UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE
ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

EFECTO ANTAGONICO DE Pseudomonas spp. AISLADAS DE LAS
POZAS
TERMALES “AGUAS DE MOISES”, CARIACO, MUNICIPIO RIBERO,
ESTADO SUCRE
(Modalidad: Tesis de Grado)

JOHANA ALEJANDRA MOSQUERA GUEDEZ

TRABAJO DE GRADO PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL
PARA OPTAR AL TITULO DE LICENCIADO EN BIOANALISIS

Cumang, 2012



INDICE

DEDICATORIA ..ottt e e e e b e e e e e nraeeenneeas |
AGRADECIMIENTOS ...t e 1|
LISTA DE TABLAS ..ottt s e e e nnae e i
LISTADE FIGURAS ...ttt e e e ne e e v
RESUMEN. ... et e e st e e st e e snae e e s naeeennaeeens Vv
INTRODUCCION ...cooiiiiiiiisiisis ettt 1
METODOLOGIA ..ottt 7
(00T o o (o (=] -V g PSSR 7
Reactivacion de la cepa CoNSErvVada..........cccccveieeieieeiisie s, 7
ObServacion MACIOSCOPICA ....ecvveiveerieeriesiesieeeeseesteeeesreesseeseeaseesseeseeaseessaesseaneesseesees 7
ObSErvacion MICIOSCOPICA .....ecvveiveeveeresiieiteetesteesteete s e steesteaeesraesreereesraesreaneesneesnas 7
Pruebas DIOQUIMICAS ......ccveiiiieiiccc e 8
ANtagonismMO DACLEIIAND ........ccccviiiiiieie e e 8

Los aislados de Pseudomonas se enfrentaron a cepas indicadoras provenientes del
CVCM: Escherichia coli K12 CVCM 178, Pseudomonas aeruginosa CVCM 787,

Bacillus subtilis CVCM 591 y Staphylococcus aureus CVCM 636...........cccevvervvennenn. 8
Método de doble Capa en agar..........cccveveiieiiee s 8
Método de difusion de discos de papel filtro en agar.........cccocvevevieeivereiiieneenens 9

ANALISIS ESLATISTICO......vevieeeiei e 10

RESULTADOS ...ttt nnee s 11

DISCUSION ..ottt 18

CONCLUSIONES ... s 24



RECOMENDACIONES ... .ottt er e e e e e e e e s e e e er e eesare s e e e eseeraree s 25
BIBLIOGRAFIA . oo et e et e et e e et e e e e e e e et e e er e e e et e e esaeerann 26
APENDICE ... oot e e et e et et et e et et e e e e e et e s e e e e et e e e e et e s e e arenn 30

HOJAS DE METADATOS ..o s 37



DEDICATORIA

A

Dios todopoderoso, por haberme dado la dicha de conocer lo agraciado de la vida y
porgue cada una de mis metas las he visto realizarse con el mejor de los éxitos.

Mis padres Alejandrina y Joel, ambos decidieron traerme a este mundo, me cuidaron y
ensefiaron lo bueno y malo del vivir cada dia, a ellos les agradezco y les debo todo el
éxito que hoy dia he logrado con tanto esfuerzo. Por todas esas maravillosas cosas les
doy las gracias por ser unos padres ejemplares.

Mi bebé Johan, que Dios lo mando en el mejor momento de mi vida y que por él mi
esfuerzo tuvo que ser mayor.

Mi esposo William, por su paciencia y apoyo. Juntos hemos madurado y poco a poco
salido adelante, tomados de la mano nuestros éxitos han sido grandes.

Mis tias Omaira y Nellito, quienes estuvieron a mi lado desde el comienzo de mi carrera,
su ayuda y apoyo incondicional lograron que jamas decayera.

Mis hermanas Vanessa y Carmen por su gran apoyo y consejos a lo largo de mi carrera
universitaria.

Mis suegros, en especial Sr. José por sus consejos oportunos en los momentos mas
dificiles.

Y a las que no pueden faltar, mis grandes amigas, Edith, Pierina, Yohanna y Vicmarys.
Complices de toda esta historia tan hermosa como fue la de estudiantes, siempre
estuvieron a mi lado. Compartimos momentos que jamas olvidaré y que recuerdo con
mucha alegria. jAmigas son las mejores!

iA todos, gracias por formar parte de este grandioso éxito!



AGRADECIMIENTOS

A

La profesora Yasmina Araque, por ser vocera de este grandioso éxito, gracias por tender
su mano hacia mi, por su apoyo incondicional.

La profesora Elsa Salazar, por aceptar ayudar en la realizacion de este trabajo, su
experiencia y consejos fueron de mucha ayuda.

La profesora Dina Antdn, por la colaboracion prestada en el laboratorio de bacteriologia
clinica, donde pase la mayoria del tiempo realizando el analisis de mi tesis.

Todos aquellos que de forma desinteresada me apoyaron y dieron un aire de aliento en
los momentos mas dificiles de mi carrera, sobre todo en la realizacion de mi tesis.

Mi compafiera Rita Loero, por tenderme la mano en los uUltimos momentos de mi
carrera, por sus consejos que fueron de gran ayuda y porque su lucha constante me sirvié
de ejemplo.

iMuchas gracias!



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Frecuencia de Pseudomonas aeruginosa y otras especies de Pseudomonas,
productoras de efecto antagénico, aislados de 3 piscinas del balneario “Aguas de
Moisés”, Cariaco, Municipio Ribero, estado SUCKE. ........ccccvevereeieiie e e seee e 11
Tabla 2. Efecto antagonico producido por cepas de P. aeruginosa provenientes de 3
pozas del balneario “Aguas de Moisés”, Cariaco, Municipio Ribero, estado Sucre.,
crecidas en medio con tripticasa de soya, sin azlcar afadido, contra cuatro cepas
indicadoras del centro venezolano de colecciones de microorganismos, a través de los
métodos doble capa y difusion de diSCOS €N AQAr. ......ccverveveereerieeiese e 12
Tabla 3. Efecto antagdnico producido por cepas de Pseudomonas spp. provenientes de 3
pozas del balneario “Aguas de Moisés”, Cariaco, municipio Ribero, estado sucre.,
crecidas en tripticasa de soya, sin azlcar afiadido, contra cepas indicadoras del centro
venezolano de colecciones de microorganismos, a través de los métodos doble capa y

difusion de dISCOS BN AQAT. .......ccveeieiieecie ettt e et e e e nre e e 13



LISTA DE FIGURAS

Pag.

Figura 1. Efecto antagonico de cepas de Pseudomonas aeruginosa y otras especies de
Pseudomonas crecidas en diferentes sustratos contra cuatro cepas provenientes del
centro venezolano de colecciones de microorganismos en relacion al tiempo y a la fase
de crecimiento, a traves del método difusion de disCoS en agar. .........cccevevvereerveseennnn, 14
Figura 2. Diametros promedios (mm) de los halos de inhibicion producidos por
Pseudomonas aeruginosa crecidas en diferentes sustratos, frente a diferentes bacterias
indicadoras, mediante el método de doble capa con 24 horas de incubacion..................... I
Figura 3. Diametros promedios (mm) de los halos de inhibicion producidos por cepas de
Pseudomonas spp. crecidas en medios con diferentes sustratos, frente a diferentes
bacterias indicadoras, mediante el método de doble capa al cabo de 24 horas de
LW o o T oSS 16



RESUMEN

En el presente estudio se evalud el efecto antagonico de 17 cepas del género
Pseudomonas, aisladas de tres piscinas del balneario “Aguas de Moisés”, Municipio
Ribero, estado Sucre, Venezuela, contra cuatro cepas indicadoras provenientes del
centro venezolano de colecciones de microorganismos (CVCM) en distintos sustratos,
también, se midid la accion de diferentes sustratos en la actividad inhibitoria, en
relacion a la fase de crecimiento de las cepas productoras a cuatro horas distintas de
incubacion (6,12,18 y 24). La determinacion del efecto antagonico de dichas cepas se
realiz6 mediante los métodos de difusion de discos en agar y doble capa. Se aplicd un
analisis de varianza de doble via (ANOVA) con un nivel de confianza de 95%. Las 17
cepas del género Pseudomonas mostraron actividad antagdnica contra cepas indicadoras
Escherichia coli K12 CVCM 178, Pseudomonas aeruginosa CVCM 787, Bacillus
subtilis CVCM 591 y Staphylococcus aureus CVCM 636. Los mayores halos de
inhibicién producidos por cepas de P. aeruginosa y otras especies de Pseudomonas
fueron contra las cepas indicadoras S. aureus y B. subtilis. A través del método de doble
capa, se evidencio un mayor efecto antagonico por el género Pseudomonas contra cepas
de distintos géneros bacterianos, estas cepas de P. aeruginosa y Pseudomonas spp.
produjeron un mayor efecto inhibitorio en los medios con glucosa afiadida en relacién a
los demés sustratos empleados. La actividad antagénica se produjo mejor en la fase
estacionaria de crecimiento, donde las cepas produjeron un mayor efecto antagénico
contra las cepas indicadoras.



INTRODUCCION

Las bacterias del género Pseudomonas se definen como bacilos Gram negativos,
aerobios estrictos, madviles, constituidos por uno o varios flagelos polares; producen
pigmentos solubles en agua, son catalasa y oxidasa positiva, con ausencia de formacion
de gas a partir de glucosa y capaces de crecer a temperaturas entre 4 y 43°C (Pumarola et
al., 1992; Rodriguez, 1997).

Actualmente, la clasificacion para los miembros del género Pseudomonas esta basada en
la homologia de secuencias de ARN, se ubica taxondmicamente en el reino Procariota,
orden Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae y estd conformada por cinco
grupos, donde se incluye el grupo fluorescente (Grupo I ARNr), constituido a su vez por
las especies: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,

Pseudomonas veronii y Pseudomonas monteilii (Koneman et al., 2008).

Las especies P. fluorescens y P. putida son recuperadas con menor frecuencia en
muestras humanas, con respecto a P. aeruginosa. Sin embargo, P. fluorescens es
considerada, igualmente, como tipico patdgeno oportunista para el hombre; asociado a
septicemia ocasionada por diversas causas como heridas, transfusiones sanguineas,
infeccion post-operatorias y enfermedades inflamatorias de la pelvis. Estas bacterias se
encuentran en el ambiente hospitalario como contaminantes de fuentes de agua,
soluciones de amonio cuaternario, suelo, entre otros (Pajaro et al., 1995; Esnard y Diaz,
1997). La temperatura de crecimiento oscila entre 30 y 37°C; sin embargo, P.
fluorescens se diferencia de P. putida en la capacidad de desarrollarse a temperatura de
4°C, reducir nitratos e hidrolizar la gelatina. Ambas especies producen fluoresceina pero

no piocianina (Murray et al., 1999; Alvarez, 2001).

En el caso de P. aeruginosa, su papel como germen intrahospitalario radica en su
relativa resistencia a los antisépticos y antimicrobianos. Todo esto determina que sea

comun encontrar y aislar estas especies como parte de la flora de pacientes



hospitalizados, sobre todo al colonizar el tracto respiratorio de estos con asistencia
respiratoria. P. aeruginosa es una bacteria oportunista, que causa en Su mayoria
infecciones asociadas con cambios de los mecanismos de defensas locales o sistémicas
del hospedero. Las infecciones ocasionadas por P. aeruginosa pueden afectar maltiples
organos y sistemas, cuyas localizaciones mas frecuentes son: el aparato respiratorio,

urinario, ético, ocular y cutaneo (Martinez, 2001; Vergara et al., 2007).

Los representantes del género Pseudomonas tienen requerimientos nutricionales muy
sencillos y se desarrollan organotréficamente a valores neutros de pH y a temperaturas
entre los limites mesdfilos. Una de las propiedades mas sorprendentes del género
Pseudomonas es la amplia variedad de compuestos organicos que utiliza como fuente de
carbono y como donadores de electrones para la generacion de energia. Pseudomonas se
encuentra ampliamente distribuida en diversos ambientes, acudticos, terrestres y
mesotermales donde, probablemente, es responsable de la degradacion aerobia de
muchos compuestos solubles, derivados de la degradacion de materias vegetales y
animales (Mosso et al., 1994; Broocks et al., 2001).

La conformacion genética del género Pseudomonas es muy versatil por poseer operones,
elementos moviles como transposones y plasmidos, que permiten la transferencia de
material genético y, por lo tanto, la rapida adaptacion frente a la presencia de agentes

contaminantes nuevos en un ecosistema en particular (Ferrera et al., 2006).

Las bacterias del género Pseudomonas son capaces de procesar, integrar y reaccionar a
una amplia variedad de condiciones cambiantes en el medio ambiente, y muestran una
alta capacidad de reaccién a sefiales fisicoquimicas y bioldgicas. Se han descrito cepas
capaces de adquirir resistencia a metales pesados, disolventes organicos y detergentes, lo
cual les permite explotar una amplia gama de fuentes de carbono como nutrientes; asi
como colonizar ambientes y nichos que dificilmente son colonizables por otros
microorganismos. Por ello, no es sorprendente que se considere a las bacterias de este

género un paradigma de versatilidad metabdlica, y microorganismos claves en el
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reciclado de materia organica en los compartimentos aerobicos de los ecosistemas,
jugando, por tanto, un papel esencial en la mejora y el mantenimiento de la calidad

medioambiental (Cornelis, 2008).

La degradacion de hidrocarburos por parte del genero Pseudomonas estd dado,
principalmente, por condiciones de pH adecuados, ya que podrian afectar la
biodisponibilidad de fuentes de carbono y energia. Este factor se constituye como uno de
los indicadores del proceso de biocontrol, y aunque Pseudomonas se puede adaptar
facilmente a condiciones extremas, estas cepas microbianas tienen un determinado rango
de tolerancia. A pH extremadamente alcalinos o acidos, la biodegradacién se hace lenta.
Generalmente, los suelos contaminados por hidrocarburos tienden a ser acidos, lo cual
limita el crecimiento y la actividad de Pseudomonas (Fernandez, 2001; Gomez et al.,
2008).

Ademés de las propiedades metabolicas antes descritas, las especies del género
Pseudomonas a nivel de ambientes acuaticos y terrestres producen un efecto antagonico
frente a otros microorganismos, esta accion puede ser aprovechada como forma de
control bioldgico de patdgenos. Se han descrito varios mecanismos de accién de los
antagonistas, para controlar el desarrollo de patégenos. Algunos de éstos son, la
produccion de moleculas quelantes de hierro (siderdforos), &cidos érganicos y
bacteriocinas (Pelldn et al., 2001; Mufioz, 2003; Chaves, 2007).

Las bacteriocinas se definen como péptidos bioldégicamente activos, que presentan
propiedades bactericidas contra miembros de la misma especie que la produjo o especies
muy relacionadas con la cepa productora. Representando a este grupo de bacterias
productoras de bacteriocinas, se encuentran especies como P. aeruginosa, Escherichia
coli y Staphylococcus aureus (Gonzalez et al., 2003).

Un gran numero de bacteriocinas han sido identificadas y caracterizadas en distintos

grupos, de acuerdo con su masa molecular y estabilidad al calor, mostrando un amplio o



reducido campo de accion antimicrobiano, segun el medio donde actuan y juegan un
papel muy importante en el ecosistema, ademas, representan un gran potencial para la
industria alimenticia, debido a que se pueden utilizar como conservadores bioldgicos
puros, ya que al degradarse no forman compuestos secundarios (Merifio et al., 2000;
Cintas et al., 2001; Gonzélez et al., 2003).

La funcién de las bacteriocinas consiste en capacitar a las bacterias productoras para
sobrevivir frente a sus competidores, ya que como antagonistas, impiden o limitan la
invasion de una cepa dentro de una comunidad microbiana establecida; cuando las
fuentes de nutrientes son limitadas, estas células productoras de bacteriocinas lisan a las
células sensibles y enriquecen de nutrientes al medio ambiente local. Se ha observado,
que algunas bacteriocinas actian como péptidos de sefial para la expresion de genes
(Moreira, 1993; Arquéz, 2003; Mufioz, 2003).

El mecanismo de accion de las bacteriocinas es muy diverso, puede involucrar bloqueos
metabolicos, formacidn de poros en la membrana celular, cambios en la permeabilidad
de la membrana celular, actividad de la nucleasa contra blancos de ADN, ARN y ARNt,
entre otros (Mufioz, 2003).

Generalmente, hay produccion de bacteriocinas cuando la cepa productora se cultiva a
una temperatura Optima de crecimiento. El desarrollo de cepas productoras a
temperaturas elevadas puede suprimir completamente la produccion de bacteriocinas, y
algunas veces excluir, irreversiblemente, esta propiedad. Otras investigaciones, también
han descrito pérdidas sustanciales en la actividad de las bacteriocinas de cultivos
incubados durante mucho tiempo, este efecto, posiblemente, ocurra por la existencia de
inactivadores especificos de las bacteriocinas, digestion enzimética o a la reabsorcion de
la bacteriocina por la cepa productora (Moreira, 1993).

Las bacteriocinas pueden ser codificadas en el cromosoma o en plasmidos; la piocina es

una bacteriocina producida por P. aeruginosa y se encuentra localizada en el cromosoma



(Muhoz, 2003).

La produccién méaxima de bacteriocina puede obtenerse suplementando un medio de
cultivo con factores limitantes del crecimiento como azUcares, vitaminas y fuentes de
nitrégeno, regulando el pH y eligiendo las mejores condiciones del medio, para

aumentar la eficiencia del proceso (Ogunbanwo et al., 2003).

Otros compuestos de suma importancia producidos por cepas del género Pseudomonas
son los siderdforos, capaces de capturar el hierro en la rizosfera en condiciones
limitantes de este elemento y le dan a las cepas de Pseudomonas la capacidad de tener
propiedades fungistaticas y bacteriostaticas cuando la concentracion de hierro es baja,
ayudandolas a controlar microorganismos patdégenos que se encuentran en el suelo con
el fin de estimular el crecimiento de las plantas (Pérez et al., 2001; Hass y Défago,
2005).

En los ultimos afios, en Venezuela, particularmente en el estado Sucre, se han realizado
estudios que evaldan la actividad antagonica de bacilos Gram negativos no
fermentadores, principalmente, en cepas del género Pseudomonas, tanto en el area

asistencial como a nivel ambiental (Araque et al., 2007; Morales, 2009; Barrios, 2010).

Araque et al. (2007) demostraron el antagonismo de aislados intrahospitalarios de
Burkholderia cepacia contra bacterias y hongos de ambientes hospitalarios, los cuales
representan un factor importante en la colonizacion de areas criticas, facilitando la

aparicion de cuadros infecciosos en pacientes alli recluidos.

Morales (2009) determind la actividad antagdnica en aislados clinicos de P. aeruginosa
contra cepas del centro venezolano de colecciones de microorganismos (CVCM) y
enterobacterias aisladas de los coprocultivos, lo que demuestra la capacidad de

colonizacién de esta bacteria.



Barrios (2010) comprobo la presencia de sustancias extracelulares antagonicas en cepas
de Pseudomonas spp., provenientes de la cuenca del rio Manzanares, que a futuro,
pudieran emplearse como estrategia de biocontrol de la densidad bacteriana de este tipo

de ambientes, debido a su capacidad para inhibir especies patdgenas.

En el presente estudio se propuso evaluar la produccion de sustancias antagonicas en
cepas de Pseudomonas sp., provenientes de sedimentos y aguas termales del balneario
“Aguas de Moisés”, municipio Ribero, estado Sucre, las cuales, pudieran ser utilizadas,
a mediano y largo plazo, como agentes de biocontrol de otros microorganismos
patogenos presentes en los balnearios; asi como, en la degradacion de compuestos

toXicos que contengan estas aguas Y suelos.



METODOLOGIA

Cepas bacterianas

Para la realizacion del presente estudio se analizaron 21 aislados bacterianos
previamente identificados como Pseudomonas spp., por medio de pruebas bioguimicas
convencionales, obtenidos de aguas y sedimentos procedentes de diferentes pozas
ubicadas en el balneario “Aguas de Moisés”, municipio Ribero, via Cariaco/Casanay,
estado Sucre, durante el periodo comprendido entre octubre del afio 2009 y enero de
2010. Las cuales se encuentran debidamente conservadas a temperatura ambiente en el

laboratorio de bacteriologia clinica.

Reactivacion de la cepa conservada

Cada cepa proveniente del agar conservacion se repicé en tubos con 3 ml de caldo
tripticasa de soya, y se incubd a 37°C por 24 horas en aerobiosis. Posteriormente, se
comprobd el crecimiento bacteriano de cada cepa y se sembraron en agar MacConkey
(MC), luego, se incubaron a 37°C por 24 horas en aerobiosis (Koneman et al., 2008).

Observacion macroscopica

A partir del crecimiento puro de las especies bacterianas en el agar MC, se procedio a
verificar las caracteristicas morfoldgicas de las colonias, tales como el tamafio, aspecto,
forma, color, olor, produccion de pigmentos y la fermentacion o no de la lactosa, a fin de

verificar las caracteristicas particulares de la especie en estudio (Koneman et al., 2008).

Observacion microscépica

A partir del crecimiento puro de las diferentes especies bacterianas en el agar MC, se
realizd la técnica de coloracion del Gram, con la finalidad de observar al microscopio la
morfologia celular y la afinidad tintorial (Hucker y Conn, 1923).



Pruebas bioquimicas

La identificacion bioquimica para Pseudomonas spp. se realizoO de acuerdo a los
procedimientos propuestos por Mac Faddin (2003) y Koneman et al. (2008) para bacilos
Gram negativos no fermentadores (BGNNF), empleandose las siguientes pruebas
bioquimicas: oxidasa, fermentacion de azucares, motilidad, oxidacion de azlcares
(glucosa, maltosa, xilosa, manitol y lactosa), reduccion de nitratos, descarboxilacion de

la lisina, hidrdlisis de la arginina, licuefaccién de la gelatina y crecimiento a 42°C.

Antagonismo bacteriano

Una vez identificadas las cepas como Pseudomonas spp., se procedio a la deteccion del
efecto antagdnico de las mismas a través del método de doble capa en agar (Dopazo et
al., 1998) y la tecnica de difusion de discos en agar (Lewus y Montville, 1991). En
ambos métodos se emplearon diferentes azlcares como fuente de carbono (glucosa,
maltosa, sacarosa, y manitol), los cuales se adicionaron, por separado, a una
concentracion de 0,2 %p/v, con el proposito de determinar el efecto del sustrato en la

actividad antagonica.

Los aislados de Pseudomonas se enfrentaron a cepas indicadoras provenientes del
CVCM: Escherichia coli K12 CVCM 178, Pseudomonas aeruginosa CVCM 787,
Bacillus subtilis CVCM 591 y Staphylococcus aureus CVCM 636.

Método de doble capa en agar

Con el objeto de determinar el efecto antagonico en cepas de Pseudomonas spp. contra
cuatro cepas bacterianas del CVCM, se emple6 el método de doble capa descrita por
Dopazo et al. (1998). Inicialmente las cepas estudiadas (posibles productoras)
previamente conservadas, se inocularon en agar tripticasa de soya (TS) sin carbohidrato
afiadido, y luego, se incubaron a 37°C, durante 24 horas, en aerobiosis. Posteriormente,
se procedio a tomar de 3 a 5 colonias aisladas y se colocaron en 5 ml de caldo TS hasta
que alcanzaron una turbidez de 0,5 en la escala de MacFarland (1,5x10° UFC/ml).

Luego, se tomaron 10 pl de dichas suspensiones y se dispensaron en placas con agar TS



con su respectivo azucar (glucosa, sacarosa, manitol, maltosa) afiadido, colocadas en 4
puntos equidistantes. Seguidamente, las placas fueron incubadas a 37°C por un periodo
de 24 horas en aerobiosis. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion y verificado el
crecimiento de las posibles productoras, en las placas de agar (con las cepas en estudio),
se expusieron a vapores de cloroformo por 30 minutos. Posteriormente, se procedid a
cubrir cada placa con 8 ml de agar TS fundido, que previamente fue inoculado con 100
ul de la cepa indicadora. Una vez solidificadas, las placas sembradas se incubaron por

24 horas a 37°C, en aerobiosis.

Método de difusion de discos de papel filtro en agar

El efecto antagdnico también se evalu6 mediante el empleo de extractos acuosos
obtenidos por centrifugacion de cultivos en caldo de las cepas de Pseudomonas spp.
incubados a distintos tiempos (6,12,18 y 24 horas), contra las cepas del CVCM,
anteriormente descritas, empleando el método de difusion de discos de papel filtro en
agar (Lewusy Montville, 1991), siguiendo el procedimiento de la siguiente manera: Se
inocularon de 3 a 5 colonias de las cepas aisladas (posible productora) previamente
conservadas, en 5 tubos con caldo TS, a 4 de éstos se les afiadié 0,2% del azlcar a
emplear, siendo el control el medio con caldo TS, sin azlcar, con la cepa inoculada.
Luego, se procedid a incubarlos a 37°C por 6, 12, 18 y 24 horas, a fin de determinar la
produccion de sustancias antagonicas en relacion a la fase de crecimiento de las posibles
cepas productoras. Transcurridos los respectivos tiempos de incubacion, se tomé 1 ml de
los caldos de cultivo y se afiadio en tubos Eppendorf, se centrifugd por 5 minutos a una
velocidad de 3 000 rpm, para retirar el mayor numero de células y obtener el
sobrenadante, del cual se tomaron 10 pl, dispensandolo en discos de papel filtro de 5
mm de didmetro, los cuales se colocaron en las placas con agar TS, previamente
sembradas con un cultivo de 24 horas de las cepas indicadoras, respectivamente (E. coli
K12 CVCM 178, P. aeruginosa CVCM 787, B. subtilis CVCM 591 y S. aureus CVCM

636). Luego, las placas fueron incubadas por 24 horas a 37°C en aerobiosis.

La lectura se llevé a cabo midiendo con una regla milimétrica, y se interpretd como cepa



productora del efecto antagonico aquella donde se observo la produccién de un halo de
inhibicidn del crecimiento bacteriano (cepa indicadora) de cualquier tamafio alrededor

de la posible productora.

Anélisis estadistico

La lectura de los halos de inhibicion formados (en milimetros) se report6 en tablas y/o
gréficas, y se aplicd un andlisis de varianza de doble via (ANOVA), con un nivel de
confianza del 95% (Morton et al., 1993).
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RESULTADOS

El anélisis de 21 cepas de Pseudomonas spp. aisladas de 3 piscinas del balneario “Aguas
de Moisés”, Cariaco, Municipio Ribero, estado Sucre, demostré la presencia de 17
productoras del efecto antagdnico frente bacterias indicadoras (E. coli K12 CVCM 178,
P. aeruginosa CVCM 787, B. subtilis CVCM 591 y S. aureus CVCM 636). En la tabla
1, se muestran las especies productoras, encontrandose en predominio P. aeruginosa,
con 41,2%, seguido de Pseudomonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas stutzeri y

Pseudomonas mendocina, con 29,4%; 23,5% y 5,9%, respectivamente (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de Pseudomonas aeruginosa y otras especies de Pseudomonas,
productoras de efecto antagonico, aislados de 3 piscinas del balneario “Aguas de
Moisés”, Cariaco, Municipio Ribero, estado sucre.

' Especie N° de cepas productoras de %
efecto antagonico

P. aeruginosa 7 41,2

P. pseudoalcaligenes 5 29,4

P. stutzeri 4 23,5

P. mendocina 1 5,9

total 17 100

%: porcentaje de predominio entre especies de Pseudomonas encontradas.

En la tabla 2 se muestra el efecto antagonico producido por cepas de P. aeruginosa
provenientes de 3 pozas de “Aguas de Moisés”, crecidas en tripticasa de soya, sin azlcar
afiadido, contra cepas indicadoras del CVCM mediante los métodos de difusion de
discos en agar y doble capa, al cabo de 24 horas de incubacion, evidencidndose
inhibicién en las cepas: S. aureus CVCM 636, B. subtilis CVCM 591 y E. coli K12
CVCM 178, en ambos métodos. Asi mismo, en el méetodo de difusion de discos en agar
se observa un efecto antagonico por P. aeruginosa contra cepas de su misma especie,

con un halo promedio de inhibicion de 9,6 mm de didametro, a diferencia del método de
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doble capa, donde no se produjo inhibicion de la misma.

Tabla 2. Efecto antagonico producido por cepas de P. aeruginosa provenientes de 3
pozas del balneario “Aguas de Moisés”, Cariaco, Municipio Ribero, estado Sucre.,
crecidas en medio con tripticasa de soya, sin azUcar afadido, contra cuatro cepas
indicadoras del centro venezolano de colecciones de microorganismos, a través de los
métodos doble capa y difusion de discos en agar.

Métodos empleados

Difusién de discos en agar Doble capa
Cepas NC de cepas Promedios de N° de cepas Promedios de
Indicadoras  Productoras inhibicion  productoras inhibicion (mm)
(mm)
S. aureus 7 19,3 7 19,0
B. subtilis 7 14,9 5 20,4
P. aeruginosa 2 9,6 0 0,0
E. coli 3 9,8 2 20,5
N°: nimero.

La tabla 3 muestra el efecto antagénico producido por las cepas de Pseudomonas spp.
provenientes de 3 pozas del balneario “Aguas de Moisés”, crecidas en tripticasa de soya,
sin azucar afadido al cabo de 24 horas de incubacién, contra cepas indicadoras del
CVCM, mediante loa métodos de difusion de discos en agar y doble capa. En ambos
métodos se observd actividad antag6nica por cepas productoras en estudio contra S.
aureus y B. subtilis. Asi mismo, por el método de difusion de discos en agar, se
evidencia un efecto inhibitorio de Pseudomonas spp. contra cepas de su mismo genero
con un halo promedio de 21,7 mm de didmetro, a diferencia del método de doble capa,
donde no se produjo la inhibicion de la misma. Ademés, se aprecia que no hubo
inhibicion de las cepas de E. coli en ambos métodos.

En la figura 1 se muestra el efecto antagonico de cepas de P. aeruginosa y otras especies
de Pseudomonas, crecidas en diferentes sustratos, contra cepas indicadoras provenientes
del CVCM en relacién al tiempo y a la fase de crecimiento, aplicando el método de
difusion de discos en agar. Se observé que a medida que transcurrian las horas de
crecimiento bacteriano de las cepas productoras de antagonismo, enfrentadas con las

cepas indicadoras, el diametro de los halos de inhibicion aumentaba. La actividad
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antagoénica de P. aeruginosa y otras especies de Pseudomonas crecidas en el medio con
glucosa contra S. aureus CVCM 636, se observo a partir de las 6 horas de incubacion.
De igual forma, se evidencio un efecto antagonico de las mismas, crecidas en los medios

con manitol o maltosa, contra cepas de su mismo género a partir de las 12 horas.

En el caso de B. subtilis CVCM 591 y S. aureus CVCM 636, se observé una inhibicién
por cepas de Pseudomonas de distintas especies incluyendo P. aeruginosa, crecidas en
los distintos sustratos utilizados a partir de las 12 horas de incubacion. La inhibicion
producida por estas especies de Pseudomonas crecidas en medios con distintos sustratos
afadidos (glucosa, sacarosa, manitol 6 maltosa) contra E. coli K12 CVCM 178 se
observd al cabo de 24 horas de incubacion. En el apéndice 3 se aprecia el efecto
antagoénico de la cepa P. aeruginosa crecida en medios con diferentes sustratos contra S.
aureus CVCM 636, respectivamente, en relacion al tiempo y a la fase de crecimiento a

través del método de difusion de discos en agar.

Tabla 3. Efecto antagdnico producido por cepas de Pseudomonas spp. provenientes de 3
pozas del balneario “Aguas de Moisés”, Cariaco, municipio Ribero, estado sucre.,
crecidas en tripticasa de soya, sin azucar afiadido, contra cepas indicadoras del centro
venezolano de colecciones de microorganismos, a través de los métodos doble capa y
difusion de discos en agar.

Métodos empleados

Difusion de discos en agar Doble capa
Cepas
Indicadoras ~ N° de cepas Promediosde  N°de cepas Promedios de

Productoras inhibicion Productoras inhibicion
(mm) (mm)

S. aureus 7 15,9 7 19,3

B. subtilis 5 10,6 5 15,3

P. aeruginosa 4 21,7 0 0,0

E. coli 0 0,0 0 0,0

N°: nimero.

En la figura 2 se muestran los didmetros promedios de las cepas de P. aeruginosa
sembradas en medios con diferentes sustratos, enfrentadas a 4 cepas indicadoras,
determinado por el método de doble capa al cabo de 24 horas de incubacion.

Observandose un efecto inhibitorio contra E. coli en los medios que contenian glucosa,
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sacarosa 0 manitol con halos promedios de 28,0; 26,0 y 20,0 mm, respectivamente.

Del mismo modo, se evidencid el crecimiento de P. aeruginosa crecidas en el medio con

14



(2]
. D
n .
>
2 3
z -
© a =) © 2] B Glucosa
1] [ 5 = 8 )
=) S S a bS] H Sacarosa
£ © » a 8
25 4 g o 8 © m = m Manitol
=) 2
© 5 8 £ = < m Maltosa
[%) 2] ] S '8 3 o
© .
g D s » =, 2 o "\ mTripticasa de soya
—~ c ‘5 o = < 73]
P = £ = =N Q
IS 20 - =) © s T IS
E g E L 172) ° % (‘l_')' —
= L 3 = =3 > m °
c ] ®© 3 3 gj o
>
&) =1 = 0 o =
— o =] > > 1]
o) SO o e = = e
o — ].:) o o = o Ty
= 3 S 3 < S
—_ = 8 m (%2} 172}
2> 7] L
@ = o
o 8 (__A_\
o ] —
0 10 - 'y
=
©
@]
5 -

0

6 12 18 24 Horas
Figura 1. Efecto antagonico de cepas de Pseudomonas aeruginosa y otras especies de Pseudomonas crecidas en diferentes
sustratos contra cuatro cepas provenientes del centro venezolano de colecciones de microorganismos en relacién al tiempo y a la
fase de crecimiento, a traves del metodo difusion de discos en agar.
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sacarosa, observandose un efecto antagonico con un halo promedio de 20,0 mm contra
cepas de su misma especie. Se demostrd que estas cepas de P. aeruginosa crecidas en
los medios con glucosa, sacarosa, manitol 6 maltosa, produjeron un efecto inhibitorio
contra B. subtilis, con halos promedios de 33,0; 27,0; 23,3 y 22,5 mm, respectivamente.
En el caso de S. aureus, se observé una inhibicién por las cepas de P. aeruginosa
crecidas en los medios con glucosa, maltosa, manitol ¢ sacarosa, con halos promedios de

32,0; 30,5; 24,0 y 22,5 mm, respectivamente.

La figura 3 muestra los didmetros promedios producidos por cepas de Pseudomonas spp.
sembradas en medios con distintos sustratos al cabo de 24 horas de incubacion,
enfrentadas a cepas indicadoras, a través del método de doble capa; evidenciandose un
efecto inhibitorio por las mismas contra E. coli, en los medios con maltosa, sacarosa,
glucosa o0 manitol con didmetros promedios en sus halos de 25,0; 25,0; 24,3y 19,5 mm,
respectivamente. Asi mismo, se aprecia una inhibicion por cepas de Pseudomonas contra
cepas de su mismo género (P. aeruginosa), en los medios con manitol, sacarosa o

maltosa con halos promedios 27,3; 21,3 y 19,0 mm, respectivamente.

La inhibicion producida por Pseudomonas spp. crecidas en los medios con glucosa,
sacarosa, manitol o maltosa contra cepas de B. subtilis, se evidencié con diametros
promedios en sus halos de 21,6; 21,0; 20,2 y 19,5 mm, respectivamente. La actividad
antagénica causada por Pseudomonas spp. crecidas en los medios con glucosa, maltosa,
manitol o sacarosa contra S. aureus, produjo una inhibicion con halos promedios de

25,0; 24,0; 20,7 y 20,0 mm, respectivamente.

A través de un anélisis de varianza se determiné la comparacion de 2 métodos para
evaluar el efecto antagénico de cepas de Pseudomonas spp., de acuerdo al sustrato
empleado. La prueba a posteriori LSD (95%) mostr6 la formacion de 2 grupos
independientes. EI primer grupo con valores bajos constituido por el método 1 (difusion
de disco en agar), y el segundo con el maximo promedio formado por el método 2 (doble

capa).
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Figura 3. Diametros promedios (mm) de los halos de inhibicidn producidos por cepas de
Pseudomonas spp. crecidas en medios con diferentes sustratos, frente a diferentes
bacterias indicadoras, mediante el método de doble capa al cabo de 24 horas de
incubacion.
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En el anexo 1 se muestra el andlisis de varianza de doble via (ANOVA) de la cepas de E.
coli K12 CVCM 178 inhibida por Pseudomonas spp., observandose una diferencia
significativa (p<0,05) entre ambos métodos, encontrandose una mayor cantidad de datos

acumulados en el método de doble capa, con una media de 8,6 mm de didmetro.

En el anexo 2 se muestra el andlisis de varianza de doble via de las cepas de P.
aeruginosa CVCM 787 inhibida por Pseudomonas spp., observandose en el método de
doble capa halos de mayor diametro con respecto al método de difusién de discos en

agar; sin embargo, entre ambos no existen diferencias significativa (p>0,05).

El anexo 3 muestra el anélisis de varianza de doble via (ANOVA) de la cepa de B.
subtilis CVCM 591 inhibida por Pseudomonas spp., observandose una diferencia
significativa (p<0,05) entre ambos métodos, evidenciandose en el método de doble capa
mayor efecto antagdnico, con una media de halos inhibitorios de 18 mm de didmetro,

con respecto al método de difusion de discos en agar.

En el anexo 4 se muestra el analisis de varianza de doble via (ANOVA) de la cepa de S.
aureus CVCM 636 inhibida por Pseudomonas spp., con una diferencia significativa
(p<0,05) entre ambos métodos, observandose una mayor inhibicion de esta cepa
indicadora a través de método de doble capa, evidenciandose una mayor cantidad de
datos acumulados en una media de 18 mm de diametro con respecto al método de

difusion de discos en agar.

Las cepas de Pseudomonas spp., crecidas en el medio que contenia glucosa afadida,
presentaron mayor efecto antagonico contra E. coli, S. aureus y B. subtilis. En el caso de
Pseudomonas spp. crecidas en medio con sacarosa afiadida sélo hubo inhibicién contra
cepas de su mismo género, sin embargo, de acuerdo a los distintos sustratos empleados

en ambos métodos no se observé diferencia significativa (p>0,05).
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DISCUSION

Las cepas de Pseudomonas crecidas en medios con distintos sustratos y en el medio
tripticasa de soya, sin azlcar, son productoras del efecto antagénico contra cepas de su
mismo género e incluso de otras especies bacterianas (E. coli K12 CVCM 178, P.
aeruginosa CVCM 787, B. subtilis CVCM 591, S. aureus CVCM 636), utilizando
métodos distintos, lo que corrobora resultados obtenidos por otros autores que coinciden
con el efecto antagdnico de cepas de Pseudomonas spp. asociadas a suelos, aguas y de
origen clinico (Araque et al., 2007; Morales, 2009; Parra, 2009; Barrios, 2010).

El método de difusion discos en agar, se evalu6 con el fin de determinar el tiempo en el
que se produce el efecto antagonico en relacion a la fase de crecimiento de
Pseudomonas spp., observandose que a medida que transcurrian las distintas horas de
incubacion del crecimiento bacteriano los halos de inhibicién aumentaban de tamafio,
evidenciandose que a las 24 horas de incubacion, las células bacterianas entran en una
fase estacionaria donde no hay crecimiento de la cepa en estudio, pero se obtuvo una
mayor actividad antagonica por las cepas de Pseudomonas spp. contra distintas especies

bacterianas.

Santoyo et al. (2010) determinaron que la sintesis de los compuestos como los
sideroforos y sustancias antibioticas, son sintetizadas, principalmente, en etapas
exponenciales de crecimiento, siendo la fase donde la poblacion requiere mas nutrientes
para la division celular. Sin embargo, a medida que pasa el tiempo de incubacion, se
incrementa su concentracion hasta las 22 a 24 horas, donde se observa que comienza a
disminuir la produccién de los mismos, debido, presumiblemente, a la liberacion de
enzimas intracelulares y donde se activa la expresion de genes involucrados en la
reparacion del ADN, en el metabolismo antioxidante y en el transporte de nutrientes
(Hecker y Volker, 2001).
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Una caracteristica del crecimiento exponencial es que la velocidad del aumento del
numero de células es inicialmente lenta, pero se incrementa cada vez mas con el tiempo.
En general, las células en crecimiento exponencial estan en un estado fisiol6gico mas
sano y, por ello, las células tomadas en un punto medio exponencial son a menudo las
mas indicadas para estudios enzimaticos y bioquimicos. Sin embargo, la velocidad de
crecimiento estd influenciada por las condiciones ambientales (temperatura y
composicion del medio, entre otros). Luego del crecimiento exponencial, viene la fase
estacionaria, donde no hay aumento ni descenso neto en el nimero de células y aunque
no suele haber crecimiento en la fase estacionaria muchas funciones celulares contintan,
como el metabolismo energético y algunos procesos biosintéticos (Madigan et al.,
2004).

Ambos métodos utilizados, difusion de discos de papel filtro en agar y doble capa,
poseen procedimientos metodoldgicos distintos, y permitieron comprobar el efecto
antagonico de las cepas estudiadas. A través de los resultados obtenidos con el método
de doble capa, se observé un mayor efecto antagénico por las distintas especies de
Pseudomonas contra las bacterias indicadoras, evidenciandose, un mayor diametro en
sus halos de inhibicidn, con respecto, a los obtenidos en el método de difusion de discos
de papel filtro en agar que fueron de menor didmetro, lo cual pudo deberse a que en el
método de doble capa se utiliz6 una suspensién de cultivo puro de la cepa en estudio,
donde pudieran estar involucrados diferentes metabolitos antibacterianos logrando una
mayor difusién de la sustancia antagénica en el medio de cultivo, a diferencia del
método de difusion de discos de papel filtro en agar, donde se utiliz6 el sobrenadante
que pudiera contener proteinas y moléculas que no logran la mayor adherencia de la

sustancia antibacteriana al mismo.
En cuanto a la técnica de extraccion empleada en el método de difusion de discos en

agar, se obtuvo una sustancia acuosa a partir de cepas de Pseudomonas spp. que

produjeron inhibicion de distintas cepas bacterianas. El resultado hallado en el presente
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estudio se debe a la produccion de bacteriocinas u otro tipo de sustancias antibacterianas
extraidas de estas cepas, capaces de inhibir o producir la muerte de cepas indicadoras
presentes en el medio. En el mismo contexto, Gonzalez (2007) evidencié actividad
antibacteriana empleando el extracto acuoso del caracol manzana Pomaca glauca, el
cual produjo una inhibicién de distintas cepas bacterianas (E. coli, Salmonella

enteritidis, P. aeruginosa, S. aureus, B. cereus, B. subtilis).

Los resultados en este estudio ponen evidencia que los metabolitos activos
(bacteriocinas y sideroforos) de origen bacteriano desempefian una funcién vital en las
interacciones microbianas. Por su parte, Fernandez (2001) y Mufioz (2003), sefialaron
que los antagonistas no tienen un Gnico modo de accion y que la produccion de
sustancias tipo antibiotico es el resultado de la respuesta del sistema de defensa de la
bacteria, la cual puede depender, principalmente, de las condiciones cambiantes del
medio (temperatura, pH, composicion del medio) donde se encuentren y no es facil

determinar con precision los factores que intervienen en las interacciones antagonicas.

Por su parte, Morales (2009) observé efecto antagonico en cepas de P. aeruginosa
aisladas de coprocultivos de nifios menores de 5 afios en el estado Sucre, en donde tres
cepas produjeron actividad antagénica contra P. aeruginosa CVCM 787, dos cepas
contra E. coli K12 CVCM 131 y una cepa contra B. subtilis CVCM 591, mientras que
ningun aislado inhibié a S. aureus CVCM 636, este estudio difiere de los resultados
obtenidos en este trabajo, ya que se evidencio mayor efecto antagonico por parte de P.
aeruginosa contra cepas Gram negativas mas que en las Gram positivas. Es importante
mencionar que las cepas bacterianas aisladas, productoras del efecto antagénico, en
ambos estudios tienen procedencia distinta. Las cepas obtenidas por Morales (2009) son
de muestras intrahospitalarias y las utilizadas en este estudio son de muestras

ambientales, la cual pudieran justificar o explicar en parte el comportamiento distinto.

Barrios (2010) determind la presencia de sustancias extracelulares antagonicas en 10

cepas de Pseudomonas spp. aisladas de la cuenca del rio Manzanares, obteniéndose tres
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que produjeron actividad antagénica contra P. aeruginosa CVCM 787 y E. coli K12
CVCM 131 y las otras siete contra B. subtilis CVCM 591 y S. aureus CVCM 636.
Estudio similar a lo planteado en este trabajo, ya que en ambos hubo mayor inhibicién
de los géneros bacterianos Gram positivos, ademas, la procedencia de las muestras
empleadas es ambiental.

Las cepas de Pseudomonas produjeron un mayor efecto antagonico sobre las bacterias
Gram positivas (S. aureus y B. subtilis), con respecto, a las bacterias Gram negativas (E.
coli y P. aeruginosa), estos resultados se evidenciaron en ambos métodos, la cual,
pudiera deberse al mecanismo de accion de las cepas bacterianas antagdnicas y a la
estructura celular de las cepas indicadoras, entre los que cabe mencionar: bloqueos
metabolicos, formacion de poros en la membrana celular y cambios en la permeabilidad
de la membrana celular. Las bacterias del género Pseudomonas son capaces de utilizar
un mecanismo directo para inhibir a otras especies bacterianas, que consta de la unién
electrostatica de las cepas antagoOnicas capaz de producir péptidos catibnicos que son
atraidos a la superficie microbiana que presenta carga negativa, por ejemplo, los
fosfolipidos &cidos, en bacterias Gram negativas, y acidos teicoicos en bacterias Gram
positivas, estos péptidos producidos por las cepas antagonicas entran en contacto con la
superficie de la célula bacteriana (cepa indicadora), donde atraviesan el polisacarido
capsular, y posteriormente interacttan con la bicapa lipidica, alterando la permeabilidad
de la membrana y provocando la lisis celular a traves de los poros (Montano y Vargas,
2001).

Padilla et al. (2002) estudiaron la estructura de la membrana plasmatica de las cepas
bacterianas sensibles a sustancias antibacterianas producidas por el género
Pseudomonas, las cuales poseen en su superficie receptores que son bioquimicamente
reconocidos por esta cepa. Las bacterias del género Pseudomonas ejercen actividad letal
de absorcion sobre los receptores especificos en la superficie externa de las cepas
sensibles y luego, son capaces de interactuar con la membrana citoplasmatica,

conduciendo a la muerte bacteriana.
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Las cepas de P. aeruginosa y otras especies de Pseudomonas crecidas en un medio con
glucosa afiadida como Unica fuente de carbono produjeron un mayor efecto antagénico,
con respecto a las cepas productoras, cultivadas en medios que contenian otros sustratos
(sacarosa, manitol 6 maltosa) e incluso en el medio donde no se incorpord azlcar. Sin
embargo, al sembrar Pseudomonas productoras de actividad antagénica en los medios
con distintos sustratos (glucosa, sacarosa, manitol 6 maltosa), fueron capaces de
desarrollarse e inhibir a diferentes géneros bacterianos, incluyendo a cepas de su mismo
género. Al respecto, Infante et al. (2009) demostraron que cuando existe la adicion de un
sustrato tipo carbohidrato, a partir del cual las células bacterianas obtienen carbono y
energia, se reactiva el metabolismo produciendo un incremento poblacional de las cepas
productoras de antagonismo, y al colocarlas en contacto con otras cepas bacterianas de
igual o distintos géneros bacterianos, producen sustancias antagonicas para inhibir o
matar, bien sea por espacio o alimento. La glucosa es conocida como el sustrato mas
simple de la naturaleza y, por ello, es el mas utilizado por las bacterias incluyendo
Pseudomonas spp. para producir sustancias antimicrobianas, provocando la inhibicién

de distintas cepas bacterianas (Varela y Grotiuz, 2008).

Pseudomonas es una bacteria nutricionalmente versatil debido a la capacidad de utilizar
como fuente de carbono una gran variedad de carbohidratos que los utiliza para la
sintesis y el metabolismo bacteriano, esto se traduce en la capacidad que tiene
Pseudomonas de utilizar una amplia variedad de sustratos a través de la produccion de
metabolitos secundarios, como sideroforos y antibidticos (Li et al., 2008). Estos
metabolitos (bacteriocinas, sideréforos, entre otros), son producidos durante la fase
estacionaria de crecimiento microbiano y su produccién depende de las condiciones de
cultivo, siendo los parametros nutricionales de gran importancia, reconociéndolos como
la clave para incrementar los niveles de produccion de los metabolitos (Frias et al.,
2007).

Al respecto, estudios relacionados con la actividad antagonica se han desarrollado en la
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actualidad, Parra (2009) determind en cepas de Burkholderia cepacia aislada de
rizosfera de maiz, la actividad antifungica de la especie bacteriana frente a Trichoderma
viride en medios que contenian xilosa 6 trehalosa como Unica fuente de carbono,
demostrando la capacidad de la bacteria de inhibir el crecimiento de hongos en presencia
de ambos carbohidratos como Unica fuente de carbono y nitrégeno.

El analisis estadistico planteado mostrd una diferencia significativa (p<0,05) de acuerdo
a los métodos empleados, observandose en el método de doble capa un mayor didmetro
en sus halos con respecto a los obtenidos con el método de difusién de discos en agar, y
aunque no se observd diferencia significativa (p>0,05) en los diferentes sustratos
empleados en ambos métodos, se evidencié que Pseudomonas spp. crecida en el medio
con glucosa produjo mayor actividad antagonica contra las distintas especies
indicadoras. Estos resultados corroboran que la sustancia antimicrobiana extraida de
Pseudomonas en el método de doble capa, tuvo mejor difusion en el medio de cultivo,

provocando mayor inhibicidn de las cepas indicadoras.
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CONCLUSIONES

Se identificaron 21 aislados de Pseudomonas spp. provenientes del balneario “Aguas de
Moises”, municipio Ribero, estado sucre, donde 17 cepas fueron productoras de efecto

antagdnico contra bacterias indicadoras Gram positivas y Gam negativas.

El método de doble capa permitié evidenciar un mayor efecto antagonico en cepas de
Pseudomonas spp., contra E. coli K12 CVCM 178, P. aeruginosa CVCM 787, B.
subtilis CVCM 591, S. aureus CVCM 636.

El sustrato glucosa afadido en el medio tripticasa de soya indujo mayor efecto
antagénico en las diferentes especies de Pseudomonas ante las cepas indicadoras con

respecto a sacarosa, manitol y maltosa.

El mayor efecto antagénico de las cepas de P. aeruginosa y otras especies de

Pseudomonas ocurrio en la fase estacionaria.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios que permitan caracterizar metabolitos u otras sustancias extracelulares
en las cepas de Pseudomonas sp., a las cuales se les determiné el efecto antagonico, para
garantizar su empleo como agentes de biocontrol y, de este modo, contribuir al

mantenimiento de estas aguas y sedimentos mineromedicinales.
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APENDICE
APENDICE 1. METODO DE DOBLE CAPA

3-5 #
Inocular colonias puras 10 ul
— > =
5ml 5ml
i ———~ ;
Cepa (productora) cTS Siembra en agar McC. UFC/ml —
37°C por 24 h. 37°C por 24 h
ATS
100 pl
& S =
McC ATS ! == P
' . L —
sembrar 3-5 colopias =
g :& —> -
> N 37° por 24 h.
37°por 24 h. ATSfundido Lectura de
los halos
Cepa (indicadora) CTS 37°C por 24 h. de

inhibicion (mm)
37°C por 24 h.

CTS: caldo tripticasa de soya; McC: MacConkey; ATS: agar tripticasa de soya; mm: milimetros.
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APENDICE 2. METODO DE DIFUSION DE DISCOS EN AGAR

N
Cepas (productora) CTS . CTSCTSCTSCTS CTS centrifugar
37° por 24 h. 37°C por 24 h. 37° por 24h Glu Sac Man Malt  a 3000 rpm por 10 ul
sobrenadante
5 min en papel filtro
de 5mm
filtro de 5mm o_O O 1

Colocar en placa sembrada

Cepa( indicadora) CTS AMcC ATS CTS, ATS lectura de los halos

37° por 24 h. 37° por 24 h. a 37° por 24 h. con la cepa indicadora de inhibicion (mm)
37° por 24 h.

CTS: caldo tripticasa de soya; AMcC: agar MacConkey; ATS: agar tripticasa de soya.
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Apéndice 3. Efecto antagdnico del extracto acuoso de Pseudomonas aeruginosa (P2Js),
crecidas previamente en diferentes sustratos, contra S. aureus CVCM 636 en relacién a

la fase de crecimiento, a través del método de difusidn de discos en agar. Glu: glucosa; Sac:
sacarosa; Man: manitol; Malt: maltosa.
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Anexo 1. Analisis estadistico de varianza de doble via representado en gréafico de cajas y
bigotes de la cepa E. coli K12 CVCM 178 inhibida por Pseudomonas spp., A) a través
de 2 métodos empleados y B) crecidas en medios con diferentes sustrato afiadidos.

33



20 | _
16
12 | T
B : h
E 8 I
: *
@ 4 r
IS I
© I
(@) 0t
Difusion de discos en agar Doble capa
201 B
z 12 T
£ i Ly T
g 8
= , - - N /
@] 4 - ; : .
ok NI

Glucosa Sacarosa Maltosa Manitol T. sova

Anexo 2. Analisis estadistico de varianza de doble via representando en grafico de cajas
y bigotes de la cepa P. aeruginosa CVCM 787 inhibida por Pseudomonas spp., A) a
través de 2 métodos empleados y B) crecidas en medios con diferentes sustrato
afiadidos.
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Anexo 3. Andlisis estadistico de varianza de doble via representando en grafico de cajas
y bigotes de la cepa B. subtilis CVCM 591 inhibida por Pseudomonas spp., A) a través
de 2 métodos empleados y B) crecidas en medios con diferentes sustrato afiadidos.
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Anexo 4. Analisis estadistico de varianza de doble via representado en gréafico de cajas y
bigotes de la cepa S. aureus CVCM 636 inhibida por Pseudomonas spp., A) a través de
2 métodos empleados y B) crecidas en medios con diferentes sustrato afiadidos.
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subéarea

Ciencias Bioanalisis

Resumen (abstract):

En el presente estudio se evalud el efecto antagonico de 17 cepas del género
Pseudomonas, aisladas de tres piscinas del balneario “Aguas de Moisés”, Municipio
Ribero, estado Sucre, Venezuela, contra cuatro cepas indicadoras provenientes del
centro venezolano de colecciones de microorganismos (CVCM) en distintos sustratos,
también, se midid la accion de diferentes sustratos en la actividad inhibitoria, en
relacion a la fase de crecimiento de las cepas productoras a cuatro horas distintas de
incubacion (6,12,18 y 24). La determinacion del efecto antagonico de dichas cepas se
realizé6 mediante los métodos de difusion de discos en agar y doble capa. Se aplicd un
analisis de varianza de doble via (ANOVA) con un nivel de confianza de 95%. Las 17
cepas del género Pseudomonas mostraron actividad antagénica contra cepas indicadoras
Escherichia coli K12 CVCM 178, Pseudomonas aeruginosa CVCM 787, Bacillus
subtilis CVCM 591 y Staphylococcus aureus CVCM 636. Los mayores halos de
inhibicién producidos por cepas de P. aeruginosa y otras especies de Pseudomonas
fueron contra las cepas indicadoras S. aureus y B. subtilis. A través del método de doble
capa, se evidencio un mayor efecto antagonico por el género Pseudomonas contra cepas
de distintos géneros bacterianos, estas cepas de P. aeruginosa y Pseudomonas spp.
produjeron un mayor efecto inhibitorio en los medios con glucosa afiadida en relacién a
los demés sustratos empleados. La actividad antagénica se produjo mejor en la fase
estacionaria de crecimiento, donde las cepas produjeron un mayor efecto antagénico
contra las cepas indicadoras.
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