una gran variedad de ambientes, gracias a su versatilidad
metabdlica.

Las especies pertenecientes a este género pueden crecer en acidos organicos,
amino acido y peptonas, pero raramente degradan carbohidratos. Algunas
especies pueden mineralizar complejos y compuestos xenobioticos, tales como la
testosterona y 4-cloronitrobenceno. Sus multiples nichos hacen del género
Comamonas ambientalmente importante, lo que sugiere que se pueden adaptar
muy bien a diferentes ambientes desde el punto de vista ecologico y fisiologico™.

Los miembros del genero Comamonas se encuentran frecuentemente en diversos
habitas, incluyendo lodos activos, pantanos, ambientes acuaticos, en tejidos de
plantas y animales. Estos microoganismos también se han aislado de
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equipamientos hospitalarios y muestras clinicas humanas, gracias a su baja
patogenisidad pocas veces tienen importancia clinica®, aunque se ha reportado
algunos casos de comportamientos agresivos debido a que son patégenos
oportunistas®.

En las muestras de agua analizadas en el manantial termal de La Mitisus se
encontré la presencia del género Ralstonia, constituyendo el 8,33% de las cepas
aisladas de este manantial.

Lee y col. en el 2001, lograron aislar una bacteria termotolerante, del manantial
termal de la ciudad de Pohang, en Corea, con la habilidad de crecer en benceno,
tolueno, etilbenceno y xileno. Dicha cepa resulto ser un bacilo Gram negativo,
aerobica, que crece a una temperatura optima de 42°C. De acuerdo con los
estudios fenotipicos y filogneticos, esta cepa esta estrechamente emparentada
con la especie Ralstonia eutropha'®.

Gdmez y col. en 2005, analizaron muestras de suelo y tejido vegetal de platanos
en_seis regiones productoras de Colombia, obteniendo 189 cepas bactenanas de
las cuales, 98 cepas provenientes del suelo y 8 cepas de tejidos se identificaron
como Ralstonia solanacearum. A dichas cepas se les realizé pruebas controladas
de patogenicidad bajo condiciones de invemadero, observandose que 35 de ellas
fueron altamente patégenas, 28 moderadamente patégenas, 8 tuvieron
patogenicidad baja y solo una no resulté ser patégena'®.

En 2006, Reith y col. aislaron diferentes microorganismos de los suelos y rocas
cercanas a yacimientos de oro en dos localidades de Australia, mas de 30
especies que no deberian encontrarse en el suelo, entre las que se encuentra
bacterias del género Ralstonia, especificamente Ralstonia metallidurans, la cual
posee la habilidad de precipitar algunos metales pesados en solucion acuosa en

condiciones de laboratorio. Entre los metales que puede precipitar esta especie
esta el oro'*.

Como se puede observar existen investigaciones donde se han aislado bacterias

del género Ralstonia, en diversos habitas, lo que concuerda con lo observado en
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los manantiales termales analizados. Esto demuestra la gran versatilidad de este

género para colonizar dicho ambientes.

Desde el punto de vista ecolégico las especies del género Ralstonia ocupan
variados nichos, pueden afectar principalmente a plantas y vegetales, generando
importantes pérdidas econdmicas debido a la afectacion de cultivos como la papa,
tomate y platano. Estos microorganismos ambientales son considerados de gran
importancia, debido a su posible uso como agentes para la bioremediacion de
suelos y aguas contaminadas con metales pesados y compuestos
organoclorados'?®.

Las especies de este género pocas veces se asocian con infecciones humanas,
sin embargo se han reportado como causantes de infecciones hospitalarias por el
uso de soluciones salinas estériles y otro tipo de equipamiento medico en
pacientes inmuno-comprometidos®. Por otra parte, es bien conocido que ellas
presentan aita patogenicidad para plantas, marchitandolas por la produccién de
pectinasas, celulasas, acido indolacético y etileno®.

En el agua del manantial termal de La Mitisis también se encontré la presencia
del género Shewanella el cual represento el 8,33 % de las cepas aisladas.

Toffin y col. en 2005 lograron aislar del sedimento de aguas en el canal de Nankai
en las costas de Japon, una cepa bacteriana piezotolerante, mesofila anaerébica
facultativa, flagelada polar y organotréfica, capaz de utilizar una amplia variedad
de compuestos como fuente de carbono y energia. Se observoé que la presion
optima de crecimiento fue de 10 MPa. Los estudios filogenéticos demuestran que
esta cepa esta relacionada en un 98% con Shewanella putrefaciens, pero debido a
las pruebas de acidos grasos y las caracteristicas fenotipicas se concluy6é que la

misma es una nueva especie, denominada Shewanella profunda'®.

Miyazaki y col. en 2006 asilaron seis cepas del género Shewanella, provenientes
de sedimento de aguas profundas del mar de Japon, a una profundidad entre

2406-2409 m. las pruebas filogenéticas y de comparacion de acidos grasos
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lograron determinar la existencia de tres nuevas especies del género Shewanella
nombradas Shewanella kaireitica, Shewanella abyssiy Shewanella surugensis'?’.

En 2006, Gao y col. asilaron una cepa proveniente de los respiraderos
hidrotermales de la isla Loihi en el océano Pacifico, el cual resuité ser de color
naranja, Gram negativo, flagelado polar, anaerébico facultativo y psicrotolerante
(0-42°C). Basandose en las pruebas filogenéticas y las caracteristicas fenotipicas,
se determiné que la cepa fue una nueva especie del género Shewanella, la cual se

nombré como Shewanella loihica'®.

Como se puede observar las especies del género Shewanella se encuentran
frecuentemente en ambientes acuéticos, principalmente marinos y aguas dulces,
lo que concuerda con lo encontrado en el manantial termal de La Mitisus,
posiblemente la gran adaptabilidad que posee el género Shewanella; le permite a
sus especies soportar ambientes extremos de temperatura y presion'2®.

El género Shewanella incluye especies psicrofilas y mesofilas, distribuidas
ampliamente en la naturaleza, especialmente en ambientes acuaticos de agua
dulce y salada, debido posiblemente a su potencial para formar asociaciones
microbianas con microorganismos fermentativos o0 que puedan usar los
subproductos de la Shewanelfla. La mayoria de las especies de Shewanella son no
fermentadoras pero suelen colonizar con microorganismos fermentadores,
utilizando los productos finales de la fermentacion (lactato, formiato, hidrégeno, y
algunos amino acidos) para realizar la respiracion anaerdbica. Los subproductos
de la respiracion anaerobica tales como el acetato, amoniaco y alanina pueden ser
usados por acetogenos, metanogenos, organotrofos y litotrofos, dependiendo del
ambiente®™.

Las especies del género Shewanella, no son cominmente halladas en muestras
clinicas, Sin embargo, existen numerosos reportes que asocian a las especies de
este género, especiaimente la Shewanella algae, como la causante de un gran
numero de afecciones, entre la que podemos encontrar; ulceras cutaneas,

peritonitis, endocarditis infecciosa e infecciones 6ticas y oculares®¢.
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Las bacterias Gram positivas aisiadas, especificamente cocos Gram positivos se
encontraron en baja proporciéon y corresponden al género Staphylococcus. Estos
representan el 11,11 % de los aislados en el manantial de Santa Apolonia y un
16,66% de las cepas aisladas en el manantial de La Mitisuis.

Estas baterias se consideraron Staphylococcus coagulasa negativa debido a su
comportamiento en las pruebas bioquimicas respectivas, donde se observé que
las tres cepas aisladas no responden a la formacion coagulos, son catalasa
positiva y aunque crecen en Agar manitol salado no producen cambio de color en
el medio, por lo que se descarté que las especies encontradas pertenecieran a la

especie Staphylococcus aureus.

Mosso y col. en 1982 estudiaron las aguas mineromedicinales del balnerio de
Fuente Amarga, Espafa, con el objeto de determinar los microorganismos
patégenos e indicadores de contaminacion fecal, y los microorganismos
autéctonos propios de este tipo de aguas. Aislando un bajo numero de bacterias
del género Staphylococcus, género frecuentemente asilaldo en manantiles
termales'®®.

Vendrell y col. en 1998 realiz6 estudios microbiologicos en 10 muestras recogidas
de dos puntos situados en la fuente termal del Tinteiro, Espaiia y cuatro puntos en
las inmediaciones de la misma, con el objeto de comprobar su posible
contaminaciéon bacteriolégica, debido a que estas son usadas como aguas de
consumo. En este trabajo se determiné la presencia de diversos patégenos para
humanos, entre estos Staphylococcus cuya presencia en aguas de consumo esta
prohibida por la Legislacién Espafiola*®.

En 2002, Mosso y col. estudiaron los micoorganismos de interés sanitario, que
puedan ser un riesgo para la salud de los usuarios, ademas de la microbiota
autoctona presentes en el balneario de Alhama en Espaiia, identificando 53 cepas
bacterianas, entre las cuales se encontr6 el género Staphylococcus en

proporciones relativamente bajas. Este género se encuentra ampliamente
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diseminado en diferentes ambientes, por lo que puede llegar a los manantiales
termales gracias a la lluvia, el suelo o el aire'®,

De la Rosa en el 2009, realizaron determinaciones de los microorganismos de
interés sanitario y también de la microbiota autéctona de los manantiales del
balneario de Alictin de las Torres, en Granada, Espafia, donde aislaron 60 cepas,
de las cuales una baja proporcién pertenece al género Staphylococcus, debido a
que estas bacterias son frecuentes en este tipo de manantiales termales, por
capacidad de desarrollarse en ambientes con altas concentraciones minerales'®.

Como se puede observar diferentes estudios llevado a cabo en Espania, coinciden
con los resultados obtenidos de los analisis realizados en los manantiales termales
de Santa Apolonia y La Mitisus, donde también se encontré una baja proporcion
de microorganismos del género Staphylococcus.

El habitat natural de Staphylococcus es la piel de los mamiferos, sin embargo se
pueden encontrar en otras partes del cuerpo como la garganta, la boca, las
glandulas mamarias y el tracto intestinal. Las especies de este género se
encuentran diseminadas en la naturaleza y pueden hallarse en diversos
ambientes, tales como suelo, arena de playa y en aguas, asi como en alimentos y

productos animales como lo son leche, huevos, queso y came®'.

Staphylococcus son los microorganismos que se aislan con mayor frecuencia en
muestras clinicas, estas bacterias pueden causar infecciones por multiplicacion
tanto local como sistémica. Las especies del género Staphylococcus son las
causantes infecciones como la osteomielitis, neumonia y endocarditis aguda,
ademas de producir shock toxico, intoxicacion alimentaria y sindrome de piel

escaldada’'.

De las 21 cepas asiladas, solamente 18 cepas fueron identificadas a nivel de
género y especie en ambos manantiales termales, estas son en su totalidad
bacterias Gram negativas no fermentadoras (BGNNF), que en su mayoria asimilan
los hidratos de carbono (glucosa) de forma oxidativa, son méviles y la mayor parte
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de los aislados tienen la capacidad de reducir nitratos a nitritos (Tabla 8, 9, 10 y
11).

Para el manantial termal de Santa Apolonia las especies encontradas fueron
Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas aeruginosa. Con
respecto al manantial termal de La Mitisis las especies halladas fueron
Comamonas testosteroni, Ralstonia pickettii, Pseudomonas stutzeri y Shewanella
putrefaciens.

Para el manantial termal de Santa Apolonia la mayor proporcion de BGNNF
aislada estuvd constituida principalmente por la especie Burkholderia cepacia que
represento el 62,5% de las cepas encontradas.

Diversos autores han realizados estudios en manantiales termales ubicados en
Espafia, con el principal objetivo de estudiar la calidad sanitaria, asi como la
microbiota autéctona de los balnearios mineromedicinales, ya que estos son
usados principaimente por personas con fines terapéuticos, reportando la
presencia predominante de Burkholderia cepacia, estos.resultados son similares a
los encontrados en este trabajo para el manantial termal de Santa Apolonia.

De la Rosa y col. en 2004 aislaron 254 cepas de bacterias heterétrofas de cinco
manantiales bicarbonatados termales situados en la localidad de Jaraba, Espafia,
las muestras fueron tomaron en tres épocas del aiio. Logrando identificar 244
cepas, En todos los manantiales han predominado los bacilos Gram negativos,
observandose un gran numero de bacterias pertenecientes a la especie
Burkholderia cepacia. Esta especie esta estrechamente relacionada con el género
Pseudomonas por lo que presentan gran versatilidad enzimatica que le permite
desarrollase en diferentes ambientes acuaticos entre ellos los manantiales

termales®.

En el mismo contexto Mosso y col. en 2006 estudiaron dos manantiales
mineromedicinales de aguas bicarbonatadas Cervantes y San Camilo, utilizados
en tratamientos terapéuticos en el Balneario Cervantes, Espafia. Se aislaron 75
cepas de bacterias heterotrofas de las cuales se identificaron 71 que
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correspondieron en su mayoria a bacilos Gram negativos, encontrandose especies
fermentadoras y no fermentadoras, lo que es caracteristico de aguas
mineromedicinales. Las cepas de bacterias heterétrofas aisladas correspondieron
predominantemente a la especie Burkholderia cepacia. Este microorganismo es
frecuente en aguas minerales ya que es muy ubicuo y necesita muy pocos

nutrientes para su desarrolio*®.

Mas recientemente Mosso y col. en el 2011 realizaron estudios microbiol6gicos en
tres manantiales termales del balneario de los bafios de Concepcion. Aislando,
135 cepas de bacterias heterétrofas y oligotrofas, que correspondieron en mayor
proporcién a bacilos Gram negativos del género Pseudomonas, junto con otras
especies del género Burkholderia, especificamente la especie Burkholderia

cepacia muy proximos desde el punto de vista taxonémico'%’.

Burkholderia cepacia presenta un amplio espectro nutricional y no requiere de
factores de crecimiento para su desarrollo. Se ha encontrado como una especie
dominante en las comunidades microbianas del suelo y del agua, expresando su
extraordinana ' versatilidad / metabolica, degradando compuestos aromaticos
clorados para utilizarlocomo. fuente de carbono y energia. Debido a esto
Burkholderia cepacia es un microorganismo ubicuo, por lo que se puede encontrar

en manantiales termales™41%.

En el ambito clinico Burkholderia cepacia constituye una importante causa de
infeccion nosocomial. En la actualidad este microorganismo se reconoce como el
causante de infeccion en pacientes inmunocomprometidos o criticamente
enfermos; en estos pacientes puede ocasionar neumonia, infecciones de vias
urinarias, endocarditis y bacteriemia. Esta ultima se produce en forma de brotes o
casos aislados, al ser inoculada la bacteria de una fuente externa por un

procedimiento invasivo®*'%,

En los dos manantiales termales estudiados se encontr6 la presencia de tres
especies del género Pseudomonas. Las especies halladas de este género en el

manantial de Santa Apolonia pertenecen al grupo fluorescente, Pseudomonas
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fluorescens (25%) y Pseudomonas aeruginosa (12,5%). Por su parte en el

manantial de La Mitists, |a especie aislada fue Pseudomonas stutzeri (10%).

Bischofberger y col. en 1990, realizaron un estudio comparativo de la microbiota
de las aguas de un manantial mineral antes y después del envasado, en la region
central de Suiza. Ellos lograron determinar que la especie predominante en el
manantial era Pseudomonas fluorescens, observando variaciones de la poblacion
microbiana después del envasado y del tipo de material del envase. Después de
una semana de almacenado en los envase de vidrio se observé un crecimiento
lento de Pseudomonas no fluorescentes, por el contrario, en las botellas de
plastico sucedié un crecimiento rapido de Pseudomonas fluorescens. Estos debido
a la inhibicion del crecimiento bacteriano en las botellas de vidrio a la presencia de
residuos de detergentes'>.

En 1998, Jayasekara y col. estudiaron la poblacion microbiana de 16 marcas de
aguas minerales embotelladas no carbonatadas en Australia, con el objeto de
determinar la poblacibn de Pseudomonas, ya que en reportes anteriores
demostraron que el género de mayor presencia en este tipo de aguas era
Pseudomonas. Ellos lograron determinar la 'presencia de varias especies de
Pseudomonas en 11 de las marcas siendo una de las de mayor frecuencia la
especie Pseudomonas fluorescens'.

Guyard y col. en 1999, aislaron 15 cepas bacterianas de manantiales de agua
minerales en Francia, todas las cepas fueron no fermentadoras, oxidasa positivas
y Gram negativas, y la gran mayoria generaron pigmentos amarillos y naranjas.
Dos de las cepas fueron identificadas como Pseudomonas fluorescens. Lo que
concuerda con el hecho de que las especies del género Pseudomonas son muy
comunes en aguas minerales francesas'*.

Finalmente De la Rosa y col. en 2013, estudiaron la microbiota aléctona y
autéctona del balneario termal de Raposo, Esparia, logrando aislar 115 cepas de
bacterias heterétrofas viables y oligotrofas, en su mayoria bacilos Gram negativos,
con pigmentos carotenoides (amarillos y naranjas) y fluorescentes, del género
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Pseudomonas, entre las cuales se encontrd6 en mayor proporcion Pseudomonas
fluorescens. Esta bacteria presenta bajos requerimientos nutricionales y gran
diversidad metabdlica, permitiéndole desarrollarse en ambientes oligotréficos
como lo son las aguas mineromedicinales'® .

Como se puede observar la especie Pseudomonas fluorescens, es
frecuentemente aislada en ambientes acuaticos, tanto termales como no termales,
lo que es similar a los resultados obtenidos en el andlisis de las aguas del
manantial de Santa Apolonia.

Pseudomonas fluorescens es un saprofito del agua y el suelo, también se pueden
encontrar frecuentemente en la raiz de las plantas. Este microorganismo tiene un
metabolismo muy versatil, por o que desempeiia un papel fundamental en los
ciclos biogeoquimicos del carbono y del nitrégeno, asi como en el mantenimiento
del equilibrio biolégico en los ecosistemas donde habitan, contribuyendo a la

depuracion de contaminantes organicos. "%,

Esta especie es generaimente considerada, de baja virulencia .y de poca
importancia clinica, a pesar de esto ha sido identificada como contaminante de la
piel de los humanos y como agente causante de pseudobacteremia e infecciones
causadas en pacientes inmunocomprometidos, especiaimente relacionados con
transfusiones de sangre', bacteremia por cateterismo y peritonitis en pacientes
de dialisis'®.

Como se mencioné anteriormente otra de las especies aisladas en el manantial de
las aguas termales de Santa Apolonia fue la Pseudomonas aeruginosa.

Mosso y col. en 1986, analizaron aguas mineromedicinales del balneario de
Archena, Espafia, con el objeto de determinar Ia flora microbiana desde el punto
de vsita sanitario y ecoldgico, logrando aislar especies del género Pseudomonas,
entre las que se encontr6 la Pseudomonas aeruginosa. Esta especie se logrd
asilar en los dos puntos de recoleccién para el primer muestreo y solamente en
uno para el segundo, por que los autores deducen que la presencia de este

microorganismo es accidental'4'.
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Rivas en el 2011, estudi6 las bacterias Gram negativas procedentes de
sedimentos de aguas termales del manantial Moises, en Cariaco, Venezuela,
aislando 70 cepas de las cuales la especie Pseudomonas aeruginosa se encontrd
solamente en dos de los cuatro pozos evaluados, observando que dichas
bacterias son hidrofobicas lo que le confiere la propiedad de adherirse a las
superficies y de esta manera formar biopeliculas, lo que permite la colonizacion
en diversos ambientes'?.

En 2012, Rondoén y col. estudiaron la microbiota bacteriana heterétrofa cultivabie
de las aguas del sector Aguas Calientes de Tabay, Venezuela, logrado aislar 24
cepas bacterianas, de dos manantiales de dicho sector, de las cuales nueve
fueron bacterias Gram negativas no fermentadoras, entre las cuales se encontro
Pseudomonas aeruginosa, en las muestra tomada en la piscina del balneario del

complejo Santa Maria'®.

Como se puede observar Pseudomonas aeruginosa, se ha aislado en ambientes
hidrotermales en bajas proporciones respecto a otras especies del. género
Pseudomonas que conviven en los mismos ambientes, esto concuerda con lo
enconfrado para el manantial termal de Santa '‘Apolonia. . Sin embargo, es
importante notar que Pseudomonas aeruginosa no forma parte de la flora habitual
de aguas minerales naturales, en tanto que la Pseudomonas fluorescens se
encuentra tipicamente en suelos y ambientes superficiales™.

La especie Pseudomonas aeruginosa presenta una versatilidad metabdlica que se
traduce en su capacidad de utilizar como fuente de carbono substratos muy
variados (puede usar mas de 80 compuestos organicos), permitiéndole colonizar
diferentes ambientes donde son escasos los nutrientes, como lo son los ambientes
hospitalarios®.

Esta especie es el pseudomonadal es la que se aisla con mayor frecuencia en
muestra clinicas, las infecciones por Pseudomonas aeruginosa prevalecen
especialmente en pacientes con quemaduras, fibrosis quistica, leucemja aguda,
trasplante de 6rganos y adiccion a drogas intravenosas, Las infecciones suelen a
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ocurrir en cualquier sitio donde se tiende a acumular la humedad. Adicionalmente
pueden causar infecciones en las vias urinarias y en las vias respiratorias aitas;
estas ultimas puede ser graves incluso potencialmente mortales en huéspedes
inmunocomprometidos®.

Debido al gran numero de afecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa,
este se considera la bacteria de mayor importancia clinica entre los bacilos Gram

negativos no fermentadores.

Es importante destacar, aungue no es tema de este estudio, que la deteccion de
Pseudomonas aeruginosa en las aguas del manantial termal de Santa Apolonia,
donde este afluente es usado con fines recreacionales y medicinales, es necesario
implementar acciones para su eliminacion, debido a que de las dos especies de
Pseudomonas aisladas en dicho manantial, ésta es la de mayor importancia
clinica, sumado a esto se han documentados brotes de dermatitis y otitis externa
por Pseudomonas aeruginosa asociadas con el uso de piscinas y balnearios en

aguas termales™'44,

Como se mencion6é anteriormente, en las aguas termales del manantial de La
Mitisis se encontré6 una sola especie del género Pseudomonas, el cual se
identifico como Pseudomonas stutzeri.

Quevedo y col. en 1986, estudio la microflora aerébica heterétrofa de nueve
manantiales termales en la regiéon de Lanjarén, Espaiia, observando que la flora
bacteriana es muy similar entre en todos los manantiales. La mayoria de las cepas
aisladas fueron bacterias Gram negativas del género Pseudomonas y miembros
de otros géneros. De las especies del género Pseudomonas, se encontré en baja
proporcion la especie Pseudomonas stutzeri Pseudomonas putida vy
Pseudomonas maltofila; dichas especies no presentaron variaciones estacionales
en su frecuencia de aparicion, por lo que se concluyé que las especies de este
género son autdctonas de estos manantiales'®.

En 1993, Guillot y col. reportaron el estudio de cuatro marcas de agua mineral
francesas no carbonatadas, para determinar los organismos heterétrofos. La

91



poblacion bacteriana total fue dividida en dos grupos; las pertenecientes a los
Pseudomonadales y las cepas no identificadas, donde los resultados fenoticos no
revelaron diferencias significativas entre las marcas. De las especies del género
Pseudomonas, fue Pseudomonas fluorescens la que se encontr6 en mayor
proporcidn, mientras que la Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas vesicularis,
fueron las de menor frecuencia'®.

De igual manera, Mosso y col. en 1994, estudiaron la poblacion bacteriana
heterétrofa de 26 agua minerales espafiolas, aislando 665 cepas de todos los
manantiales, donde se observé una predominancia por parte de las especies del
género Pseudomonas y otros géneros cercanos taxonémicamente, en todos los
manantiales. Sin embargo Pseudomonas stutzeri solo se encontré en uno de los

26 manantiales estudiados'"

Los resultados encontrados para el manantial de La Mitisus, respecto a la
frecuencia de Pseudomonas stutzeri, son similares a los encontrados por
diferentes autores en aguas termales y minerales.

La flexibilidad metabdlica, diversidad bioquimica y fisiolégica de Pseudomonas
stutzeri, e confiere la capacidad decrecer organotroficamente a través de la
mineralizacion de un amplio rango de sustratos organicos. Ella puede crecer en
condiciones anaerobicas utilizando diversos aceptores de electrones, mediante un
metabolismo estrictamente oxidativo, usando diferentes fuentes de nitrogeno, por
lo que es parte importante de los ciclos naturales del carbono, nitrégeno, azufre y
fosforo. Debido a su versatilidad metabolica puede colonizar diferentes nichos
ecolodgicos; resistiendo condiciones extremas de temperatura y presién, por lo que
se han asilado intencionalmente o accidentaimente en muchos habitas incluyendo
el suelo, riésfera, aguas subterraneas, termales e incluso el cuerpo humano™¥.

Pseudomonas stutzeri se ha encontrado en diferentes muestras clinicas, debido a
que este micoroorganismo es un patégeno oportunista como la mayoria de las
especies del género. Sin embargo no esta clara la asociacion de esta especie con
los procesos infecciosos, aunque muchos autores la sefialan como la causante de
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diferentes afecciones como oftitis media, conjuntivitis, neumonia, artritis séptica,
endocarditis, meningitis en pacientes VIH positivos, infecciones de injertos

vasculares sintéticos e infecciones de heridas traumaticas>'%".

La especie con mayor presencia en el manantial termal de La Mitisis fue
Comamonas testosteroni representando el 70% de las cepas aisladas.

De la Rosa y col. en 1991, realizaron estudios con el objetivo de determinar la
calidad sanitaria y conocer la microbiota autéoctona de dos manantiales
mineromedicinales ubicados en el municipio de Fitero, Esparia, aislando 98 cepas,
55 en el manantial Palafox y 43 en el manantial Bequer. Solamente en este Gltimo
se logro aislar la especie Comamonas testosteroni, debido a que posibiemente se
encuentra en un numero muy bajo. Sin embargo, en determinadas condiciones de
temperatura, flujo lento y puntos muertos estas pueden multiplicarse .

En 1992, Mavridou, estudio la microflora durante el proceso de extraccion,
embotellamiento y almacenamiento aguas minerales naturales del Reino Unido,
encontrado _un_crecimiento de bacterias Gram negativas pigmentadas y no
pigmentada, en todas los etapas del proceso, observandose la predominancia de
las especie del género Pseudomonas y especies estrechamente relacionadas
como Comamonas testosteroni'®.

En 2009, Pandey y col. lograron aislar una cepa de un manantial termal sulfuroso
en la india, con capacidad de oxidar tiosulfato, esta cepa se relacion6 mediante
composicion de acidos grasos y analisis filogénico en un 99,9% con la especie
Comamonas testosteroni, siendo el primer reporte de una especie de Comamonas
que presenta actividad oxidativa para tiosulfato en condiciones mixotroficas '>°.

Al comparar los resultados obtenidos por otros autores con los observados en este
trabajo, se puede decir que es posible aislar la especie Comamonas testosteroni
en aguas de manantiales termales y minerales. Sin embargo, se observé una
diferencia significativa en el numero de cepas aisladas de Comamonas

testosteroni reportadas por los otros autores con las obtenidas en este estudio,
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posiblemente a las condiciones multifactoriales que definen a cada ambiente, por

lo que la microbiota es especifica de cada localidad.

Comamonas testosteroni, posee una distribucion geografica amplia, es un
saprofito del suelo y del agua, capaz de degradar diferentes compuestos
aromaticos para utilizarlos como fuente de carbono y energia, en especifico es
capaz de degradar esteroides como la testosterona. Esta especie es de
importancia ecolégica gracias a su capacidad de degradar contaminantes
organicos. Se ha aislado de animales, productos alimenticios, equipamientos

hospitalarios y muestra clinicas %4

Aunque Comamonas testosteroni se conoce como una especie normalmente
ambiental y de baja patogenicidad, se sabe en reportes de su comportamiento
agresivo como patégeno oportunista en individuos imunocomprometidos®. Este
microorganismo se encuentra a menudo relacionado con anomalias anatébmicas
del aparato digestivo, la mas frecuente es la perforacion apendicular, infecciones
relacionadas con catéter venoso central e infecciones respiratoria en pacientes
con fibrosis quistica®.

En las muestras analizadas del manantial termal de La Mitisus se encontr6 la
especie Ralstonia pickettii, representando solamente el 16,66% de las cepas
aisladas.

Kulakov y col. en 2002. en Estados Unido aislaron bacterias provenientes de
muestras de agua ultra pura de una fabrica de semiconductores, las cuales
pueden comprometer la calidad del producto final. Logrando aislar en su mayoria
bacilos Gram negativos aerobicos, y mediante el uso de pruebas filogenéticas se
determiné que varias cepas aisladas corresponden a la especie Ralstonia pickettii.
La presencia de este tipo de microorganismos se puede deber a la existencia de
genes fijadores de nitrégeno presentes en estas bacterias, ya que en diversos
procesos de purificacion del agua se hace uso de este gas's'.

En el 2008 Mosso y col. en dos manantiales termales de los balnearios de

Valdelateja, Espafia, lograron aislar 114 cepas en su mayoria bacterias Gram
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negativas no fermentadoras, encontrando solamente en el manantial Termas, en
baja proporcion la presencia de la especie Ralstonia pickettii, esta es una bacteria
ubicua, aislada frecuentemente en agua debido a sus escasos requerimientos
nutricionales y ha sido encontrada en algunos manantiales mineromedicinales*'.

Mas recientemente, Ryan y col. en 2011, asilaron 59 cepas de diferentes muestras
de agua ultra pura de sistemas de purificacion en ambientes clinicos e industriales
de Francia e Iflanda, todas las bacterias resultaron ser bacilos Gram negativos no
fermentadores y oxidasa-catalasa positivos, los cuales mediante pruebas
fenotipicas, bioquimicas, API® 20NE y filogenéticas se identificaron como
Ralstonia pickettii, en mayor proporcion >,

De acuerdo a lo antes expuesto y a los resultados obtenidos en este estudio, la
especie Ralstonia picketti, se puede encontrar en diversos ambientes extremos,
que incluyen desde muesiras clinicas, aguas ultrapuras de laboratorios e
industrias y manantiales termales.

Ralstonia pickettii posee una gran habilidad biodegradativa lo que la ayuda a vivir
y adaptarse a ambientes con cantidades limitadas de nutrientes (ambientes
oligotroficos), por lo que puede estar presente en diferentes nichos ecolégicos,
desarrollandose en ambientes como rios, suelos, lodos activos, muestras clinicas
y diferentes ambientes acuaticos'>'%%,

Gracias a las singulares propiedades de biodegradacion que posee Ralstonia
pickettii, esta especie es una potencial candidata a usarse en aplicaciones
comerciales, como la bioremediacion 2.

La especie Ralstonia pickettii ha sido pocas veces asociada con infecciones
humanas, pero en la ultima década ha sido reconocido como un patégeno
nosocomial que causa bacteremia, meningitis e infecciones urinarias en pacientes
inmusuprimidos. Estos brotes han sido asociados principalmente con el uso de
equipamiento médico y soluciones estériles 3155,
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Por ultimo en el manantial termal de La Mitisus se encontr6 la especie Shewanella
putrefaciens, 1o que representa el 10% de las cepas aisladas en este manantial.

Nealson y col. en 1988, aislaron 13 cepas de muestras provenientes de diferentes
profundidades de las agua del mar Negro, observaron que a las profundidades de
55 y 85 m la especie Shewanella putrefaciens era predominante, debido
posiblemente a la variabilidad de la composicion quimica respecto a la
profundidad®.

Jacovides y col. en 2007, realizaron un estudio de dos manantiales de aguas
minerales del Parque Nacional Valle de la Muerte en Nevada, USA, logrando asilar
23 cepas bacterianas sulfato reductoras, identificando mediante pruebas
fenotipicas y filogenéticas 19 de estas; de las cuales la mayor proporcion fue de la
especie Shewanella putrefaciens, lo que sugiere una nueva diversidad microbiana
que no habia sido evaluada en el sistema de manantiales del Valle de la
Muerte'’.

En 2002 Pucci y. col. estudiaron las aguas marinas de la ciudad de. Comodoro
Rivadavia, Argentina. Las muestras fueron tomadas en tres puntos, logrando aislar
469 cepas e identificar 236 cepas, .en donde el género predominante fue
Pseudomonas, también se identificaron especies relacionadas taxondmicamente,
entre la que se encuentra Shewanella putrefaciens, la cual se aislé solamente en
tres ocasiones. La poblacion bacteriana estuvo marcada por la contaminacion que
recibe los sitios de muestreo, cabe destacar que la principal contaminacion de
estas aguas proviene de la industria de hidrocarburos y que los microorganismos
presentes en la costa poseen un importante potencial de biodegradacion de este
tipo de compuestos'®.

De lo descrito anteriormente, se puede notar que Shewanella putrefaciens se
asocia principalmente con habitats acuaticos marinos y de aguas minerales,
gracias a su adaptabilidad metabélica, por lo que pueden ser encontrados en
manantiales termales, como lo observado en el manantial termal de La Mitisus
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Shewanella putrefaciens se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza,
por lo que su habitat natural incluye el agua y el suelo. Se ha encontrado en todas
los ambientes acuaticos que incluyen el agua dulce, de mar, rios, manantiales
termales y aguas residuales®™®%>"%® También se han aislado de animales que
habitan en estos ambientes; como lo son las ostras, ranas, peces, y en alimentos
como la leche, mantequilla, huevos, y carme™.

Es un microorganismo importante desde el punto de vista ecologico, debido a que
participa en los procesos naturales de autodepuracién ambiental, por su capacidad
de utilizar como fuente de carbono y energia diferentes compuestos organicos®, lo
que la hace una potencial candidata a ser usada en procesos de bioremediacion,

en casos de contaminacion por compuestos organicos y petréleo ',

El aislamiento de Shewanella putrefaciens en muestras clinicas es poco frecuente,
sin embargo se han asociado con ulcera cutaneas, afecciones 6ticas y oculares.
En algunos casos se presentan bacteriemias, que pueden resultar mortales en
pacientes inmusuprimidos. Estas infecciones suceden con mayor frecuencia en
paises con climas calidos 0 en veranos especialmente calurosos de paises con
climas templados'®.

Debido a que las aguas de los manantiales termales son usadas generalmente
con fines recreativos y terapéuticos, tal como es el caso del manantial de Santa
Apolonia, es de vital importancia realizar estudios que permitan determinar los
microorganismo que viven en estos ambientes acuaticos, ya que la mayoria de las
especies que se identificaron en estas localidades son microorganismos
oportunistas que pueden causar enfermedades en las personas que hacen uso de
estas aguas.
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5.2.2. Determinacion de la actividad antimicrobiana y antifungica de las
bacterias heterétrofas viables mesdfilas aisladas e identificadas procedentes
del agua de los manantiales termales de Santa Apolonia y La Mitisus, estado
Mérida.

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que las cepas pertenecientes
al complejo Burkholderia cepacia, aisladas de las aguas termales del Santa
Apolonia (MA-MK2, MA-BHI, MP-PC, MA-MKO0, MP-MK1) inhibieron el crecimiento
de Aspergillus niger con halos de inhibicion entre 16 mm a 27 mm, observandose
que la cepa MA-MK2 fue la de mayor efecto antagonico contra Aspergillus niger
entre las especies del género Burkholderia (Tabla 14 y 15). El comportamiento
antagoénico de este complejo de especies frente a hongos ha sido objeto de
estudio por diversos investigadores, quienes han sugerido tres mecanismos por el
cual puede ocurrir la inhibiciobn del crecimiento fungico por la produccion de

sideroforos, generacion de antibioticos y competicion por nutrientes®!162:163.164

La produccion de compuestos antifingicos ha sido considerado como uno de los
principales mecanismos utilizados en el antagonismo de Burkholderia cepacia'®.
Este ‘microorganismo es-capaz de' producir compuestos antimicrobianos como
cepacidina, cepacidina B, xilocandina y pirrolnitrina que inhiben el crecimiento
microbiano'%®¥7_ E| potencial antiflingico del complejo Burkholderia cepacia puede
atribuirse también a la produccion de enzimas quitanasas, proteasas, amilasas y
celulasa que pueden afectar el desarrollo del hongo'®.

De lo observado en el ensayo realizado para la actividad antifingica de la especie
Burkholderia cepacia frente Aspergillus niger, se puede inferir que la produccion
de sideroforos no esta implicada en el comportamiento antagonico de las cepas
bacterianas aisladas, ya que no se observé asociacion entre la presencia de los
halos de inhibicion y la pigmentacion de las mismas, es mas factible que este haya
ocurrido por la segregacion de compuestos antifingicos o competencia por
nutrientes.
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Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo con los estudios realizados
por ofros autores se observa que estos son similares. En el trabajo realizado en
Venezuela por Araque y col. en 2007, encontraron que cepas de Burkholderia
cepacia aisladas de ambientes hospitalarios, eran capas de inhibir el crecimiento
de diferentes hongos filamentosos entre ellos Asperygillus niger'®.

Ensayos realizados por Elshafie y col. en 2012 en Italia con especies del género
Burkholderia frente a varios hongos, indican también que las especies de este
género tienen la capacidad de inhibir el crecimiento de Aspergillus niger y otros
hongos fitopatogenos'®.

Sin embargo, los resultados obtenidos en este estudio difieren con los reportados
en el 2009 por Parra y col. donde evaluaron la actividad antifungica de cepas de
Burkholderia cepacia aisladas de rizosfera de maiz amarillo frente a varios hongos
filamentosos entre estos Aspergillus niger y no encontraron efecto antagoénico
contra este hongo, pero si contra Trichoderma viride, 1o cual pone en manifesté la

actividad antifingica de especie'™.

Debido a su potencial antifingico y antibacteriano, enlos ultimos afios miembros
del complejo Burkholderia cepacia han emergido como agentes de biocontrol

contra hongos fitopatégenos'”* y biorremediacion 773

Cabe destacar que la especie Burkholderia cepacia no presentd actividad

antibacteriana contra ninguna de las cepas utilizadas como control.

Las cepas de geénero Pseudomonas MA-EAM, MA-PC de la especie
Pseudomonas fluorescens y MA-PC/C de la especie Pseudomonas aeruginosa,
obtenidas en las muestras del manantial termal de Santa Apolonia, también
presentaron actividad antifligica contra el hongo filamentoso Aspergillis niger,
presentando halos de inhibicion entre 16 mm y 20 mm, siendo MA-PC la de mayor
actividad antifugica (Tabla 14 y 15).

De los cepas aisladas con actividad antifungica, solamente tres (MA-EAM, MA-PC
Y MA-PC/C) presentaron actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas
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y Gram negativas, perteneciendo en su totalidad al género Pseudomonas (Tabla
14 y 15).

Los halos observados de estas cepas contra Staphyloccocus aureus ATCC25923
presentaron halos con diametros entre 10 mm y 15 mm, siendo la cepa MA-PC/C
(Pseudomonas aeruginosa), la de mayor efecto antagoénico.

Para Staphylococcus aureus ATCC29213 se observé el mismo comportamiento,
inhibicion por todas la cepas de Pseudomonas, logradonse medir halos entre los 6
mm y 16 mm, presentando la mayor actividad la cepa MA-EAM (Pseudomonas
fluorescens).

Las tres cepas (MA-EAM, MA-PC Y MA-PC/C) con actividad antibacteriana contra
las bacterias Gram positivas, también presentaron un comportamiento antogénico

frente a bacterias Gram negativas, en especifico Escherichia coli ATCC25922 y
Klebsiella pneumoniae ATCC23352.

Para la cepa control Escherichia coli ATCC25922, se  observaron halos de
inhibicion entre 14 mm y 17 mm, presentando el mayor halo de inhibicion la cepa
MA-PC (Pseudomonas fluorescens).

Por su parte, para la cepa Klebsiella pneumoniae ATCC23352, se observo poca
actvidad antibacteriana, observadose halos de inhibicién pequefios, con diametros
entre 2 mm y 3 mm, siendo la cepa MA-PC (Pseudomonas fluorescens) la de
mayor actvidad.

De las tres cepas con actvidad antimicrobiana solamente la cepa MA-PC/C
(Pseudomona aeruginosa), presentd actividad antibacteriana contra Escherichia
coli ATCC25972, mostrando un halo de inhibicion de 20 mm..

Es conveniente mencionar que ninguna de las cepas aisladas presentaron
actividad antibacterial contra la Pseudomonas aeruginosa ATCC27853.

Se encontré que la mayoria de las cepas aisladas en el manantial termal de Santa

Apoionia, tubieron potencial antibacteriano y antifingico, esto puede deberse
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principalmente a la naturaleza de los géneros encontrados. Se conoce que las
especies pertenecientes al género Pseudomona aisladas de diferentes ambientes
suelo, agua y muestras clinicas tienen la capacidad de generar compuestos que

presentan actividades antagénicas (antibacterianas y antifugicas)®'®17417%,

El comportamiento antifangico y antibacterial observado en las cepas aisladas en
este trabajo, pertenecientes al grupo de las Pseudomonas fluorescentes, pudieran
explicarse fundamentaimente en funcibn de dos factores, competicia y
antagénismo directo'’®. La competencia puede ocurrir por el nicho ecolégico o por
nutrientes como el hierro. La lucha por hierro genera ia produccion de sideroforos,
los cuales participan en los mecanismos de biocontrol, efectivos en ciertos
casos'””. Sin embargo, tiene escasa o nula importancia en otros'’®. La actividad
antagoénica de estas especies puede ser justificada también por la produccion de
enzimas hidroliticas como proteasa, quitinasas, celulasa y ®-1,3 gluconasas'’®, o
por la produccion de compuestos antibioticos como pioluteorina, pirrolnitrina y
derivados de fenazina'’®.

En los ensayos realizados se observo que en algunas placas alrededor del pozo
donde se sembraron las cepas MA-EAM, MA-PC (Pseudomonas fluorescens) y
MA-PC/C (Pseudomonas aeruginosa), se produjo una pigmentaciéon verde, y
alrededor de la misma no hubo desarrollo de las cepas control, por lo que se
podria suponer que una de las causas de las actividad antagénica observada en
las cepas aisladas, puede deberse a la produccién de un compuesto sideréforo
(pioverdina).

En el 2010 Barrios, determin6é la presencia de sustancias extracelulares
antagonicas en 10 cepas de Pseudomonas spp. aisladas de la cuenca del rio
Manzanares, de las que obtuvo tres cepas con actividad antagénica contra
Escherichia coli K12 CVCM 131, Staphylococcus aureus CVCM 636 y otras
especies'’; resultados similares a los hallados en este trabajo, ya que en ambos
hubo inhibicion del crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas.
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En el estudio realizado en Uruguay en 2012 por Riera, para purificar y caracterizar
un metabolito producido por Pseudomonas fluorescens, se determiné que este
tenia propiedades antagonicas contra hongos fitopatégenos y bacterias Gram
positivas'®. Este trabajo al igual que lo reportado en este estudio, pone en
manifiesto el potencial antagénico que posee la especie Pseudomonas
fluorescens.

El estudio realizado en Venezuela por Mora en el 2013 con cepas de
Pseudomonas. fluorescens aisladas de la rizosfera del pimentén, mostraron
efectos antiflingicos frente a diferentes hongos ambientales y generaron actividad

antibacterial contra bacterias Gram positivas y Gram negativas'®'

. Al comparar los
resultados obtenidos por Mora, con los obtenidos en este estudio, se observa que
hay una cormrelacion entre ellos, ya que en ambos trabajos se encontré6 que las
cepas aisladas Psudomonas fluorescens tienen efectos antifingicos e inhiben

bacterias Gram negativas y Gram positivas.

Manwar y col. en 2004, estudiaron-muestras de aguas de mar en el estado de
Goa, India, logrando aislar una bacteria del grupo de las Pseudomonas
fluorecentes, con la habilidad de producir un sideréforo del tipo. pioverdina en
condicones de deficiencia de hierro. La cepa bacteriana fue identificada mediante
técnicas fenotipicas y bioquimicas como Pseudomonas aeruginosa, la cual
presentd actvidad antifungica contra diversos hongos fitopatogénico de plantas,
entre los que se encuentra Aspergillus niger, 10 que concuerda con lo observado
en las pruebas de antividad antifingicas realizadas en este estudio para
Pseudomonas aeruginosa, la cual también inhibi6é el crecimiento del fitopatogeno
Aspergillus niger'®?.

Paralelamente, Benincasa y col. en 2004, estudiaron la actividad de un nuevo
produto ramnolipido producido por una cepa aislada de muestras de suelo
contaminadas con petréleo en Brasil, identificada como Pseudomonas aeruginosa.
Este compuesto resulté presentar actividad antibacterial contra una serie de
bacterias de los géneros Staphylococcus, Bacillus y Pseudomonas, asi como
actividad antifingica contra una serie de fitopatogenos entre los que se encuentra
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Aspergillus niger, lo que se asemeja con los resultados obtenidos en este
estudio’®.

Al comparar los resultados obtenidos en este estudio, con los conseguidos en
2009 por Morales, se observan ciertas similtudes. El encontré6 en el analisis
realizado con cepas Pseudomonas aeruginosa aisladas de coprocultivos de nifios
en el estado Sucre, que dos de los aislados tenian efecto antagbnico frente a
cepas Escherichia coli K12 CVCM 131 y ofros bacilos Gram negativos'™,
comportamiento que también se observo en las cepas aisladas en este trabajo.
Sin embargo, estos resultados difieren con respecto a que en el estudio realizado
por Morales, no se observoé actividad antibiética frente Staphylococcus aureus,
mientras que este estudio, si se obtuvo actividad antagonia frente a esta bacteria
Gram positiva. Inclusive se observé actividad frente a Staphylococcus aureus
29213. Estas discrepancias podria atriburirse, al hecho que las cepas tienen
distintos sitios de origen, por lo tanto podrian comportarse de forma diferente.

Estudios realizados en 2012 por Mukherjee y col, sefialan haber caracterizado un
metabolito verde producido por Pseudomonas aeruginosa, capaz de inhibir el
crecimiento de bacterias Gram negativas de su/misma especie asi deé otras
especiea tal como Escherichia colf. Lo.que pone en manifiesto, al igual que este
trabajo el potencial antagénista de la especie Pseudomonas aeruginosa.

5§.2.3. Actividades enzimaticas de las especies bacterianas aisladas del agua

de los manantiales termales de Santa Apolonia y La Mitisus, estado Mérida.

Los pruebas de actividad enzimatica reflejan que las cepas aisladas en el
manantial termal de Santa Apolonia, que presentaron actividad enzimatica
amilolitica, pertenecieron a la especie Burkholderia cepacia (MA-MK2, MA-BHI y
MP-PC) y la especie Pseudomonas fluorescens (MA-EAM y MA-PC), lo que
representaron el 55,55% de las cepas aisladas en este manantial (Tabla 17).

De dichas pruebas enzimaticas, realizadas a las cepas aisladas en el manantial
termal de Santa Apolonia, se pudo observar que seis cepas, lo que represantaron

el 66,66%, tienen la capacidad de producir enzimas proteoliticas. Las cepas con
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esta caracteristica pertenecieron a la especie Burkholderia cepacia (MA-MK2, MA-
BHI y MA-MKQO), la especie Pseudomonas fluorescens (MA-EAM y MA-PC) y la
especie Pseudomonas aeruginosa (MA-PC/C) (Tabla 18).

Trabajos realizados en manantiales de aguas termales de diferentes balnearios
como Puente Viesgo'™, Cervantes’?, Alhama'® y La Toja''® todos ubicados en
Espaia, sefialan haber encontrado que la mayor proporcion de microorganismo
con actividades amiloliticas y proteoliticas esta compuesto principalmente por
bacterias de los géneros Burkholderia y Pseudomonas, 10 que es similar a los
resultados obtenidos en este estudio; ya que los microorganismos aislados del
Manantial termal de Santa Apolonia que manifestaron estas actividades también

pertenecen a dichos géneros (Burkholderia y Pseudomonas).

Estos investigadores, sefialan que las bacterias proteoliticas y amiloliticas estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza y corresponden a especies mesdfilas y
terméfilas muy diversas, encontrandose en las aguas naturales donde
desempeiian un papel fundamental.en los ciclos biogeoquimicos del carbono y
nitrogeno, transformando compuestos organicos. De esta manera proporcionan
los nutrientes esenciales para la viabilidad y equilibrio del ecosistema, asi como
contribuyen a la depuracion de los contaminantes organicos, razén por la cual son
comunmente encontrados en manantiales mineromedicinales hipotermales,

mesotermales e hipertermales'® 132109110

Las enzimas amilasa y proteasas generadas por microorganismo son de gran
importancia a nivel industria, por lo que se utilizan actualmente en diferentes
aplicaciones. Por ejemplo, las proteasa son usadas en la industria carnica como
ablandadoras de came y las amilasas son comunmente empleadas en la industria
alimentaria para la obtencion de jarabes de glucosa y fructuosa, empleados en la
preparacién de bebidas refrescantes®.

Las proteasas y amilasas también son ampliamente utilizadas como aditivos en
detergentes para lavar ropa, debido a su potencial para eliminar manchas®.
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Por otra parte, la gran versatilidad nutricional de los géneros Pseudomonas y
Burkholderia les permiten degradar substratos arométicos clorados (compuestos
toxicos encontrados en pesticidas), que utilizan como fuente de carbono y energia;
por lo que pueden también ser utilizadas en biorremediacion ambiental '3418518¢

Las enzimas producidas por este tipo de microorganismos han sido objeto de
recientes investigaciones por sus posibles aplicaciones en biotecnologia, sin
embargo estas actividades metabdlicas han sido poco estudiadas en

microorganismos aislados de aguas minerales'.

Como se puede observar el manantial termal de Santa Apolonia representa una
fuente potencial de recursos biotecnolégicos, ya que mas de {a mitad de las cepas
aisladas en este ambiente termal, presentaron actividad enzimatica amilolitica y
proteolitica de posible interés industrial.

Es importante sefialar, que aunque las cepas aisladas en el manantial termal de
La Mitisis no presentaron actividad en las pruebas enzimaticas realizadas, se
aislaron_cepas de los géneros Ralstonia, Shewanella y Comamonas, las cuales se
han reportado con capacidad de degradar compuestos -aromaticos como benceno,
etilbenceno, toluenos y o-xilenos, contaminantes tipicos de la industria del
petréleo, por lo que son potenciales candidatas a ser utilizadas en tratamientos de
biorremediacién ambiental3!>>187,

5.2.4. Perfil de susceptibilidad a los antibiéticos de las cepas bacterianas
identificadas procedentes de las aguas de los manantiales termales de Santa

Apolonia y La Mitisas, estado Mérida.

De los ensayos de susceptibilidad de las cepas aisladas de los manantiales
estudiados en este trabajo; se observd que el 100% de las especies de los
géneros Burkholderia, Pseudomonas, Comamonas, Ralstonia y Shewanella son
sensibles a la mayoria de los antibi6ticos utilizados, entre los que encontramos:
Azetreonam, Gentamicina, Amikacina, acido Nalidixico, Ciproﬂoxaéina,
Piperalicina y Cefepime (Tabla 19). “
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Se observé que todas las cepas fueron sensibles para siete de los ocho
antibiéticos utilizados, esto puede atribuirse al hecho de que estas cepas son de
origen ambiental. Por lo que podria inferirse que el habitat donde dichas especies
se desarrollaron, no ha sido sometido a factores que induzcan un mecanismo de
resistencia por parte de estos microorganismos contra antibiéticos.

Paralelamente se observo que la totalidad de las especies encontradas en los dos
manantiales examinados en este estudio, fueron resistentes a la mezcla
Amoxicilina/acido Clavulanico (Tabla 19), debido posiblemente a una mutacion
inducida por la exposicion durante el ensayo de estos microorganismos a la
amoxicilinafacido Clavulanico. Se sabe que las BGNNF tiene la capacidad de
producir betalactamasas de tipo AmpC que son serin-betalactamasas de
naturaleza cromosomica inducible, responsables de la resistencia habitual de las
BGNNF a las aminopenicilinas y las aminopenicilinas combinadas con inhibidores
de betalactamasa'*. Esto constituye un reporte importante sobre la naturaleza
mutagénica de estas bacterias, por lo que imperan estudios mas profundos sobre
el tema.

Rosenberg y col. en 1989, estudiaron 87 marcas de aguas minerales a la venta.en
Alemania, con el objeto de determinar la presencia de bacterias heteroétrofas,
especificamente especies Pseudomonas resistentes a antibiéticos, obteniendo 81
cepas provenientes de 39 muestras. En ellas se determin6 la presencia de las
especies Burkholderia cepacia, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas fluorescens,
entre otras. Estas especies fueron resistentes a la mayoria de los antibioticos,
entre los que se encontraban Cloranfenicol, Ampicilina, Gentamicina, &cido
Nalidixico y Tetraciclina. Sin embargo, Burkholdenia cepacia fue sensible al acido

Nalidixico y Pseudomonas fluorescens fue sensible a la Gentamicina'®,

En 1995, Massa y col. estudiaron ocho marcas de aguas minerales no
carbonatadas en ltalia, realizandole pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a
11 especies del género Pseudomonas spp. Observando que todas ellas eran
resistentes a Ampicilina, Estreptomicina, Carbenicilina, Tetraciclina, Cotrimoxazol,
Gentamicina y Cloranfenicol'®.
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Mary y col. en 2000, estudiaron cinco marcas de aguas minerales francesas, con
el objeto de determinar bacterias heter6trofas con resistencia multiple
antimicrobiana (Amoxicilina, Aztreonam, &cido Nalidixico, Ciprofioxacina,
Gentamicina, Amikacina y Piperacilina), encontrado diferentes cepas de
Comamonas testosteroni, las que presenté comportamiento variado dependiendo
de la marca de agua de la cual fue aislada. La cepa asilada en la marca E fue
resistente a todos los antibiéticos evaluados; la cepa aislada de la marcas A y B
presentaron resistencia a Aztreonam y acido Nalidixico, adicionalmente la cepa de

la marca B presento resistente a Ampicilina y Piperacilina®.

En el 2005, Messi y col. en Italia lograron aislar 120 cepas aisladas provenientes
de aguas minerales, con el objeto de determinar la actividad antimicrobiana y la
resistencia antibidtica. Entre las especies aisladas e identificadas se encontraron
predominantemente  Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas  stutzeri,
Pseudomonas aeruginosa y con baja frecuencia de Burkholderia cepacia,
observando que cerca del 80% de los aislados presentaron resistencia a los
diferentes antibioticos evaluados, entre los que se encontraban_Ampicilina,
Gentamicina, Amikacina y 4cido' Nalidixico, y solo el"'565% de las cepas aisladas
resultaron ser multiresistentes'.

Tirodismo y col. en 2010, lograron aislar diferentes cepas de la especie
Pseudomonas aeruginosa provenientes de muestras de agua de piscinas en el

norte de Grecia, las cuales fueron sensibles a diversos antibiéticos como
Aztreonam, Ciprofloxacina, Gentamicina, Amikacina y Cefepima'®'.

En el mismo contexto, Alvarez en el 2011, estudio la susceptibilidad in vitro de
cepas de Pseudomonas aeruginosa aisladas de aguas del rio Manzanares,
Venezuela, reportando que las cepas aisladas presentaron resistencia a los
antibioticos Aztreonam, Tazobactan, Cefepima, entre otros'®,

Finalmente en 2012, Ullah y col. realizaron una investigacion en Pakistan, donde
se estudio la presencia de cepas de Pseudomonas aeruginosa en aguas

minerales y sus perfiles de resistencia antimicrobiana, en este se sefala la
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presencia de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a una gran
diversidad de antibidticos con una alta prevalencia de cepas multiresistentes'®.

Al comparar los resultados obtenidos para las cepas aisladas en los manantiales
termales estudiados en este trabajo, con los diferentes estudios reportados en la
literatura; se puede observar una variabilidad de los comportamientos de las
BGNNF respecto a la resistencia de estos microorganismos frente a los
antibidticos comunmente utilizados en los laboratorios clinicos. Por lo que es dificil
establecer una relacion ambiente-resistencia antibidtica de los aislados de aguas
subterraneas, minerales y superficiales; ya que el ambiente en si, puede
influenciar la variabilidad genética de las bacterias, induciendo diferentes
mecanismos de resistencia en cada uno de los microorganismos.
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Conclusiones

v

Se aislaron un total de 21 colonias bacterianas del agua de los dos

manantiales termales estudiados.

La mayor proporcién de las bacterias aisladas en las muestras de agua
tomadas en ambos manantiales estd compuesta principalmente por

bacterias Gram negativas y baja presencia de bacterias Gram positivas.

Las bacterias Gram negativas encontradas en el agua de ambos
manantiales tienen un metabolismo no fermentativo, por lo que se

clasificaron como bacterias Gram negativas no fermentadoras (BGNNF).

Empleando el sistema de identificacion comercial API® 20NE, se
identificaron a nivel de género y especie 18 colonias (BGNNF) aisladas del
agua de ambos manantiales.

Utilizando pruebas bioquimicas se logré identificar a nivel de género tres
colonias de bacterias Gram positivas aisladas del agua de 'ambos

manantiales.

Los géneros encontrados en el agua del manantial termal de Santa
Apolonia fueron Burkholderia, Pseudomonas y Staphylococcus, el género
encontrado con mayor frecuencia fue Burkholderia.

Los géneros aislados en el agua del manantial termal de La Mitisus, fueron
Comamonas, Ralstonia, Pseudomonas, Shewanella y Staphylococcus,

siendo el género encontrado con mayor proporcion Comamonas.

Las especies bacterianas identificadas en el agua del manantial termal de
Santa Apolonia fueron Burkhoideria cepacia, Pseudomonas fluorescens y
Pseudomonas aeruginosa, y la especie encontrada con mayor frecuencia
fue Burkholderia cepacia.
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v' Las especies bacterianas identificadas en el agua del manantial termal de
La WMitisis fueron; Comamonas testosteroni, Ralstonia pickettii,
Pseudomonas stutzeri y Shewanella putrefaciens, siendo la especie
encontrada en mayor proporcion Comamonas testosteroni.

v' Este trabajo constituye el primer reporte de aislamiento de Ralstonia
pickettii, Shewanella putrefaciens y Comamonas lestosteroni en aguas
termales de Venezuela.

v' Se encontr6 que las especies Burkholderia cepacia, Pseudomonas
fluorescenes y Pseudomonas aeruginosa aisladas del agua del manantial
termal de Santa Apolonia presentaron potencial antibacteriano contra
Staphylococcus aureus ATTC25922, Staphylococcus aureus ATCC29213,
Escherichia coli ATCC25922, Escherichia coli ATCC25972, Kiebsiella
pneumoniae ATCC233552 y actividad antifungica frente Aspergillus niger.

v. Las especies Burkholderia cepacia 'y Pseudomonas fluorescens. del
manantial termal de Santa Apolonia presentaron actividad enzimaética
amilolitica.

v’ Las especies Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens 'y
Pseudomonas aeruginosa del manantial termal de Santa tienen la
capacidad de generar enzimas proteoliticas.

v" Se encontr6 que las especies del género Burkholderia, Pseudomonas,
Comamonas, Ralstonia y Shewanella aisladas del agua de los manantiales
de Santa Apolonia y La Mitisis son sensibles los antibiéticos Azetreonam,
Acido Nalidixico, Ciprofioxacina, Gentamicina, Amikacina, Piperalicina y
Cefepime.
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v Se observé que todas especies de los géneros Burkholderia,
Pseudomonas, Comamonas, Ralstonia y Shewanella fueron resistentes al
antibiotico Amoxicilina/acido Clavulanico.
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Recomendaciones

v' Realizar estudios microbiologicos con la finalidad de conocer la microbiota
que conforma la cada uno de los manantiales estudiados.

v' Hacer anélisis microbiolégicos para establecer parametros de calidad
sanitaria, especialmente en el manantial termal de Santa Apolonia; ya que
las aguas de este afluente son usadas con fines recreacionales y
medicinales.

v' Realizar andlisis moleculares que permitan corroborar la identidad de las

especies aisladas.

v Ejecutar trabajos que permitan identificar, medir y caracterizar los posibles
compuestos metabdlicos producidos por las especies que presentaron
actividad antibacteriana y antifungica.

v Hacer analisis cuantitativo que permitan conocer el potencial enzimatico
que tienen las especies que presentaron actividades amiloliticas vy

proteoliticas.

v Realizar estudios que permitan determinar si las especies Burkholderia
cepacia, Ralstonia pickettii y Shewanella putrefaciens tienen capacidad de

degradar sustratos aromaticos.

v' Desarrollar trabajos que permitan determinar la produccién de serin-
betalatamasas en los compuestos que presentaron resistencia a la
Amoxicilina/acido Clavulanico.

112



Bibliografia

1.

Mary, P., Defives, C., Hornes, J. (2000). Occurrence and Multiple Antibiotic
Resistance Profiles of Non-fermentative Gram-Negative Microflora in Five
Brands of Non-carbonated French Bottled Spring Water. Microb Ecol. 39:
322-329.

De la Rosa, M., Mosso M. (2000). Diversidad microbiana de las aguas
termales. Panorama actual de la aguas Minerales y Minero — Medicinales
en Espafia. 153-158.

Clardy, J., Fischbach, M., Walsh, W., (2006). New antibiotics from bacterial
natural products. Nature Biotechnology. 24(12):1541-1550.

. Bredholdt, H., Galatenko, O., Engelhardt, K., Fjaervik, E., Terekhova, L.,

Zotchev, S. (2007). Rare actinomycete bacteria from the shallow water
sediments of the Trondheim fjord, Norway: isolation, diversity and biological
activity. Environmental Microbiology. 9(11):2756-2764.

Pakpictcharoen, A., Potivejkul, K., Kanjanavas, P., Aeekit, S., Chansiri, K.
(2008). Biodiversity of " thermotolerant Bacillus sp. Producing
biosurfactantes, biocatalysts, and antimicrobial agents. Science Asia. 34.
424-431.

. Shell, C., Sparo, M., De Luca, M., Grenbvero, S., De Michele, D,

Giancomino, M., Monasterio, A., Belderrain, A., Basualdo, J. (2008-2010).
Actividad inhibitoria de la fase liquida del fango termal de Copahue
(Neuquén, Argentina) sobre cepas de Sptfaphylococcus aureus. Anales de
Hidrologia Médica. 3:21-33.

Saikia, R., Gogoi, D.,Mazumder, S., Yadav, A.,Sarma, R., Bora, T., Gogoi,
B. (2011). Brevibacillus lacterosporus strain BPM3, a potential biocontrol
agent isolated from a natural hot water spring of Assam, India.
Microbiological Research. 166:216-225.

Pallavi, P., Jain, R., Mahajan G. (2011). Anti-infective potential of hot-spring
bacteria. Journal of Global Infectious Diseases. 3(3):241-245.

Mukherjee, S., Saha, A, Ram, A, Chowdhury, A., Mitra, A. (2012).
Identification and characterization of a green pigment producing bacteria

113



isolated from Bakreshwar hot spring, West Bengal, India. Infernational
Journal of Environmental Sciences and Research. 2(1):126-129.

10.Viviano, F., Medina, L., Ramos, N., Amaiz, L., Valbuena, O. (2010).
Degradacion de celulosa por bacterias de aguas termales de Las
Trincheras, Venezuela. Rev. Latinoam. Biotecnol. Amb. Algal. 2(1):18-29.

11.Gutiérrez, R., Alvaro, V., Terrazas, L., Alvarez, M. (2007). Aislamiento y
cultivo de bacterias sulfato reductoras acidéfilas para la produccion de
sulfuro biogénico para la precipitacion de metales pesados. Biofarbo.
15(1):5-12.

12.Posada, Y., Pachon, L., Agudelo, A., Alvarez, E., Diaz, C., Fardeau, M.,
Joulian, C., Oliivier, B., Baena, S. (2004). Cuantificacién, aislamiento e
identificacién de comunidades anaerobias amiloliticas en un manantial
termomineral de Paipa Boyaca. Revista Colombiana de Biotecnologia.
VI(2): 90-100.

13.Cuellar, M., Delgado, Y., Rincén, M. (2007). Aislamiento y Caracterizacion
de Microorganismos Termoéfilos den Fuentes Termales del :Municipio
Ayacucho estado Tachira. Trabajo de grado: Departamento de Bioanalisis,
Universidad de Los Andes, Facultad de Farmacia y Bioanalisis

14.Sheble, |, El-diwany, A. (2007). Isolation and Identification of New
Cellulases Producing Thermophilic Bacteria from an Egyptian Hot Spring
and Some Properties of the Crude Enzyme. Australian Journal of Basic and
Applied Sciences. 1(4):473-478.

16.Alarcén, F., Correa, W. (2009). Aislamiento y Caracterizacién de
Microorganismos Termofilos Presentes en la Fuente Termal de Aguas
Caliente estado Tachira. Trabajo de grado. Departamento de Bioanadlisis,
Universidad de Los Andes, Facultad de Farmacia y Bioanalisis

16.Fooladi, J., Sajjadian, A. (2010). Screening the thermophilic and
hyperthermophilic bacterial population of three Iranian hot-springs to detect
the thermostable a- amylase producing strain. Iran Joumnal Microbiology.
2(1):49-53.

114



17.Navas, L., Amadio, A., Fuxan, |, Zandomeni, R. (2010). Identificacion de
enzimas provenientes de aislamientos de bacterias termofilicas. Trabajo
presentado en el Congreso Mundial y Exposicion Ingenieria. Buenos Aires,
Argentina.

18.Burguera, J., Burguera, M., Sampol, M. (1981). Descripcion Geoldgica y
Relacion Mineralogica de Las Fuentes de Aguas Termales del estado
Mérida. Geotermia. 1 al 5 (3): 26 -46.

19.Boussingault, J. (1849). Viajes cientificos a los Andes ecuatoriales. (Ed.
Facimilar). Paris: Lasserre. pp 83-88.

20.Prol, L. (1988). El calor de la tiera. Las manifestaciones termales en la
superficie de la tierra ll. Obtenida el 8 de mayo de 2012 de:
www.bibliotecadigital.ilce. edu.mx/sites/ciencia’html/ciencias.html

21.Burguera, J., Burguera, M., Andressen, R.,, Sampol M. (1982). Aguas
termales del estado Mérida. Geotermia. 6 al 10(8):25-36.

22.Rodriguez, R. (1998). Caracteristicas de las aguas minerales y medicinales
de Cuba. Acta geolégica hispéanica. 33(1-4):373-393.

23.Pricajan, A. (1982)/ La geologia en la investigacion y valoracion de las
aguas minerales y termales. Geotermia. 6 al 10(7):12-20.

24.Duque, G. (2003). Manual de geologia para ingenieros. Universidad
Nacional de Manizales, Colombia. 407-409.

25.Alvarez, F. (1850). Manual de las aguas minerales de Espafia y principales
del extranjero. Obtenido el 15 de agosto de 2013 de:
htip://books.google.com.bribooks?hi=es&ir=&id=zEMrbHenkSsC&oi=ind&p
g=PA1&dg=manuai+de+aguas+termales&ots=yZL MBDNull&sig=YvgiiSAih
uroKO3HJEibrw4azda#v=onepage&a&f=faise

26. Direccion de Hidrologia y Aguas Subterraneas. La composicion quimica de
las aguas subterraneas naturales. Obtenido el 14 de diciembre de 2013 de
http://aguas.igme.es/igme/publicallibro43/pdfib43/1_1.pdf

27.De la Rosa, M., Pintado, C., Rodriguez, C., Mosso, M. (2009).
Microbiologia de los mantiales mineromedicinales del Balneario de Alicim
de las Torres. An. R. Acad. Nac. Fam. 75:763-780.

115



28.De la Rosa, M., Mosso, M., Vivar, M., Arrollo, G. (1995). Microbiologia de
las aguas mineromedicinales del Balneario de Blancafort. An. R. Acad.
Nac. Fam. XX1:45-52.

29.Madigan, M., Martinco, J., Parker, J. (1998). Biologia de los
microorganismos. (8% Ed). Madrid, Espafia: PRENTICE HALL. pp 162-981.

30.Mosso, M., Sanchez, M., De la Rosa, M. (2002). Microbiologia del agua
mineromedicinal de los Balnearios de Alhama de Granada. An. R. Acad.
Nac. Fam. XXV1:46-76.

31.Tortora, G., Funke, B., Case, C. (2007). Introduccién a la Microbiologia (9°
Ed). Buenos Aires, Argentina: Medica Panamericana. pp 331-622.

32.Murray, P., Rosenthal, K., Pfaller, M. (2009). Microbiologia Médica (6° Ed).
Madrid, Espafia: ELSEVIER. pp 209-334.

33.Wiinn, W, Allen, S., Janda, W. Koneman, E., Procop, G,
Schreckenberger, P., Woods G. (2008). Diagnéstico Microbioldgico. (62
Ed), Argentina. editorial Panamericana. pp 306-315.

34.Algorta G. Educa Madrid, Consejeria de Educacion, Juventud y Deporte.
Bacilos Gram Negativos No Exigentes Enterobacteriaceae, Vibrionaceae,
Pseudomonas. . Obtenida = el..~16 ' de . diciembre ..2013"  de
http://www.educa2. madrid.org/web/educamadrid/principalffiles/6046b373-
a0b6-4737-8f6b-4553dfefcd53/21 .-
%20Enterobacterias, %20Vibrios%20y%20Pseudomonas.pdf

35.Soberoén, G. Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Autbnoma de
México. Pseudomonas aeruginosa. Obtenido el 16 de diciembre de 2013
de http://www.biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/Cap3/

36.Richard, A., Rossignol, G., Comet. J., Bemmot, G., Guespin-Michel J.,

Merieau, A. (2012). Boolean Models of Biosurfactants Production in

Pseudomonas fluorescens. Boolean Models of Biosurfactants Production.

7(1):1-8.
37.Universidad de Granada, Diversidad microbiana y taxonomia. Obtenida el
16 de diciembre de 2013 de

116




http:/iwww.diversidadmicrobiana.com/index.php?option=com_content&view
=article&id=127&ltemid=121

38.Leclerc, H., Moreau, A. (2002) Microbiological safety of natural mineral
water. FEMS Microbiol. Rev. 26:207-222

39.WARD, B. (1996). Nitrification and ammonification in aquatic systems. Life
Support Biosph. Sci. 3:25-29.

40.Ryana, M., Pembrokeb, J., Adleya, C. (2006). Ralstonia pickettii. a
persistent Gram-negative nosocomial infectious organism. Journal of
Hospital Infection.62:278-284.

41.Mosso, M., Sanchez, M., Pintado, C., Rodriguez, C., De la Rosa, M.
(2008). Microbiologia de las aguas mineromedicinales del Balneario
Valdelateja. An. R. Acad. Nac. Fam. 74:505-521.

42.Ryana, M., Pembrokeb, J., Adleya, C. (2007). Ralstonia pickettii in
environmental biotechnology: potential and applications. Journal of Applied
Microbiology. 103:754-764.

43.Frias, J. (2008). Burkholderia cepacia (B. cepacia). Nuevo patégeno de
infecciones nosocomiales. ENF. INF:MICROBIOL. 28(1):19-23.

44 Gonzélez, N., Hernandez, G.,Castafieda, J., Barbosa, P., Lombardo, E.,

Giron J. (2008). Brotes de Burkolderi cepacia en el instituto Nacional de
Pediatria. Acta Pediatr. Mex. 29(4).185-188.

45.Mosso, M. Sanchez, M., De la Rosa, M. (2002). Microbiologia del Agua
Mineromedicinal de Alhama Granada. An. R. Acad. Nac. Fam. 26:46-76.

46.Reddy, A., Murthy, S., Jalali, S., Gopinathan, U. (2009). Post-operative
endophthalmitis due to an unusual pathogen, Comamonas testosterone.
Journal of Medical Microbiology. 58:374-375.

47 Kersters, K, De Vos, P., Gillis, M., Swings, J., VanDamme, P.,
Stackebrandt, E. (2006) Introduction to the Proteobacteria. Prokaryotes.
5:3-37.

48.De la Rosa, M., Andueza, F., Sanchez, M., Rodriguez, M., Mosso, M.,
(2004). Microbiologia de las aguas mineromedicinales de los Balnearios de
Jaraba. An. R. Acad. Nac. Fam. 70:521-542.

117



49 Farshad, S., Norouzi, F., Aminshahidi, M., Heidari, B., Alborzi., A. (2012).
Two cases of bacteremia due to an unusual pathogen, Comamonas
testosteroni in Iran and a review literatura. J Infect Dev Clries. 6(6):521-525

50.Ma, Y., Zhang, Y., Zhang, J., Chen, D, Zhu, Y, Zheng, H., Wang, J., Jiang,
C., Zhao, G., Liu, S. (2009). The Complete Genome of Comamonas
testosteroni Reveals lts Genetic Adaptations to Changing Environments.
Applied and Environmental Microbiology. 75(21).6812-6819

51.Lessner, D., Parales, R., Narayan, S., Gibson, D. (2003). Expression of the
Nitroarene Dioxygenase Genes in Comamonas sp. Strain JS765 and
Acidovorax sp. Strain JS42 Is Induced by Multiple Aromatic Compounds.
Journal of Bacteriology. 185(13):3895-3904.

52.Tamaoka, J., Ha, D., Komagata, K (1987). Reclassification of
Pseudomonas acidovorans den Dooren de Jong 1926 and Pseudomonas
testosteroni Marcus and Talalay 1956 as Comamonas acidovorans comb.
nov. and Comamonas testostersni comb. nov., with an Emended
Description of the Genus Comamonas.intemational . Journal of Systematic
Bacteriology. 37(1):52-59.

53.Molina, E., Urena, S., Ramirez, A., Oropez, G. (2009). Shewanella algae en
un paciente con diarrea crénica. Primer caso en Costa Rica. Acta méd.
Costarric. 51(3):172-174.

54.Silva, A., Batista, W., Ferreira, J., Barbosa, A., Hofer, H., Graga, E.(2010).
Shewanella putrefaciens en lesion cutanea traumatica. Rev Pan-Amaz
Saude. 1(3):125-128.

55. Hau, H., Gralnick. (2007). Ecology and Biotechnology of the Genus
Shewanella. Annu. Rev. Microbiol. 61:237-58.

56. Soon, H., Kum, k., Kim, E., Lee, H., Choe, K, Don, M. (2008). Outbreak of
Shewanella algae and Shewanella putrefaciens Infections Caused by a
Shared Measuring Cup in a General Surgery Unit in Kore. Infect. Control
Hosp. Epidemiol. 29(8): 742-748.

118



57. Pagani, L., Lang, A., Vedovelli, C., Moling., Rimenti, G., Pristera, R., Mian,
P. Soft Tissue Infectian and Bacteremia Caused by Shewanella
putrefaciens. Journal of Clinical Microbiology. 41(5):2240-2241.

58. Ghos, D., Bal, B., Kashyap, V., Pal, S. Molecular Phylogenetic Exploration
of Bacteril Diversity in a Bakreshwar (india) Hot Spring and Culture of
Shewanella-Related Thermophiles. Appl. Environ. Microbiol. 69(7):4332-
4336.

59.Wang, |., Lee, M., Chen, Y., Huang, C. (2004) Polymicrobial Bacteremia
Caused by Escherichia coli, Edwardsiella tarda, and Shewanella
putrefaciens. Chang. Gung. Med. J. 27:701-705

60. Petrovskis, E., Vogel, T., Adriaens, P. (1994). Effects of electron acceptors
and donors on fransformation of tetrachloromethane by Shewanella
putrefaciens MR-1. Microbiology Letters. 121:357-364

61.Kloos, W. (1980). Natural Populations of the Genus Staphylococcus. Ann.
Rev. Microbial. 34:559-92.

62.Ramirez, N., Serrano, J., Sandoval, H. (2006). Microorganismo
extremofilos, Actinomicetos haldfilos en Mexico. Revista Mexicana de
Ciencias Farmacéuticas. 37(3):56 -71.

63.Niehaus, F., Bertoldo, c., Kahler,”M., Antranikian, G. (1999). Extremophiles
as a source of novel enzymes for industrial application. Applied
Microbiology and Biotechnology. 51:711-729.

64. Kumar, S., Nussinov, R. (2001). How thermophilic proteins deal with heat.
CMLS, Cell Mol Life Sci. 58:1216-1233.

65.Nuiies, C., Vives, F., Hermosillo, O., Alazard, D., Linares, L. (2004). La vida
a altas temperaturas. Revista de la Academia Mexicana de Ciencias.
55(1):56-65.

66.Szilagyi, A., Zavodszky, P. (2000). Structural differences between
mesophilic, moderately thermophilic and extremely thermophilic protein
subunits: results of a comprehensive survey. Stucture. 8(5).493-504.

67.Pakpictcharoen, A., Potivejkul, K., Kanjanavas, P., Aeekit, S., Chansiri, K.
(2008). Biodiversity of thermotolerant Bacillus sp. Producing

119



biosurfactantes, biocatalysts, and antimicrobial agents. Science Asia.
34:424-431.

68.Prescott, L., Harley, J.,Klein, D. (1999). Microbiologia. (4> Ed). Madrid,
Esparia: MaGraw Hill. pp 183-995.

69.Prescott, S., Dunn, C. (1962). Microbiologia industrial. (32 Ed). Madrid,
Espana: Aguilar, S.A. pp 523-530

70.Mathews, C., Holde, K. (2000). Bioquimica. (3* Ed). Madrid, Espafia:
MaGraw Hill. pp 155.

71.Hasan, F., Shah, A., Hameed A. (2006). Industrial applications of microbial
lipases. Enzyme and Microbial Technology. 39(2):235-251.

72.Chacén, O., Waliszewski, K. (2005). Preparativos de celulasas comerciales
y aplicaciones en procesos extractivos. Universidad y Ciencia. 21(42):113-
122.

73.Singleton, P. (2004). Bacterias en biologia biotecnologia y medicina.
Zaragoza, Espaina: ACRIBIA, S.A. pp 345-352.

74 Asgher, M., Javaid, M., Rahman, S., Legge, R. (2007). A thermostable a-
amylase from a moderately thermophilicBacillus subtilis strain for starch
processing. Journal of Food Engineering. 79:950-955.

75.Ramirez, N., Sandoval, A., Serrano, J. (2004). Las bacterias hal6filas y sus
aplicaciones biotecnolégicas. Rev. Soc. Ven. Microbiol. 24:(1-2):12-23.

76.Gomes, J., Steiner, W. (2004). The biocatalytic Potential of Extremophiles
and Extremozymes. Food Technol. Biotechnol. 42(4).223-235.

77.Burg, B. (2003). Extremophiles as a source for novel enzymes. Ecology
and Industrial Microbiology. 6:213-218.

78.Todar, K., Online Textbook of Bacteriology. Obtenida el 29 de agosto de
2012 de http:/textbookofbacteriology.net/kt toc.htmi

79. Pdvsa-Intevep. (1997). Fuentes de Aguas Termales en Venezuela.
Obtenida el 21 de mayo de 2012 de
www. pdv.com/lexico/menes/aguter.htm

80.Schubert, C. (1980). Informacion Sobre Diversas Manifestaciones
Geotérmicas. Geotermia. 1 al 5(2):1-3.

120



81.Burguera, L., Burguera, M., Sampol, M. (1981). Descripcion Geolégica y
Relacion Mineralégica de Las Fuentes de Aguas Termales del estado
Mérida. Geotermia. 1 al 5(4):26-41.

82.Doudelet, A. (1981). Estudio Sobre Las Aguas Minerales. Geotermia. 1 al
5(3):5-28.

83.Burguera, J., Burguera, M., Silva, J., Usubillaga, A., Dias, C., Ballester, L.
(1982). Fuentes de aguas minerales del estado Mérida. Farmacologia,
Ecologia y analisis Bacteriologico. Geotermia. 6 al 10(7):21-28.

84.Burguera, J., Burguera, M., Millan, F. (1981). Estudios de Las fuentes de
Aguas Termales del estado Mérida. Geotermia. 1 al 5(4):41-46.

85.Barrientos, Y., Gonzélez, D., Urbani, F. (2000). Estudios hidroquimicos de
los manantiales Cumbotico y Cumbote, Colonia Tovar, estado Aragua,
Venezuela. Ecotropicos. 13(2).81-89.

86.Avila, |., Rodriguez, M., Infante, D., Liovera, V., Alvarez, O., Bricefio, M.
(2006). Amibas de vida libre potenciaimente patdbgenas en aguas del
parque “Las Cocuizas’, Maracay, Venezuela. Rev Cubana Med Trop,
58(1):19-24.

87.Moreno, C., Dias, J., Caraballo, H., Chacén, K., Batista J. (2007).
Caracterizacion Hidrogeoquimica de las Fuentes de Aguas Termales del
estado Trujillo Venezuela. Academia. IV(12): 92-105.

88.0rtiz, E., Coya, L., Gonzélez, L., Grafna, L., Pérez G., Sanchez, S. (2002).
Deteccion de actividades biologicas en microorganismos marinos aislados
de la plataforma cubana. Revista Avicennia. 17:123-130.

89.Rios, N., Crespo, C., Terrazas, L., Alvarez, M. (2007). Aislamiento de
Cepas Anaeroébicas Terméfilas Productoras de Celulasas y Hemicelulasas
Implicadas en la Produccion de Bioetanol Mediante Técnicas de Cultivo y
Aislamiento Tradicionales y no Tradicionales. Biofarbo. 15(1):43-50.

90.Rios. N.. Terrazas. L.. Alvarez, M. (2009). Produccién de enzimas
exoxilanoliticas por inmovilizacién de la bacteria extremoéfila cepa FT3 en
alginato de calcio. Biofarbo. 17(1):22-29.

121



91.Casablanca, E., Rios, N., Alvarez, M, Terrazas, L. (2009).Optimizacién de
las condiciones de cultivo anaerdbico termofilo para aumentar la
produccién enzimatica de xilanasas con cepas bacterianas encapsuladas y
libre. Biofarbo. 17(2):51-59.

92.Manzi, L., Mayz, J. (2003). Valorando los microorganismos. Obtenida el 12
de Enero del 2013
http:/Mww.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1315-
25562003000100018&Ing=en&nrm=iso&ignore=_.html

93.Valbuena, O., Pereira, J., Daza, R., Gonzalez, F., Hernandez, A., Mora, M.,
Morales, G., Medina, L. (2010). Actividades Sulforeductora vy
Desulfurizadora por Bacterias Termofilas Aisladas de Lodos Hidrotermales

de Las Trincheras, Venezuela. Inferciencias. 35(6):414-420.

94.0Obeidat, M., Khyami-Horani, H., Al-Zoubi A., Otri I. (2012). Isolation,
characterization, and hydrolytic activities of Geobacillus species from
Jordanian hot springs. African Journal of Biotechnology, 11(25), 6763-6768.

95.American Public Health . Association. [APHA]. (1992). Métodos
Normalizados para el Analisis de Aguas Potables y Residuales Amencan
Water. (Undécima Ed). México: Interoamericana. pp 480-502.

96.MacFaddin, J. (2003). Pruebas Bioquimicas para la Identificacién de
Bacterias de Importancia Clinica. (3% Ed). Buenos Aires, Argentina: Médica
Panamericana. pp 334-396.

97.Cowan, S., Stell, K. (1979). Manual Para la Identificacién de Bacterias de
Importancia Médica. México. Continental. pp 42-69.

98.Ramirez, A., Garcia, E., Longa, A., Sanchez, K., Nieves, M., Velasco, J.,
Araque, M., Mosquera, N.(2006). Manual Practico de Bacteriologia
General. Venezuela: Universidad de Los Andes Vicerrectorado académico.
pp 79-135.

99.Diaz, L., Montijo, S., Medina, A., Meléndez, P., Laurence, V., Marti-
Mestres, G. (2011). Activity of ethanolic extracts leaves of Machaenum
floribundum against acne-inducing bacteria, and their cytoprotective and
antioxidant effects on fibroblast. Rev. Peru. Biol. 18(2):153-158.

122



100.Garassini, L. (1962). E! suelo y su microflora. Rev. Fac. Agrom. 4 : 202-
206.

101. Ramasamy, K., Meyers, M., Bevers, J., Verachtert, H. (1981). Isolation and
Characterization of Cellulolytic in Bacteria from Activated Sludge. Journal of
Applied Bacteriology. 51:475-48.

102. Daniele, A., Amaiz, L., Medina, L., Valbuena, O. (2011). Actividad lipolitica
de Geobacillus stearothermophilus cepa LN, aislada de las aguas termales
de las trencheras, Estado Carabobo, Venezuela. Ciencia. 19(3):173-180.

103.Clavell, L.; Pedrique de Aulacio, M. (1992). Analisis microbiolégicos de
antibioticos. (22 Ed). Facultad de Farmacia. Universidad Central de
Venezuela. pp 5-34.

104.De la Rosa, M., Sanchez, M., Rodriguez, C., Mosso, M. (2007).
Microbiologia del manantial termal del Balneario Puente Viesgo. An. R.
Acad. Nac. Fam. 73:251-265.

105.De la Rosa, M., Pintado, C., Rodriguez, C., Mosso, M. (2009).
Microbiologia,de los mantiales mineromedicinales del Balneario de Alicun
de las Torres. An. R/Acad. Nac. Fam. 75:/63-780.

106.Mosso, M., De la Rosa, M., Dias, F., Medina, R. (1990). Microbiologia de
las aguas mineromedicinales de Alange. An. R. Acad. Nac. Fam. XVI.28-
40.

107.Mosso, M., De la Rosa, M. (2011). Microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de los bafios de La Concepcion. An. R.
Acad. Nac. Fam. 77:57-73.

108. Antranikian, G., Vorgias, C., Bertoldo, C. (2005). Extreme Environments as
a Resource for Microorganisms and Novel Biocatalysts. Adv Biochem
Engin/Biotechnol. 96:219—-262

109. Mosso, M. Sanchez, M., De la Rosa, M. (2002). Microbiologia del Agua
Mineromedicinal de Alhama Granada. An. R. Acad. Nac. Fam. 26:46-76.

110.De la Rosa, M., Mosso, M., Vivar, M., Medina, M, Arrolio, G., Diaz, F.
(1993). Microbiologia del Agua Mineromedicinal del balneario de la Toja.
An. R. Acad. Nac. Fam. XIX: 45-58.

123



111.Mosso, M.,, De la Rosa, M., Vivar, C., Medina, M. (1994). Heterotrophic
bacterial populations in the mineral waters of thermal springs in Spain.
Journal of Applied Bacteriology. 77:370-381.

112.Zanetti, F., De Luca, G., Stampi, S. (2000). Recovery of Burkholderia
pseudomallei and B. cepacia from drinking water, International Journal of
Food Microbiology. 59:67—-72.

113.De la Rosa, M., Mosso, M., Prieto, M., Ullan, C. (1999). Microbiologia del
Manantial Mineromedicinal de Carratraca. Anal. Real. Acad. Farm. 65:439-
456

114. Limmathurotsakul, D., Wuthiekanun, V., Amomchai, P., Wongsuwan, G.,
Day N., Peacockb, S. (2011) Effectiveness of a Simplified Method for
Isolation of Burkholderia pseudomallei from Soil. Appl. Environ. Microbiol.
78(3):876-877.

115.Ramette, A., LiPuma J., Tiedje, J. (2005). Species Abundance and
Diversity of Burkholderia cepacia Complex in the Environment.Applied and
Environmental Microbiology. 71(3).1193-1201.

116.Dance, D. (2000). ‘Ecology ‘of Burkholderia pSseudomallei and the
interactionsbetween env.ironmental Burkholderia spp. And human—animal
hosts. Acta Tropica. 74:159-168.

117.Mosso, M., De la Rosa, M., Diaz, J., Iriarte, G. (1981) Microbiologia del
Agua de Carabana. An. R. Acad. Nac. Fam. VIlI:19-26.

118. Hossain, M., Anawar, M. (2009)The Chittagong Univ. J. B. Sci. 4(1-2):107-
117.

119. Manaia, C., Nunes, O., Morais, P., Da Costa, M. (1990). Heterotrophic plate
counts and the isolation of bacteria from mineral waters on selective and
enrichment media. Journal of Applied Bacteriology. 69:871-876.

120.Chou, J., Sheu, S., Lin, K, Chen, W., Arun, A, Young, C. (2007).
Comamonas odontotermitis sp. nov., isolated from the gut of the termite
Odontotermes formosanus. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. 57.887-891.

124




121.Kim, K, Ten, L., Liu, Q., Im, W._, Lee, S. (2008). Comomamonas granulli sp.
Nov., Isolated from Granulles Used in a Wasterwater Treatment Plant. The
Journal of Microbiology. 46(4):390-395.

122.Lee, S., Lee, S. (2001). Isolation and characteriterization of thermotolerant
bacterium Ralstonia sp. Strain PHS1 that degrades benzene, toluene,
ethylbenzene, and o- xylene. App/ Microbiol Biotechnol. 56. 270-275.

123.Go6mez, E., Alvarez, E., Llano, G. (2005). Identificacién y caracterizacion de
cepas de Ralstonia solanacearum raza 2, agente causante del Moko de
platano en Colombia. Fitopatologia Colombiana. 28(2):71-75.

124.Kerr, J. (2006). Bacteria Help Grow Gold Nuggets From Dirt. SCIENCE.
313 (14):159.

125. Hayward, A. (1991). Biology and Epidemiology of Bacterial Wilt Caused by
Pseudomonas Solanacearum. Annu. Rev. Phytopathol. 29:65-87.

126. Toffin,L., Bidault, A., Pignet, P., Tindall, B., Slobodkin, A., Kato, C., Prieur,
D. (2005) Shewanella profunda sp. nov., isolated from deep marine
sediment of the Nankai Trough. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology. 54:1943—-1949.

127. Miyazaki, M., Nogi, Y., Usami; R., Horikoshi, K. (2006). Shewanella
surugensis sp. nov., Shewanella kaireitica sp. nov. and Shewanella abyssi
sp. nov., isolated from deep-sea sediments of Suruga Bay, Japan.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology.
56:1607-1613.

128.Gao, H., Obraztova, A., Stewart, N., Popa, R., Fredrickson, J., Tiedje, J.,
Nealson, K., Zhou, J. (2006). Shewanella loihica sp. nov., isolated from
iron-rich microbial mats in the Pacific Ocean. Intemnational Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology. 56:1911—-1916.

129.De la Rosa, M., Diaz, F., Mosso, M. Sanchez, M., (2002). Microbiologia de

las Agua Mineromedicinal de Fuente Amarga. An. R. Acad. Nac. Fam.
X1:17-24.

125



130.Vendrell, M., Sinde, E., Torres, M., Gil, P., Rodriguez, L. (1998). Estudio de
Microorganismos Patégenos en la Fuente termal de O Tinteiro en Ourense.
Cienc. Tecnol. Aliment. 2(2):92-95.

131.Cunha B. (2010). Infections Disease and Therapy Series. (32 Ed.) New
York . Informa Healthcare. pp 12-33.

132.Mosso, M., Sanchez, M., Rodriguez, C., De la Rosa, M. (2006).
Microbiologia de las aguas mineromedicinales del Balneario Cervantes. An.
R. Acad. Nac. Fam. 72:285-304.

133. Doit, C., Loukil, C., Simon, M., Ferroni, A., Fontan, J., Bonacorsi, S., Bidet,
P., Jarlier V., Aujard, Y., Beaufils, F., Bingen, E. (2004). Outbreak of
Burkholderia cepacia Bacteremia in a Pediatric Hospital Due to
Contamination of Lipid Emulsion Stoppers. Journal of Clinical Microbiology.
42(5):2227-2230

134, Bischofberger, T., Cha, S., Schmitt, R., Konig,B., Schmidt-Lorenz, W.
(1990). The bacterial flora of non-carbonated, natural mineral water from
the springs to reservoir and glass and plastic bottles. International Journal
of Food Microbiology. 11:51-72.

135. Jayasekara, N., Heard, G., Cox,J., Fleet, G. (1998). Populations of
pseudomonads andrelated bacteria associated with bottled non-carbonated
mineral water. Food Microbiology. 15:167-176.

136.Guyard, S., Mary, P., Defives, C., Homez J. (1999). Enumaration and
characterization of bacteria in mineral water by improved direct viable cunt
method. Journal of applied microbiology. 86:841-850.

137.De la Rosa, M., Pintado, C., Rodriguez, C., Mosso, M. (2013). Analisis
microbiolégico de las aguas de E! Raposo. An. R. Acad. Nac. Fam.
XXX11:65-85.

138.Zhang, S., Moyne, A., Reddy, M., Kloepper, J. (2002). The role of
salicyiic acid in induced systemic resistance elicited by plant growth-
promoting rhizobacteria against blue mold of tobacco. Biological
Control. 25:288-296.

126




139.Hsueh, P., Teng, L., Pan, H., Chen, Y., Sun, C., Ho, S., Luh, K (1998).
Outbreak of Pseudomonas fluorescens Bacteremia among Oncology
Patients. Journal Of Clinical Microbiology. 36(10):2914-2917.

140.Wong, V., Levi, K,, Baddal, B., Turton, J., Boswel, T. (2011). Spread of
Pseudomonas fluorescens Due to Contaminated Drinking Water in 2 Bone
Marrow Transplant Unit. Journal of Clinical Microbiology. 49(6):2093~-2096.

141.Mosso, M., Diaz, F., De la Rosa M. (1986). Microbiologia de las aguas
mineromedicinales de Archena, An. R. Acad. Nac. Fam. XI1:23-32.

142.Rivas, p. (2011). Deteccién de biopeliculas y agregaciones bacterianas en
bacilos Gram negativos no fermentadores Presentes en Sedimentos de
Aguas Termales. Cariaco, Municipio Ribero, estado Sucre. Trabajo de
grado. Departamento de Bioanalisis, Universidad de Oriente, Cumana.

143. Rondén, E., Villafranca, K. (2012). Microbiota Bacteriana Heteroétrofa Viable
Cultivable de las Aguas del Sector Aguas Calientes de Tabay del estado
Mérida. Trabajo de grado. Departamento de Bioanalisis, Universidad de
Los Andes, Facultad de Farmacia y Bioanalisis.

144.Domeénech. S., Olea, F., Berocal, C. (2008). Infecciones relacionadas con
aguas de recreo. Enferm Infecc Microbiol Clin. 26(13):32-7.

145. Quevedo-Sarmiento, J., Ramos-Crmenzana A., Gozalez-Lopez, J. (1986).
Isolation and characterization of aerobic heterotrophic bacteria form natural
sping waters the Lanjaron area (Spain). Journal of Applied Bacteriology.
61:365-372.

146.Guillot E., H. Leclerc, H. (1993). Biological specificity of bottied natural
mineral waters: characterization by ribosomal ribonucleic acid gene restrict
ion pattemns. Journal of Applied Bacteriology. 75:292-298.

147.Lalucat, J., Bennasar, A., Bosch, R., Garcia-Valdés, E., Palleroni, N.
(2006). Biology of Pseudomonas stutzeri. Microbiology and Molecular
Biology Reviews. 70(2):510-547.

148.De la Rosa, M., Mosso, M., Dias, F., Vivar, M., Medina, M. (1991).
Microbiologia de Los Manantiales de Aguas Mineromedicinales de Fitero.
An. R. Acad. Nac. Fam. XVI111:44-60.

127



149. Mavridou, A. (1992). Study of the bacterial flora of a non-carbonated natural
mineral water. Journal of Applied Bacteriology. 73:355-361.

150. Pandey, S., Narayan, K., Bandyopadhyay, S., Nayak, K., Das, S. (2009).
Thiosulfate Oxidation by Comamonas sp. S23 Isolated from a Sulfur
Spring. Curr. Microbiol. 58:516-521.

151.Kulakov, L., McAlister, B., Ogden, K., Larkin, M., O’Hanlon, J. (2002).
Analysis of Bacteria Contaminating Ultrapure Water. Industrial Systems.
Applied and Environmental Microbiology. 68(4):1548—1555.

152.Ryan, M., Pembroke, J.. Adley, C. (2011). Genotypic and phenotypic
diversity of Ralstonia pickettii and Ralstonia insidiosa isolates from clinical
and environmental sources including High-purity Water. Diversity in
Ralstonia pickettii. BMC Microbiology. 11:194-205.

153.Coneye, T., Goris, J., De vos, P, Vandammen, P, LiPuma, J. (2003).
Classification of Ralstonia pickettii — Like isolates from the environment and
clinical samples as Ralstonia insidiosa sp. Nov. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology. 53:1075-1080.

154. Pan, W., Zhao, z., Dong. (2011). Lobar pneumonia caused by Ralstonia
picketti in a sixty-five-year-old han a Chinise man. Journal of Medical Case
Reports. 5. 1-4.

155.Ryan, M., Pembroke, J., Adley, C. (2006). Ralstonia pickettii. a persistent
Gram-negative nosocomial infectious organism. Journal of Hospital
Infection. 62:278-284.

156. Nealson, K., Myers, C., Wimpee, B. (1991). Isolation and identification of
manganese-reducing bacteria and estimates of microbial Mn(IV)-reducing
potential in the Black Sea. Deep-Sea Research. 38(2):5907-5920.

157. Jacovides, C., Moser, D. (2007) Universidad de Nevada, Shewanella
abundance and microbial diversity in springs of Death Valley National Park.
Obtenido el 30 de diciembre de 2013 de
http:/faculty. unlv.edu/microreu/posters/2007/Jacovides.pdf.

128




158.Pucci, G., Acuia, A., Llanes, M., Tiedemann, M., Pucci, O. (2009).
Identificacion de bacterias marinas cultivables de la ciudad costera
Comodoro Rivadavia, Argentina. Revista de Biologia Marnina Yy
Oceanografia. 44(1):49-58.

159. Venkateswaran', K., Moser, D., Dollhopf, M., Lies, D., Saffarini, D.,
MacGregor, B., B. Ringelberg, D., White, D., Nishijima, M., Sano, H.,
Burghardt, J., Stackebrand, E., Nealsonl, K. (1999). Polyphasic taxonomy
of genus Shewanella and description Shewanella oneidensi sp. nov.
International Journal of Systematic Bactenology. 49:705-724.

160. Holt, H., Gahm-Hansen, B., Bruun, B. (2005). Shewanella algae and
Shewanella putrefaciens: clinical and microbiological. Clinical Microbiology
and Infection. 11(5):347-352.

161.Coenye, T., Spilker, T., Van Schoor, A., Lipuma, J., Vandamme. P. (2004).
Recovery of Burkholderia cepacia strain PHDC from cystic fibrosis patients
in Europe. Thorax. 59:952-954.

162. Mahenthiralingam, E., Baldwin, A.,, Dowson, C. (2008). Burkholderia
cepacia complex bactena: opportunistic pathogens with important natural
biology. J..Appl. Microbiol. 104:1539-1551.

163.O'Sullivan, LA., Weightman, A., Jones, T., Marchbank, A., Tiedje, J.,
Mahenthiralingam, E. (2007). identifying the genetic basis of ecologically
and biotechnologically useful functions of the bacterium Burkholderia
vietnamiensis. Environ Microbiol. 9:1017-1034.

164.Parke, JL., Guirian-Sherman, D. (2001). Diversity of the Burkholderia
cepacia complex and implications for risk assessment of biological control
strains. Annu. Rev. Phytopathol. 39:225-258.

165.El-Banna, N., Winkelmann, G. (1998). Pyrrolnitin from Burkholderia
cepacia: antibiotic activity against fungi and novel activities against
Streptomycetes. J. App./ Microbiol. 1998; 85:69-78.

166.Abe, M., Nakasawa, T. (1993). Characterization of hemolytic and antifungal
substance, cepalycin, from Pseudomona cepacia. Microbio.l Inmunol. 38:1-
9.

129



167.Li, X., Quan, C.,Yu, H., Fan, S.(2008). Multiple effects of a novel compound
from Burkholderia cepacia against Candida albicans. Microbiol. Lett.
285:260-256.

168. Elshafie, H., Camele, |., Racioppi, R., Scrano, L., lacobellis, N., Bufo, S.
(2012). In Vitro Antifungal Activity of Burkholderia gladioli pv. agaricicola
against Some Phytopathogenic Fungi. Int. J. Mol. Sci. 13:1629-1632.

169. Araque, Y., Albarado, L., Centeno, S., Rodriguez, L., Flores, V. (2007).
Actividad antibiético y antifingica de B. cepacia provenientes de ambientes
nosocomiales. Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio
Alcald”. Cumana, Venzuela. Kasmera. 35(2):107-117.

170.Parra, E.,, Centeno, S., Araque, Y. (2009). Actividad antifingica de
Burkholdena cepacia aislada de maiz amarillo (Zea mays L.) bajo
diferentes condiciones de cultivo. Trabajo de grado. Departamento de
Bioanalisis, Universidad de Oriente, Cumana.

171.Salles, J., Souza, F., Elsas, Van. (2002). Molecular method to assess the
diversity of Burkholderia species in environmental samples. Appl. . Environ.
Microbiol. 68:1595-1603.

172. Bevivino, A., Sarrocco, S., Dalmastri, C., Tabachioni; S., Cantale, C.,
Chiarini, L. (1998). Characterization of a free-living maize-rhizosphere
population of Burkholderia cepacia: Effect of seet treatment on disease
supression and grow promotion of maize. FEMS. Microbiol. 27: 225-237.

173. Pirone, L. (2005). Detection of cultured and uncultured Burkholdeia cepacia
complex bacteria naturally ocurring in the maize rhizosphere. Environ
Microbiol. 7: 1734-1742.

174.Barrios, J. (2010). Antagonismo de sustancias extracelulares de aislados
de Pseudomonas sp. provenientes de la cuenca del ric Manzanares.
Trabajo de grado. Departamento de Bioanalisis, Universidad de Oriente,
Cumana.

175.Morales, Y. (2009). Actividad antagénica de Pseudomonas aeruginosa
provenientes de coprocultivos de nifios menores de 5 afos. Trabajo de
grado. Departamento de Bioanalisis, Universidad de Oriente, Cumana.

130




176. Thomashow, L. (1996). Biological control of plant root pathogens.
Environmental biotechnology. 7:343-347 .

177.Kloepper, J., Leong, J., Teintze, M., Schroth, M. (1980). Pseudomonas
siderophores: a mechanism explaining disease-suppressive soils. Cument
Microbiology. 4:317-320.

178.Paulitz, T., Loper, J. (1991). Lack of a role for fluorescent siderophore
production in the biological controlof Pythium damping-off of cucumber by a
strain of Pseudomonas putida. Phytopathology. 81:930-935.

179.Gaffney, T., Lam, S., Ligon, J., Gates, J., Frazelle, A., Di Maio, J., Hill, S.,
Goodwin, S., Torkewitz, N., Alishouse, A., Kempf, H. Becker, J. (1994).
Global regulation of expression of antifungal factors by a Pseudomonas
fluorescens biological control strain. Mol Plant Microbe. Interact. 7(4):455-446.

180. Riera, N. (2012).Purificacién y caracterizacion de un metabolito antifingico
producido por Pseudomonas fluorescens CFBP2392. Trabajo de grado.
Facultad de Ciencias. Universidad de la Republica. Montevideo Uruguay.

181.Mora, J. (2013). Actividad Antifingica de La, Microflora Asociada a
Rizésfera de Pimenton (Capsicum annuum L.) en Puerto de La‘Madera,
Cumang, estado Sucre. Trabajo de grado. Departamento de Bioanilisis,
Universidad de Oriente, Cumana.

182. Manwar, A., Khandelwal, S., Chaudhari, B.,, Meyer, J., Chincholkar, S.
(2004). Siderophore Production by a Marine Pseudomonas aeruginosa and
Its Antagonistic Action Against Phytopathogenic Fungi .Applied
Biochemistry and Biotechnology. 118:243-251.

183. Benincasa M, Abalos A, Oliveira |, Manresa A. (2004).Chemical structure,
surface properties and biological activities of the biosurfactant produced by
Pseudomonas aeruginosa LBI from soapstock. Antonie van Leeuwenhoek.
85:1-8.

184.Coenye, T., Mahenthiralingam, E., Henry, D., Lipuma, J., Laevens, S,
Gillis, M., Speert, D., Vandamme, P. (2001). Burkholderia ambifaria sp.
nov., a novel member of the Burkhoideria cepacia complex including

131



biocontrol and cystic fibrosis-related isolates. Int. J. Syst. Evo.l Microbiol.
51:1481-1490.

185.Estrada, P., Bustillos, R., Caballero, J. (2001). Burkholderia, a genus rich
inplant-associated nitrogen fixers with wide environmental and geographic
distribution. App. Environ. Microbiol. 67:2790-2798.

186.Arraiz, N. (2001). Quorum sensing y virulencia en Pseudomonas
aeruginosa. Kasmera. 29(1):97-118.

187.Andreoni V., Gianfreda, L. (2007).Bioremediation and monitoring of
aromatic-polluted habitats. App!/ Microbiol Biotechnol. 76:287-308.

188.Rosenberg, F., Hermandez, H. (1989). Antibiotic Resistance of
Pseudomonas from German Mineral Waters. Toxicity Assessment. An
International Journal. 4:281-294.

189.Massa S., Petruccioli M., Fanelli M., Gori, L. (1995). Drug resistant bacteria
in non carbonated mineral waters. Microbiol. Res. 150:403-408.

190.Messi, P., Guemiern, E., Bondi, M. (2005). Antibiotic resistance and
antibacterial activity in heterotrophicbacteria of mineral water  origin.
Science of the Total Environment. 346:213— 219.

191. Tirodismo, |., Arvanitidou, M., Dardavessis, T., Bisiklis, A.; Alexiou-Daniil, S.
(2010). Prevalence and antibiotic resistance of Pseudomonas aeruginosa
isolated from swimming pools in northern Greece. Eastermm Mediterranean
Healht Journal. 16(7).783-787.

192.Alvarez, A. (2011). Susceptibilodad antimicrobiana a betalactamicos y
deteccion de betalactamasas en bacterias gran negativas no
fermentadoras aisladas del rio Manzanares. Cumand, estado Sucre.
Trabajo de grado. Departamento de Bioanalisis, Universidad de Oriente,
Cumana.

193.Ullah, A., Durrani, R, Ali, G, Ahmed, S. (2012). Prevalence of
antimicrobial resistant Pseudomonas aeruginosa in fresh water spring
contaminated with domestic sewage Journal of Biological and Food
Science Research. 1(2): 19-22

132




Anexo

Material de vidrio

Envases de vidrio.

Cilindro graduado de 250 mL, 500 mL, 1000 mL.
Fiolas de 250 mL, 500 mL

Termbémetro.

Equipo de filtracion de membrana.

Placas de Petn.

Tubos de ensayo 13x100 cm y 16x150 cm

Material electrénico

pH Metro electrénico marca.

Bomba de vacio.

Microscopio marca Nikon Eclipse, objetivos 40x0,65, 10x0,25, 4x0,10, 100x1,25
oil.

Estufas.

Medios de cuitivo
Agares

Agar Plate Count (PC).

Agar nutriente

Agar Brain Heart infusion (BHI).

Aga Bair Parker (BP)

Agar McConkey (MK)

Agar eosina azul de metileno (EAM).
Agar sangre (Sg).

Agar RA.

Agar manitol salado (Ms).

Agar cetrimida (C).

Agar Miuller Hinton (MH)

Agar lisina hierro (LIA)

Agar hierro de Kligler (KiA)

Agar Hugh y Leifson (agar oxidacién fermentacion O/F)
Agar motilidad

Citrato de Simmons

Gelatina
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Caldos
Nitratado.
Almidén

Asparagina

Los medios de cultivo utilizados se prepararon a partir de las formas deshidratadas
suministradas por las casas comerciales o se mezclaron los constituyentes del
medio, de acuerdo a la formula correspondiente. Los medios se constituyeron con
agua destilada y posteriormente se esterilizaron en autoclave a 21°C por 15
minutos.

Reactivos

Solucion cristal violeta.
Solucién lugol.

Solucién alcohol-cetona.
Solucién safranina.

Reactivo de Kovacs.
Soluciéon a- naftilamina 0,5%
Acido sulfamilico 0,8%
Solucién de Winogradsky
Solucion extracto de tierra

Material biologico

Las cepas controles

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Escherichia coli ATCC25922,
Staphylococcus  aureus  ATTC25923, Escherichia coli ATCC25972,
Staphylococcus aureus ATCC29213 Klibsellia neumoniae ATCC23352 y el hongo
filamentoso Aspergillus niger.
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Anexo fotografico

Actividad antimicrobiana

Figura 10. Efecto antagénico Pseudomonas fluorescens cepa MA-PC contra Escherichia coli
ATCC25922.

.

Figura 11. Efecto antagénico Pseudomonas aeruginosa cepa MA-PC/C contra Escherichia
coli ATCC25922.

Figura 12. Efecto antagénico Pseudomonas aeruginosa cepa MA-PC/C contra Escherichia
coli ATCC25972.
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Figura 13. Efecto antagénico Pseudomonas fluorescens cepa MA-PC contra Staphylococcus
aureus ATCC25923.

Figura 14. Efecto antagonico Pseudomonas aeruginosa cepa MA-PC/C contra
Staphylococcus aureus ATCC25923

Figura 15. Efecto antagénico Pseudomonas aeruginosa cepa MA-PC/C contra
Staphylococcus aureus ATCC29213.
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Figura 16. Efecto antag6nico Pseudomonas fluorescens cepa MA-PC contra Kiebsiefla
pneumoniae ATCC23352.

Figura 17. Efecto antagénico Pseudomonas aeruginosa cepa MA-PC/C contra Klebsiella
pneumoniae ATCC2335.
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