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ResumenLa efectividad de formacion deofilms o “biopelicula” por cepas deseudomong su capacidad de disminucion del
cloro y antagonica para bacterias coliformes, peren gran medida, estudiar la capacidad deRiginosay P.fluorencengara
formar biopelicula. Para el disefio experimentaltdizaron cuatro tanques con agua potable, adhsrile adiciono Tiosulfato de
sodio para eliminar las concentraciones de claama Bfectuar la formacion ¢éofilms se colocaron cuatro estructuras en forma de
“T" de PVC, sostenidas con alambre dulce. Se atfitim tres tratamientos, uno conderuginosa otro con Pfluorencensy la
mixtura (combinacién de ambas cepas). Para catfaniento se realizaron conteos, caracterizacionaytificacion de colonias
bacterianas. Con el objetivo de determinar la efeletd de formacion dbiofilms por cepas de Reruginosay P.fluorescensasi
como también su capacidad de disminucion del glaantagonica para bacterias coliformes. NuestrasilRelos indican que P.
aeruginosa presentd una mayor capacidad para fdimfdms en comparacion con los demas tratamientosidflms formado
mostré efectividad en disminuir las concentraciodescloro utilizadas, asi como también, gran patelntagonismo contra
Escherichiacoli. P.aeruginosamostré mayor capacidad de antagonismo con undeallonm de diametro. Hemos encontrado que
las cepas dBseudomonaitilizadas producehiofilms eficientemente, el cual reduce las concentracideegoro.
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Abstract The effectiveness of formation of biofilms or "biof" by strains of Pseudomonas and their capaoitgtiuce chlorine
and antagonistic to coliform bacteria, allows farge extent, study the ability of P. aeruginosa Bnfluorencens to form biofilm.
For the experimental design four tanks with drigkimater were used, to which sodium thiosulfate agded to eliminate chlorine
concentrations. To make the formation of Biofilnieur PVC "T" structures were placed, supported vetheet wire. Three
treatments were used, one with P. aeruginosa, enwaith P. fluorencens and the mixture (combinatibboth strains). Counting,
characterization and quantification of bacteridbnges were carried out for each treatment. In otdeletermine the effectiveness
of biofilm formation by strains of P. aeruginosadd? fluorescens, as well as their capacity tocedinlorine and antagonistic to
coliform bacteria. Our results indicate that Pugerosa showed a greater capacity to form biofilimgomparison with the other
treatments. The strains showed effectiveness iredsing the concentrations of chlorine used, alsasebreat power of antagonism
against Escherichia coR. aeruginosa showed greater antagonism capatityavimm diameter halo. We have found that thenstra
of Pseudomonas used produce biofilms efficientlyictv reduces chlorine.
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Las bacterias existen en la naturaleza bajo dosa®ro matriz de exopolisacéridos y adheridos a una seenmerte
estados: a) bacterias planctonicas, de libre fimacy b) 0 un tejido vivo [2].
bacterias formadoras debiofilms en colonias de Cuando se corta una tuberia de agua potable see pued
microorganismos sésiles [1]. Hiiofiim se define como observar la formacion de un “limo” de color verdecaal
comunidad de microorganismos que crecen embebidasa denominamosiofilm. Esto nos trae a nuestras mentes muchas
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interrogantes: ¢Sera esto dafiino para nuestra ?sglkd
normal?

La formacion de biopelicula esta dada por el ingrés
microorganismos a la red, los cuales se adhietas taberias
por medio de las Sustancias Poliméricas ExtraceisiigePS),
el cual forma una matriz microbiana que se alimetaa
nutrientes del agua y de la tuberia, que a su besprbe
compuestos inorgénicos. Dentro de esta matrizrspreesos
de reproduccidon y desprendimiento que conllevanaa |
formacion de nuevos agregados en otros puntos idelld.a
formacion de la biopelicula afecta en gran medidairdices
de cloro y el flujo de agua dentro de las rededisteibucion
[3]. El crecimiento bacteriano en los sistemas de
almacenamiento y distribucion de agua potable p®din
deterioro de la calidad del agua, alterando sursghaor,
aumentando la turbiedad e incluso puede llegareetaf su
conformidad con las normas microbioldgicas de ealif].

Un biofilms desarrollado es muy resistente, y un problema
cuando se precisa un entorno limpio y desinfectdds
microbios delbiofilms pueden significar un reservorio de
bacterias, involucrarse en contaminaciones cruzaitdasrar
las contaminaciones de liquidos, y poner seriasulliides a
la higiene [5].

Pseudomonagonstituyen un género especifico de los
bacilos, formado por bacterias oxidasa positivagiéeir, que
producen esta enzima) y Gram negativas (ya quelaqaieren
una tonalidad azulada cuando se les aplica la awtor de
Gram) [6].

El objetivo de esta investigacion consistio en rieirear la
efectividad de formacion deiofilms por cepas de P.
aeruginosay P.fluorescensasi como también, su capacidad
de disminucidon del cloro y antagbénica para badteria
coliformes.

2.

2.1. Construccion y preparacion del sistema para el dis®
experimental

Se utilizaron cuatro tanques con un volumen deSlIGAI.
Se utiliz6 cloro para limpiar las paredes intemafos tanques.
A cada tanque se le adicionaron 14,28 | de agwbjeoy 1 ml
de Tiosulfato de sodio, en cada uno de los tratzimsey el
control, se colocaron cuatro estructuras en foredTd de
PVC (Figura 1).

Figura 1. Estructuras en forma de “T” de PVC (1 Pulg) susigas en el
tratamiento, se usaron para la formacion de ladbiopla bacterianamiofiims.

2.2. Inoculacioén bacteriana
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Se utilizaron cepas dB. aeruginosay P. fluorencens
aisladas de cultivos puros e inoculadas en calgidasa de
soja (120 ml) por un periodo de 24 horas y posterente
colocadas en los tratamient®s @eruginosa, P. fluorenceys
mixtura). Se agregd 10 ml del inoculo con la aydéauna
micropipeta, cada tanque etiquetado con su respecti
identificacion y tapados herméticamente para eviar
contaminacion.

2.3. Caracterizacién, formacion y cuantificacion de las
colonias o cepas formadoras deiofilms

2.3.1. Caracterizacién y formacion

Para verificar el desarrollo de las cepas formaiata
biofilms se realizaron cultivos eagar Cetrimidepara los
tratamientos y el control, cada cuatro dias desfgeélsaber
inoculado las cepas en los tanques en dos ocasemaglicd
la técnica de hisopado sobre las “T" de PVC y eoayuda de
un asa bacterioldgica se realiz6 el cultivo. Seann aspectos
morfoldgicos, como: elevacion, tamafo, borde, cojor
consistencia de las colonias bacterianas.

2.3.2. Cuantificacion

Para efectuar el conteo de colonias (UFC) en los
tratamientos se realizaron diluciones en serie tabos de
ensayo de 10 ml, los cuales contenian 6 ml de igoluc
isotonica al 0,8 %, se realizo el hisopado en Tdsde PVC
para el control y cada tratamiento, se utilizares tubos para
cada uno, se etiquetd y a partir de esas dilucisegsocedio
hacer cultivos de los dos primeros tubosagar Cetrimide.
Luego de obtener el crecimiento se procedid a zazalgl
conteo, urilizando el contador de colonias baateisa

2.4. Determinacion de la capacidad fisiolégica dediofilms

El biofilmsformado en la “T” de PVC pdP. aeruginosa,
P. fluorencensy en mixtura se enfrent6 a diferentes
concentraciones de cloro (0.2 ppm, 0.5 ppm y 1.0)pp
utilizando un control para cada tratamiento (0.8nppse
utilizaron cuatro envases con volumen de 3.78 & mada
concentracion, se colocaron 3 | de agua en cadseroon las
concentraciones de cloro antes mencionadas, eredoarbn
colocadas las “T” de PVC. Se tom0 lectura de cioimal, a
las 12 y 24 horas. Los envases se taparon con alpehio
para evitar cualquier tipo de contaminacién.

2.5. Capacidad antagdnica ante cepas de coliformes

Se realizaron dos pruebas por cada tratamientatil&s
agar Bacterioldgico y Tripticasa de soja en cacortaron
discos de papel filtro, los cuales fueron introdosien tubos
de ensayo con agua destilada estéril, se les moeul
aeruginosa P. fluorencensy la mixtura obtenida de los
tratamientos iniciales y luego se incubaron pareratimiento
a 37 °C por 24 horas. Esos discos fueron usadaspedir la
capacidad antagénica de cada una de las cepasa contr

RIC | 75



Abadia (et al): Efectividad de la formacion de biofilms por cepas de pseudomona y su capacidad de disminucion de cloro y antagonica de bacterias
coliformes

crecimiento en placas Petri cdh coli, colocando discos
impregnados de estas cepas bacterianas.

3. Resultados y discusion

En la caracterizacion morfoldgica de las coloniasapgos
tratamientos se pudo determinar que las cepasadtéls iban
en constante desarrollo y ambas presentaban mgidslonuy
parecidas. Sin embargo, al ser utlizadas en naxtas
caracteristicas obtenidas concuerdan en su tafadiolalas de
P. aeruginosajo cual muestra un dominio de esta bacteria
contraP. fluorencengtabla 1).

Tabla 1.Caracteristicas morfologicas de las colonias cudtas a los 4 dias
de haberse inoculado las cepas en los tratamientos

Caracteristicas P P Control  Mixtura
aeruginosa  fluorescens

Elevacién Plana Convexa ------- Plana

Tamaio Grandes Pequefias ~ ------- Grandes

Color Crema Crema ~  -=----- Crema

Borde Ondulado Redondo ~  ------- Ondulado

Consistencia Cremosa Cremosa ~ ------- Cremosa

De las cepas utilizada®,. aeruginosa presenté mayor
capacidad de formacion deiofilms la cuantificacién de
colonias para este tratamiento fue altamente supenn
respecto a los dB. fluorencensy mixtura. Sin embargo, al
mezclar ambas cepas no presentaron gran cantidzandiotéas
(figura 2).La referencia [8] muestra que aeruginosees el
modelo bacteriano en el que se han realizado lanzagie los
estudios de formacion dbiofilms y regulacién mediante
guorum sensin¢forma en gue se comunican las bacteras).
importante sefialar que este es un estudio expadimparo es
necesario tomar en cuenta la capacidad de los ryé&rsmos
para formar biopelicula sobre cualquier materialsitio
determinado, en este caso bacterias del gérsgadomona,
las cuales muchas son patdgenas para el ser humano.
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Figura 2. Cuantificacién de colonias bacterianas (UFC) foronad d:
biofilmsen las estructuras en forma de “T” de PVC, 20 déspués c
haberse inoculado las cepas en cada tratamiento.
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Para determinar la capacidad fisioldgica y estrattdel
biofiims se realiz6 un ensayo, donde se someten
biopeliculas formadas por los tratamient®s deruginosa, P.
fluorencensy mixtura) a diferentes concentraciones de cloro,
se realizan lecturas de la concentracion de cloi@al (O
horas); a las 12 horas y 24 horas. También, sedutih control,
se obtuvo que las concentraciones de cloro disranoay
totalmente para los tratamientBs aeruginosgfigura 3), P.
fluorescengfigura 4), y en mixtura (figura 5) y parcialmente
para el control. La referencia [9] muestra quenleestigacion
desarrollada en Francia demuestra que los procdsos
desinfeccion quimica son solo parcialmente exitaswsla
remocién delbiofiims Los bajos niveles de cloro en la red
permiten que exista una alta carga de microorgassm
circulando en el agua. Esto no solo se ve reflegalaun
potencial problema de salud publica sino tambiénuan
problema técnico y econdémico, ya que existen
microorganismos que han generado resistencias a los
desinfectantes y que son potencialmente patégdoagie
encarece el tratamiento e impide garantizar quageh sea
potable en todos los puntos de la red [7].

Hace falta comprobar mas a fondo si las bacteras d
géneroPseudomonay otros microrganismos desarrollan la
capacidad de disminuir agentes quimicos como eb cjo
cuales mecanismos utilizan. Posiblemente la distidnude
cloro obtenida haya sido debido k#bfilms formado por las
cepas dd’seudomonaya que existen otros factores como la
volatilizacién, turbidez, pH y temperatura que pretener un
efecto en la disminucion de este.
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Figura 3. Biofilms formado por P. aeruginosaenfrentado a diferentes
concentraciones de CI.
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Figura 4. Biofilms formado porP. fluorescensenfrentado a diferentes
concentraciones de Cl.

1.2
(@} 1 % 1
S
2 0.8
S E 06 06 0.6
S o 0:5 0.5 054,
S22 o4 0:4
c O3
Q 0.2 02 0.2
e 0.13
S 0 0
Inicial 0 12 24

Tiempo (horas)

Figura 5. Biofilms formado por la mixtura enfrentado a diferentes

concentraciones de Cl.

Las pruebas de antagonismo confacherichia coli
muestran una efectividad en todos los tratamiemitzados,
cuyos espacios de inhibicion resultan entre 0,9 rani de
diametro (tabla 2), lo cual concuerda con los tedok
obtenidos por Ysasis y Flores, en donde comprol®) lgu

aeruginosgroduce antagonismo contra otros microrganismos

[10]. Vale la pena diversificar este estudio, meterminar los
metabolitos producidos por estas bacterias y liaagpdn que
puedan tener, por ejemplo, el biocontrol. També¥auar el
antagonismo contra otras especies de bacterias.

Tabla 2. Efectividad de antagonismo por las cepaBsiudomona

contraE. coli
Diametro de halo
Tratamientos de antagonismo
(mm)
P. aeruginosa 1
P. fluorencens 0.9
Mixtura 1
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4. Conclusiones

P. aeruginosapresentd mayor capacidad para formar
biofilmsen comparacién con los demas tratamientos, sembtu
disminucion del cloro. P. aeruginosa, P. fluorencensen
mixtura desarrollaron poder antagoénico contra lateva
Escherichia coli el cual fue mayor parB. aeruginosay la
mixtura.

Se deben realizar estudios més profundos paraceersi
esta disminucion es debida a los microorganismsss puede
deber a otros factores, como: volatilizacién, temapea,
turbidez, etc.

Es importante comprobar profundamente si ciertas

bacterias tienen la capacidad de reducir el clprde esta
manera pueden ser utilizadas para eliminar esteeel® en el
producto final de las plantas de tratamiento deagesiduales,
y evaluar los indices de cloro adicionados en lastgs de
tratamiento de agua potable y al llegar a nuestogares, ya
que, las biopeliculas pueden tener un efecto distainucion
de este.

Las limitaciones de nuestro proyecto recaen espa®o,
tiempo y el requerimiento de mejores equipos derktbrio y
reactivos.

Este estudio abre las puertas a la realizaciénudeas
investigaciones relacionadas con la formacionbasilms
sobre cualquier objeto, tejido o material y las lingTiones
gque pueda tener en la salud del ser humano, asi tzonbién,
evaluar las formaciones de biopeliculas en las sredke
distribucién de agua potable y el papel que desgmpe este
sitio.
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