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RESUMEN 

 

El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo determinar la producción de 
bacteriocinas en bacterias pertenecientes al género Klebsiella, aisladas de muestras de 
agua provenientes de las cuencas alta, media y baja del río Manzanares del estado 
Sucre. Para la identificación de las cepas se realizó la caracterización, tanto 
macroscópica como microscópica, de las colonias de interés, así como, también 
pruebas bioquímicas convencionales;  las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana 
se realizaron por el método de difusión en agar, la producción de bacteriocinas se 
realizó aplicando la técnica de doble capa en agar LB, y se emplearon como cepas 
indicadoras tales como: B. subtilis CVCM 591, E. coli K-12 CVCM 178, P. 
aeruginosa CVCM 787 y S. aureus CVCM 636 y, además, cepas de otros géneros 
provenientes del río. Se aisló un total de 101 cepas bacterianas, de las cuales, 29 se 
identificaron como Staphylococcus, 21 Aeromonas, 23 pertenecieron a la familia 
Enterobacteriaceae, 16 Pseudomonas y 12 BGNNF. De las cepas de enterobacterias, 
8 correspondieron al género Klebsiella. 56,52% de las cepas de enterobacterias 
resultaron resistentes a cefalotina; 30,43% a ciprofloxacina, un y 4,35% a ceftazidima 
y aztreonan, respectivamente; Para cefoperazona, imipenem y amikacina las cepas 
presentaron un 100% de sensibilidad. Ninguna de las especies de Klebsiella 
estudiadas presentaron producción de bacteriocinas al hacerla actuar contra cepas 
indicadoras y con algunas de las aisladas del río, solo las cepas controles (K. 
pneumoniae  CVCM 797, K. pneumoniae,  CVCM 799 y K. pneumoniae  CVCM 
800), presentaron efecto antagónico contra las cepas indicadoras; esto pudo deberse a 
que esta característica es expresada en su mayoría por la especie K. pneumoniae, las 
cuales no fueron halladas en la investigación. 
 
 



 

  

INTRODUCCIÓN 

 

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo de bacterias Gram negativas 

que contiene más de 30 géneros y más de 100 especies, presentan morfología de 

bacilos o cocobacilos. Los miembros de esta familia forman parte de la microbiota 

del intestino (llamados coliformes), de otros órganos del ser humano y de otras 

especies animales. Algunas especies pueden vivir en tierra, en plantas o en animales 

acuáticos; y algunos géneros como Salmonella, Shigella, y Yersinia son 

enteropatógenos humanos importantes (Ocaña et al., 2007). Con frecuencia se 

emplean especies de Enterobacteriaceae en la bio-industria: en la producción de 

alcoholes, producción de toxinas, en la industria cosmética, en la fabricación de 

agente antimicrobianos, vacunas, entre otros (Huang et al., 2002). 

 

En 1985, Trevisan designó al género Klebsiella en honor del microbiólogo 

alemán Edwin Klebs, quien describió la especie Klebsiella pneumoniae en 1887. 

Históricamente, las especies de Klebsiella, como las de muchas otras bacterias, se 

establecieron basándose en su patología o en su origen. Debido a esto, su 

nomenclatura ha estado sujeta a cambios con nuevas propuestas en su denominación, 

sinónimas de otras ya propuestas (Izquierdo, 2003). 

 

El género Klebsiella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, agrupa a 

bacilos Gramnegativos inmóviles, aerobios y quimioorganotrofos, que poseen una 

cápsula prominente de polisacárido; esta cápsula cubre la superficie entera de la 

célula, lo que explica el aspecto grande del organismo, y proporciona resistencia 

contra muchos mecanismos de defensa del medio ambiente y del hospedador; se 

localizan en el suelo, agua, tracto digestivo y respiratorio de los humanos y otros 

animales (Andrade y Silva, 2004). 
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Este género reúne a las especies K. pneumoniae,  K. oxytoca, K. planticola y K. 

terrigena. La de mayor importancia epidemiológica es K. pneumoniae, con tres 

subespecies denominadas K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. 

ozaenae y K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. Las especies del género Klebsiella 

son bacterias negativas al indol (excepto K. oxytoca), positivas con la reacción de 

Voges-Proskauer, capaces de crecer en un medio con cianuro de potasio (KCN) y en 

medios con citrato como única fuente de carbono. Todas las especies fermentan la 

lactosa y ninguna es productora de ácido sulfhídrico (Chaves, 2002).    

 

Generalmente, las especies de este género son causantes de infecciones en el 

tracto respiratorio, urinario y gastrointestinal humano, tanto en pacientes sanos como 

en aquellos con diferentes situaciones de inmunodepresión (Fox, 2006). 

 

Dentro de los hábitats predilectos de este género bacteriano se encuentra el 

agua, pudiendo estar allí de forma natural o por procesos de contaminación, ya que 

las concentraciones poblacionales hacen que los desechos generados por las 

actividades sociales y productivas se manifiesten con mayor incidencia y peligro en el 

medio ambiente, como la deposición de excretas por parte de seres humanos y 

animales, vertido de aguas residuales por parte de las industrias, entre otros (Rosas et 

al., 1994). 

 

Los miembros del género Klebsiella expresan típicamente 2 tipos de antígenos 

en la superficie de la célula. El primero es el antígeno lipopolisacárido (antígeno O); 

el otro es un polisacárido capsular (antígeno K), ambos antígenos contribuyen a su 

patogenicidad. Existen cerca de 77 antígenos K y 9 antígenos O. La variabilidad 

estructural de estos antígenos forma la base para la clasificación en varios serotipos, 

cuya virulencia es similar en todos los serotipos (Andrade y Silva, 2004).  
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La presencia de la cápsula, de naturaleza polisacárida, le confiere al género 

Klebsiella  resistencia al medio ambiente, permitiendo su multiplicación; estas 

bacterias también poseen una actividad cambiante, permitiendo la existencia de una 

multitud de variadas cepas, muchas de las cuales producen beta-lactamasas de 

espectro extendido (BLEE) y que son las responsables de su resistencia a los β-

Lactámicos; además, cada cepa presenta perfiles de resistencia variable a diferentes 

agentes antimicrobianos (De la Parte et al., 2001; Izquierdo, 2003).  

 

Otro mecanismo relacionado con la virulencia y la patogenicidad del género 

Klebsiella es la producción de bacteriocinas, las cuales son sustancias de naturaleza 

proteica, que actúan como bactericidas, sintetizadas por algunas bacterias, así como 

también, actúan sobre otra cepa de la misma especie o especies relacionadas, 

manteniendo un equilibrio entre diferentes poblaciones en un mismo ambiente. Las 

bacteriocinas son fenotípicamente análogas a los factores de destrucción de las 

levaduras y el Paramecium, y poseen diversidad estructural, funcional y ecológica 

(Harnett y Gyles, 1984). 

 

Las bacteriocinas están constituidas por un componente proteico esencial y 

dependiendo del tipo de bacteriocinas, se unen carbohidratos, lípidos, fosfatos y 

DNA; la información genética para codificar las bacteriocinas puede estar localizada 

en cromosomas, plásmidos o ambos. Además del gen estructural que codifica la 

bacteriocina, existen otros elementos genéticos importantes que incluyen al gen que 

codifica la toxina, el de inmunidad, el cual codifica una proteína que confiere 

inmunidad específica a la célula productora, mediante unión e inactivación de la 

toxina; y un gen de lisis, el cual codifica una proteína involucrada en la liberación de 

la bacteriocina (Pitt y Gaston, 1995; Sánchez, 2006; Cascales et al., 2007).  

 

El mecanismo de acción de las bacteriocinas es muy diverso, puede involucrar 
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bloqueos metabólicos, cambios de permeabilidad en la membrana celular, daño o 

degradación de DNA, entre otros (Harnett y Gyles, 1984).  

 

En base a su modo de acción, las bacteriocinas han sido clasificadas en dos 

grupos: bacteriocinas enzimáticas y las formadoras de canales. Las primeras 

destruyen a las células sensibles por degradación de su DNA o inhibición de la 

síntesis proteica. Las segundas ejercen su efecto letal mediante la formación de 

canales iónicos, dependientes de energía en la membrana citoplasmática de la célula 

sensible (Braun et al., 1994). 

Otro modo de acción de las bacteriocinas fue estudiado en una microcina 

(bacteriocina de bajo peso molecular) producida por K. pneumoniae, la microcina 

E492, la cual tiene un efecto antibiótico y actúa sobre bacterias de la familia 

Enterobacteriaceae; además de su efecto antibiótico, esta bacteriocina produce un 

efecto citotóxico sobre algunas líneas celulares humanas mediante la inducción de la 

apoptosis (Hentz et al., 2002). 

 

En otro estudio sobre las bacteriocinas de K. pneumoniae, en los que se 

estudian cepas productoras de las mismas, se comprobó que ésta ejerce cierta 

actividad inhibitoria sobre bacterias como Salmonella sp., Shigella sp., Escherichia 

coli, Citrobacter sp., Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes y Enterobacter 

cloacae (Castillo, 1979). 

 

Según Koneman et al. (2004), en las aguas existe, en forma natural, una amplia 

variedad de microorganismos que no necesariamente son patógenos, entre los que se 

encuentran bacterias, hongos, algas y helmintos; parte de éstos son considerados 

indicadores de contaminación, como lo son las bacterias aerobias mesófilas, 

coliformes totales, coliformes fecales y huevos de helmintos. 
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El grupo de microorganismos denominado coliforme, pertenece a la familia 

Enterobacteriaceae, que mayoritariamente se encuentran colonizando las aguas de 

ríos son E. coli, Enterobacter sp., Citrobacter sp. y K. pneumoniae. Este grupo es 

indicador de contaminación fecal, ya que el hombre descarga junto a los organismos 

coliformes, otros microorganismos patógenos, entre los que se encuentran Salmonella 

sp., Shigella sp. y Vibrio cholerae, causantes de enfermedades como la fiebre tifoidea, 

diarrea, disentería y cólera, respectivamente (Paz et al., 2003). 

 

Hoy en día, la contaminación de nuestro entorno está considerada como un 

serio problema que incluye varios aspectos, como la salud pública. En el río 

Manzanares, principal afluente del estado Sucre, las fuentes de contaminación más 

importantes son las producidas por la industria licorera, las areneras, las pequeñas 

granjas situadas en sus alrededores, prácticas agrícolas, la industria pesquera, entre 

otras actividades, y por los asentamientos humanos ubicados en la cuenca media; los 

cuales no cuentan con un sistema de tratamiento de aguas negras las cuales son 

vertidas al ecosistema, sin la consideración que este cuerpo de agua se está 

contaminando y que puede servir de fuente para el suministro de agua de consumo 

humano, uso recreativo, industrial y para otros fines (Márquez et al., 2000; Zambrano 

et al., 2002; Benítez, 2004).  

 

Desde su introducción como drogas hace unos sesenta años, los agentes 

quimioterapéuticos antimicrobianos, naturales, semisintéticos y otros agentes 

sintéticos como las sulfonamidas y quinolonas, han jugado un papel esencial, junto 

con las medidas preventivas, como la vacunación, en la disminución de la morbilidad 

y la mortalidad causadas por las enfermedades infecciosas. Sin embargo, el amplio 

uso, mal uso y abuso de los antimicrobianos, tanto en el tratamiento y la prevención 

de infecciones bacterianas en el ser humano, en medicina veterinaria, el empleo de 

promotores de crecimiento en la producción animal y en agricultura, han causado una 
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exposición por parte de las bacterias con diferentes antimicrobianos a 

concentraciones diversas, lo que ha originado una presión selectiva entre las 

poblaciones bacterianas, dando como resultado un incremento de bacterias con 

resistencia adquirida a drogas antimicrobianas (García, 2001; Zambrano et al., 2002).   

 

Conociendo que cepas de Klebsiella sp. forman parte de flora natural de los 

cauces de los ríos, además de la cantidad de microorganismos patógenos productores 

de cuadros infecciosos en el hombre y animales, que también pueden ser encontrados 

en ellos, el propósito de este trabajo fue la detección de cepas de Klebsiella sp. 

productoras de bacteriocinas, provenientes de las cuencas alta, media y baja del río 

Manzanares del estado Sucre; a fin de aportar datos que permitan ubicar a mediano 

plazo estrategias para la descontaminación del río Manzanares, empleando sustancias 

producidas por la flora microbiana propia del río que puede antagonizar otros 

patógenos bacterianos. 
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METODOLOGÍA 

 

Localización del río 

 

El río Manzanares está ubicado en la región nor-oriental del país, en el estado 

Sucre, con una longitud de cauce de 81Km, su cuenca se encuentra entre las 

coordenadas 10º 05’ 30” y 10º 29’ 20” latitud norte y 63º 45’ 30” y 63º 19’ 20” 

longitud oeste, tiene su nacimiento en el macizo montañoso oriental serranía del 

Turimiquire, a 2000 metros sobre el nivel del mar. Recibe por sus márgenes derechos 

9 ríos ,13 riachuelos y quebradas, y por el margen izquierdo 14 ríos principales y 6 

secundarios. El río Manzanares desemboca en el Golfo de Cariaco, formando un 

pluma de descarga laminar que se extiende por toda la zona costera de la ciudad de 

Cumaná (Márquez et al., 2000;  Benítez et al., 2004). 

 

 
 

Figura 1. Localización de la cuenca hidrográfica del río Manzanares, estado Sucre. 
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Toma de muestra 

 

Se realizaron tres muestreos por duplicado, durante un periodo de 6 meses; las 

muestras fueron recogidas en siete subestaciones de las distintas cuencas del río 

Manzanares, distribuidas de la siguiente manera: cuenca alta (La Fragua, los Dos 

Ríos y la Fuente), cuenca media (Río Arenas y Río San Juan) y cuenca baja 

(Manzanares, a la altura del aliviadero y detrás del mercado municipal de Cumaná). 

Las muestras de agua fueron recogidas en envases de plástico estériles de 100 ml; 

recolectándose un volumen  total de agua de 100 ml para el análisis bacteriológico de 

la misma, estas fueron recogidas a unos 20-30 cm por debajo de la superficie del río, 

abriéndose y cerrándose los envases dentro del agua para evitar una posible 

contaminación. Luego se transportaron en cavas refrigeradas y en condiciones de 

aerobiosis al Laboratorio de Bacteriología del Departamento de Bioanálisis de la 

Universidad de Oriente, Núcleo, de Sucre (Milne, 1989). 

 

Dilución de la muestra 

 

A las muestras de agua recolectadas se le realizaron diluciones seriadas en 

caldo Luria Bertani (LB), desde 10-1 a 10-9 y, a partir de la dilución 10-3, se resembró 

1 ml de las respectivas diluciones en 15 ml de agar LB fundido colocado en placas de 

Petri. Posteriormente, las placas se incubaron a 32ºC por 24 horas en aerobiosis, 

luego se estimó el contaje total de la flora microbiana cultivable y la diversidad de la 

misma (Mulusky, 1974). 

 

Caracterización morfológica de las colonias  

 

La selección de colonias se hizo tomando en cuenta características morfológicas 

tales como: aspecto, consistencia, tamaño, forma y producción de pigmento. 
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Caracterización microscópica 

 

De las colonias de interés se realizó un estudio microscópico mediante el uso de 

la coloración de Gram, lo cual permitió observar la variedad de microorganismos 

existentes, la pureza de las colonias, así como, también diferenciar  la variedad de 

bacterias tanto Gramnegativos como Grampositivos.  

 

Subcultivo en agar Mac Conkey y Luria Bertani 

 

Las colonias identificadas como bacilos Gramnegativos se subcultivaron en 

agar LB y agar Mac Conkey (el agar Mac Conkey permite el crecimiento de bacilos 

entéricos fermentadores o no de la lactosa, evidenciado por la producción de colonias 

con tonos variables de rojo, por el cambio del color del indicador rojo neutro, en el 

caso de las fermentadoras y colonias incoloras en el caso de las no fermentadoras), las 

mismas fueron incubadas de 24 hasta 72 horas, dependiendo del tiempo de 

crecimiento óptimo, a una temperatura de 32oC  en aerobiosis.  

 

Pruebas bioquímicas para identificar bacterias del género Klebsiella y otras 

enterobacterias 

 

Se realizaron a partir de un inóculo en caldo BHI preparado con colonias 

purificadas obtenidas de la siembra en agar MacConkey (Freeman, 1986; Koneman et 

al., 2004). Todas las pruebas bioquímicas fueron realizadas e interpretadas siguiendo 

la metodología descrita por Koneman et al. (2004). 

 

Prueba de la citocromo oxidasa 

 

Esta prueba se usó para determinar la presencia o no de la enzima oxidasa. La 
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reacción de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa que 

activa la oxidación del citocromo que es reducido por el oxígeno molecular, 

produciendo agua o peróxido de hidrógeno, según la especie. En un papel de filtro 

impregnado con gotas del reactivo tetrametil parafenilendiamina al 3%, se colocó una 

colonia del microorganismo en cuestión proveniente del subcultivo en agar LB. Se 

dejó actuar, aproximadamente, 10 segundos, siendo positivo al aparecer un color 

morado en el sitio donde se colocó el inóculo y negativo cuando no hubo ningún 

cambio, que es característico de la familia Enterobacteriaceae. 

 

Utilización de la glucosa  

 

Se inocularon las colonias sospechosas en tubos que contenían caldo rojo de 

metilo, que luego se incubaron a 32ºC durante 24 horas. Completado el tiempo, a 

cada tubo se le agregaron tres gotas del reactivo de rojo de metilo, la prueba se 

consideró positiva cuando, en la superficie del medio se mantuvo un anillo de color 

rojo, y negativa cuando el indicador de rojo de metilo tuvo un viraje a amarillo. Esta 

prueba permitió determinar si la bacteria degrada la glucosa del medio por la vía de 

los ácidos mixtos o la vía del butilenglicol. 

 

Utilización de citrato de Simmons 

 

En tubos con medio citrato solidificado en bisel, se procedió a realizar la 

siembra de la colonia sospechosa por estría, en la superficie del medio, y luego se 

incubó a 32ºC, durante 24 horas. Esta prueba se utilizó para determinar si la bacteria 

es capaz de utilizar el citrato como fuente de carbono y sales de amonio como fuente 

de nitrógeno para su metabolismo, lo que provocó así la alcalinidad del medio y, por 

lo tanto, la producción de un color azul, debido al indicador azul de bromotimol; de 

esta manera la prueba se consideró como positiva; de igual modo, la presencia de 
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crecimiento bacteriano en la superficie del medio se consideró como una prueba 

positiva, así el medio no presentara cambio de color. 

 

Utilización de azúcares y producción de ácido sulfhídrico 

 

En tubos con el medio hierro triple azúcar (TSI) solidificado en bisel, se realizó 

la siembra de las colonias sospechosas mediante la técnica de punción y estría con un 

asa larga y extendida. Se dejó incubar a 32°C durante 24 horas. Este medio permitió 

la caracterización de las enterobacterias, tomando en cuenta la capacidad de 

fermentar los carbohidratos como la lactosa, glucosa y/o sacarosa, así como también, 

la formación de ácido sulfhídrico y gas carbónico. 

 

La interpretación de la lectura se realizó de la siguiente manera: fondo ácido 

(amarillo) y pico alcalino (naranja): fermentación de la glucosa y sacarosa. Ácido 

todo el medio: fermentación de la glucosa, sacarosa y lactosa. Ennegrecimiento del 

medio: producción de ácido sulfhídrico. Burbujas de aire en el medio: producción de 

gas carbónico. 

 

Descarboxilación de la lisina 

 

Se procedió a inocular la colonia sospechosa en tubos que contenían caldo 

lisina; luego, se le agregaron tres gotas de parafina líquida y se incubaron a 32°C por 

24 horas. Esta prueba se utilizó con la finalidad de determinar la producción de la 

enzima descarboxilasa específica, por parte de la bacteria, capaz de desdoblar la lisina 

hasta cadaverina, la permanencia del color original del medio, dado por el indicador 

púrpura de bromocresol se consideró como una prueba positiva.      
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Producción de motilidad, indol, ornitina 

 

En tubos con medio motilidad indol ornitina (MIO), solidificado en forma de 

taco, se procedió a inocular las colonias sospechosas por punción, luego se incubó a 

32°C por 24 horas. Esta prueba se utilizó para determinar la motilidad del 

microorganismo, la producción de indol y la descarboxilación de la ornitina. La 

motilidad se evidenció por la turbidez en el medio a partir de la línea de punción. La 

producción de indol se determinó por la formación de un anillo rojo brillante en la 

superficie del medio, al agregar el reactivo de Kovacs. La descarboxilación de la 

ornitina a putrescina, se evidenció por la permanencia del color original del medio, 

dado por el indicador púrpura de bromocresol.  

 

Utilización de fenilalanina 

 

En los tubos con el medio fenilalanina solidificado en bisel, se inoculó por 

estría las colonias sospechosas en la superficie del medio y luego se incubó a 32°C 

durante 24 horas. Al cabo de este tiempo, al medio se le agregaron 5 gotas de cloruro 

férrico, rotándose el tubo suavemente para cubrir toda la superficie. La prueba se 

consideró positiva si el producto de la desaminación de la fenilalanina, que es el ácido 

feníl pirúvico, al combinarse con el cloruro férrico, produjo una coloración verdosa 

inmediatamente. 

 

Utilización del malonato 

 

Se inocularon las colonias sospechosas en tubos que contenían caldo malonato 

y se incubó a 32°C por 24 horas. Esta prueba permitió determinar la utilización, por 

parte de las bacterias, del malonato de sodio como fuente de carbono y el sulfato de 

amonio como fuente de nitrógeno, observándose un color azul, debido al indicador 
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azul de bromotimol, produciéndose una reacción positiva.   

 

Hidrólisis de la urea (agua peptonada) 

 

Se inocularon las colonias sospechosas en tubos que contenían agua peptonada 

para urea, posteriormente se le agregó unas gotas del reactivo rojo fenol, y se incubó 

a 32°C por 24 horas. Con esta prueba se verificó la síntesis de la enzima ureasa, con 

producción de amoníaco, que se observó con un viraje del indicador rojo fenol de 

amarillo a rosado fucsia. 

 

Utilización de sorbitol e inositol  

 

Se inocularon las colonias sospechosas en tubos que contenían caldos separados 

de sorbitol e inositol y, posteriormente, se incubaron a 32°C por 24 horas. Esta 

prueba se utilizó para determinar la capacidad de las bacterias de utilizar el 

carbohidrato presente en el medio, con la formación de ácido, mediante el cambio del 

indicador rojo fenol hasta un color amarillo en el medio.   

 

Identificación bioquímica de bacilos Gramnegativos no fermentadores (BGNNF) 

 

Para la identificación bioquímica de los BGNNF, se emplearon las siguientes 

pruebas: TSI, citocromo oxidasa, motilidad, oxidación de azúcares (glucosa, sacarosa, 

maltosa y manitol), y descarboxilación de la lisina (Koneman et al., 2004). 

 

Identificación del género Staphylococcus sp. 

 

El grupo de bacterias identificadas como Grampositivas, se sembró en agar 

manitol salado y se les aplicaron las siguientes pruebas bioquímicas: catalasa, 

coagulasa y fermentación del manitol (Koneman et al., 2004). 
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Prueba de susceptibilidad antimicrobiana 

 

Se empleó el método de difusión en agar, descrito por Bauer et al. (1966), 

siguiendo los lineamientos del Comité Nacional de Estándares para Laboratorios 

Clínicos (CLSI), por sus siglas en inglés, (CLSI, 2007). Se tomaron de 3-5 colonias 

aisladas del microorganismo de interés, provenientes del agar Mac Conkey y se 

suspendieron en 4,5 ml de solución salina fisiológica y se incubó a 32ºC, hasta que se 

observó un grado de turbidez semejante al del patrón 0,5 de Mac Farland. 

Posteriormente, se realizó la siembra de la suspensión de bacterias en el agar Mueller 

Hinton, utilizando un hisopo que se humedeció en esta suspensión y se diseminó en la 

superficie del agar, luego se procedió a colocar los discos de antimicrobianos con la 

ayuda de una pinza y haciendo un poco de presión. Los agentes antimicrobianos 

seleccionados fueron los siguientes: cefoperazona (75 µg), aztreonam (30 µg), 

ciprofloxacina (5 µg), imipenem (10 µg), amikacina (30 µg), cefalotina (30 µg), 

ceftazidima (30 µg). Todos de la misma casa comercial,  estas placas fueron 

incubadas a 37ºC por 24 horas, en condiciones de aerobiosis y, posteriormente, se 

midieron los halos de inhibición  y se clasificarón en las categorías establecidas por el 

CLSI 2007 en sensible (S), intermedio (I) y resistente (R). 

 

Antagonismo bacteriano 

 

Una vez identificadas las cepas pertenecientes al género Klebsiella, se procedió 

a la detección del efecto antagónico de las bacteriocinas producidas por aislados de 

Klebsiella sp., siguiendo la metodología de doble capa descrita por Dopazo et al. 

(1988) (APÉNDICE 1). 

 

Las cepas identificadas como Klebsiella se enfrentaron a cepas indicadoras 

provenientes del Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM): 
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Bacillus subtilis CVCM 591, E. coli K-12 CVCM 178, Pseudomonas aeruginosa 

CVCM 787 y Staphylococcus aureus CVCM 636; como control positivo de 

emplearon cepas productoras de bacteriocinas provenientes del CVCM: K. 

pneumoniae CVCM 797, K. pneumoniae  CVCM 799 y K. pneumoniae  CVCM 800.  

 

Posteriormente, se enfrentaron con cuatro cepas de diferentes géneros (Shigella 

sp., E. cloacae, P. aeruginosa, Staphylococcus sp.),  provenientes del cultivo de las 

muestras de agua del río Manzanares.  

 

El procedimiento fue realizado de la siguiente manera: 

 

Las cepas en estudio se inocularon en agar LB y se incubaron a 32ºC, de 18- 24 

horas en condiciones de aerobiosis, luego se resuspendió la respectiva cepa en 5 ml 

de caldo LB en una concentración de 0,5 de la escala de Mac Farland (1,5x108 

UFC/ml); después, se inocularon 10 µl de la cepa de Klebsiella sp., en estudio, en una 

zona específica de una placa con agar LB y se incubaron a 32ºC de 18-24 horas, en 

condiciones de aerobiosis. Transcurrido el tiempo de incubación, los inóculos de 

Klebsiella sp., fueron expuestos por 20 minutos a vapores de cloroformo, para luego 

cubrirse con 10 ml de agar LB a 42ºC, inoculado con 0,5 ml de cultivo fresco de las 

bacterias indicadoras provenientes del CVCM y con otras enterobacterias aisladas de 

las muestras de agua del río Manzanares; las placas con la doble capa de agar se 

incubaron a 32ºC por 24 horas, en condiciones de aerobiosis. Cumplidas las 24 horas 

de incubación, se observó la formación o no de halos de inhibición de crecimiento 

bacteriano, alrededor de la zona donde se encontraba el inóculo de Klebsiella sp. Los 

resultados de producción del efecto antagónico se interpretaron basándose en la 

formación de halos de inhibición del crecimiento bacteriano de cualquier tamaño.   
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Concentración mínima inhibitoria 

 

Se utilizó el método de dilución en agar Mueller Hinton, siguiendo los 

lineamientos del Comité Nacional de Estándares para Laboratorios Clínicos (CLSI, 

2007), empleando los siguientes antibióticos: cefoperazona (75 µg), aztreonam (30 

µg), ciprofloxacina (5 µg), imipenem (10 µg), amikacina (30 µg), cefalotina (30 µg), 

ceftazidima (30 µg). 

 

Análisis estadístico 

 

Para el análisis estadístico se emplearon tablas, en las cuales fueron plasmados 

los resultados. Los patrones de susceptibilidad antimicrobiana se expresaron en 

porcentajes, bien sea de resistencia o sensibilidad (Sokal y Rohlf, 1981). 
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RESULTADOS 

 

En la tabla 1 de acuerdo al contaje de colonias realizado a las diluciones de las 

muestras de agua, para cada una de las cuencas del río Manzanares, se pudo observar 

que la cuenca baja presento el contaje bacteriano más alto, con un rango de 1,40X105 

-1,80X105 UFC/ml; para la cuenca media el rango fue de 0,95-1,20X105 UFC/ml, 

siendo este muy similar al presentado por la cuenca baja cuyo rango oscilo de 0,70-

1,00X105 UFC/ml. Según lo estipulado en la norma salvadoreña, sobre parámetros de 

la calidad de agua (NSO) (2001), los límites de permisibilidad para bacterias 

heterótrofas no deben exceder la 100 UFC/ml. 

 

Tabla 1. Contaje de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), en las 
diferentes cuencas del  río  Manzanares, estado Sucre. 

  Meses   

Estación Cuenca 
Febrero 

(UFC/ml) 
Mayo 

(UFC/ml) 
Agosto 

(UFC/ml) 
Rango 

(UFC/ml) 
Cuenca baja 1,80x105 1,60x105 1,40x105 1,401,80105 
Cuenca media 1,20x105 1,10x105 0,95x105 0,951,20105 
Cuenca alta 1,00x105 0,80x105 0,70x105 0.701,00105 
UFC/ml: unidades formadoras de colonias por mililitro 

  
En la tabla 2 se observa la variedad de géneros bacterianos encontrados en las 

cuencas del río Manzanares; estos microorganismos poseen la capacidad de colonizar 

casi todos los ambientes, pudiéndose aislar tanto en el suelo como en el agua. El 

microorganismo más predominante fue Staphylococcus sp., con un predominio de 

28,71%; seguido del género Aeromonas, con un 20,79%, así mismo, el género 

Pseudomonas tuvo un porcentaje de aislamiento en este estudio de 15,84%. También 

se pudo observar que estos tres géneros bacterianos junto con la especie Enterobacter 

cloacae, K.ozaenae y K. planticola, se aislaron en las tres cuencas en estudio. 
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Tabla 2. Diversidad de especies bacterianas aisladas en las cuencas alta, media y baja 
del río Manzanares, estado Sucre. 

Microorganismo  N       % Cuencas 
Aeromonas sp. 21 20,79 CB, CM, CA 
BGNNF 12 11,88 CB, CM, CA 
Enterobacter agglomerans   1   0,99 CM 
E. cloacae   8   7,92 CB, CM, CA 
Escherichia coli   5   4,95 CB, CM 
Staphylococcus sp. 29 28,71 CB, CM, CA 
Klebsiella terrigena   3   2,97 CM, CA 
K. ozaenae   2   1,98 CB, CM, CA 
K. planticola   3   2,97 CB, CM, CA 
Pseudomonas sp. 16 15,84 CB, CM, CA 
Shigella sp.   1   0,99 CB 
Total      101       100  
BGNNF: bacilos Gramnegativos no fermentadores/ CB: cuenca baja, CM: cuenca media, CA: cuenca 
alta/ N: número de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas. 
 

En la tabla 3 se observan los diferentes géneros de la familia 

Enterobacteriaceae aislados de las cuencas de río Manzanares; ésta refleja un 

predominio de 34,78% para la especie E. cloacae  y 21,74% para la especie E. coli. 

 

Se aisló un total de 8 especies bacterianas pertenecientes al género Klebsiella, 

de las cuales, 2 (8,70%) correspondieron a K. ozaenae y, K. terrígena y K. planticola 

con 3 (18,70%) aislamientos cada una. 

 

Tabla 3. Porcentaje de enterobacterias aisladas de la cuenca alta, media y baja del río 
Manzanares, estado Sucre. 

Microorganismo N      % 
Enterobacter agglomerans 1   4,35  
E. cloacae 8 34,78 
Escherichia coli 5 21,74 
K. terrigena 3 13,04 
K. ozaenae 2   8,70 
K. planticola 3 13,04 
Shigella sp. 1   4,35 
Total              23    100 
N: número de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas. 
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En la tabla 4 se muestran los patrones de sensibilidad encontrados en los 

diferentes géneros de la familia Enterobacteriaceae, se observa una marcada 

sensibilidad a los diferentes antimicrobianos empleados. Para cefoperazona, 

amikacina e imipenem, las cepas presentaron un 100,00% de sensibilidad, mientras 

que el 56,52% de las cepas fueron resistentes a cefalotina. 

 

Tabla 4. Susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias aisladas de las cuencas 
alta, media y baja del río Manzanares, estado Sucre. 

Antimicrobiano 
Sensible 

 N                  % 
Intermedio 

N                % 
Resistente 

 N                     % 
Cefoperazona       23          100,00 0             0,00   0                 0,00 
Ceftazidima        22            95,96 0             0,00   1                 4,35 
Amikacina        23          100,00 0             0,00   0                 0,00 
Imipenem        23          100,00 0             0,00   0                 0,00 
Ciprofloxacina          16            69,57 0             0,00   7               30,43 
Aztreonam      22            95,96 0             0,00   1                 4,35 
Cefalotina              10             43,48 0             0,00 13               56,52 
N: número de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas. 

 

La tabla 5 muestra los patrones de sensibilidad de las diferentes especies del 

género Klebsiella aisladas de las cuencas del río Manzanares,. Se observa que este 

grupo presentó resistencia solo para ciprofloxacina, (62,50%).  

 
Tabla 5. Susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Klebsiella sp. aisladas de las 
cuencas alta, media y baja del río Manzanares, estado Sucre. 

Antimicrobiano 
Sensible 

N                 % 
Intermedio 

N                   % 
Resistente 

N                   % 
Cefoperazona 8           100,00 0                0,00 0                0,00 
Ceftazidima 8           100,00 0                0,00 0                0,00 
Amikacina 8           100,00 0                0,00 0                0,00 
Imipenem 8           100,00 0                0,00 0                0,00 
Ciprofloxacina 3             37,50 0                0,00 5              62,50 
Aztreonam 8           100,00 0                0,00 0                0,00 
Cefalotina 8           100,00 0                0,00 0                0,00 
N: número de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas. 
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La tabla 6 refleja la presencia de cinco fenotipos de susceptibilidad para las 

enterobacterias aisladas en las diferentes cuencas del río Manzanares, se puede 

observar que la mayoría de los fenotipos se inclinan a, la sensibilidad, y los mismos 

se distribuyeron de la siguiente manera: el fenotipo A corresponde a una cepa del 

género Shigella sp., el B está integrado por ocho cepas de E. cloacae, dos cepas de E. 

coli y una cepa de E. agglomerans; el fenotipo C fue expresado por una sola cepa de 

E. coli; el fenotipo D correspondió  a dos cepas de K. ozaenae, una de K. planticola y 

una de E.coli y el fenotipo E se expresó en tres cepas de K. terrigena, dos de K. 

planticola y una de E.coli. 

 

Tabla 6. Fenotipos de susceptibilidad antimicrobiana de enterobacterias  aisladas de 
la cuenca alta, media y baja del río Manzanares, estado Sucre. 
Fenotipo N % CFP CAZ AN IMP CIP ATM CF 
A 1 4,35 S R S S S R R 
B  11 47,83 S S S S S S R 
C 1 4,35 S S S S R S R 
D    4 17,39 S S S S S S S 
E 6 26,09 S S S S R S S 
CFP: cefoperazona, CAZ: ceftazidima, AM: amikacina, IMP: imipenem, CIP: ciprofloxacina, ATM: 
aztreonam, CF: cefalotina/ N: número de cepas aisladas/ %: porcentaje de cepas aisladas. 
 

La concentración inhibitoria minima para las cepas del género Klebsiella, 

aisladas de las cuencas del río Manzanares, que presentaron resistencia a 

ciprofloxacina se realizó a una concentración de 0,5 µg/ml hasta 128 µg/ml de este 

antimicrobiano, observándose crecimiento hasta la concentración de 4 µg/ml. 

 

Las cepas de Klebsiella aisladas de las diferentes cuencas del río Manzanares 

no expresaron producción de bacteriocinas, sin embargo, se pudo evidenciar la 

inhibición de la cepa indicadora de E. coli K12 CVCM 178, al enfrentarla con 

K.pneumoniae CVCM 797 productora de bacteriocina, la cual fue empleada como 

control, tal como lo muestra la figura 2. 
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Figura 2.  K. pneumoniae CVCM 797  productora de bacteriocina,  contra E. coli K12 
CVCM 178. Cepas de Klebsiella (K01- K07) no productoras de bacteriocinas, 

aisladas de las cuencas del río Manzanares. 
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DISCUSIÓN 

 
La colonización de los ríos por parte de bacterias patógenas, se debe en su 

mayoría a la intensa actividad antropogénica que se lleva a cabo en sus cercanías. 

Bacterias del grupo denominado coliforme se aíslan normalmente de estas fuentes de 

agua; sin embargo, un gran número de bacterias patógenas, tales como Pseudomonas, 

Aeromonas sp., Salmonella sp., Shigella sp., Klebsiella sp., E. coli y Staphylococcus 

sp., causantes de enfermedades son descargadas a diario, representando un riesgo 

para la salud (Cortés, 2003; Álvarez et al., 2004). Fernández, en 1984, aisló géneros 

bacterianos similares a los hallados en este estudio. 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos, con relación a la biodiversidad de 

especies bacterianas, se observó una situación similar con un estudio realizado en 

varios ríos de México, en los cuales se encontró un alto porcentaje de aislamientos de 

bacterias pertenecientes al género Staphylococcus, así como también, de E. coli, 

Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas sp., 

Salmonella sp. y Shigella sp. (Rodriguez y Botello, 1987; Quiñones et al., 2000). La 

elevada presencia de bacterias del género Staphylococcus y Aeromonas que se 

determinó en esta investigación puede, deberse a las características particulares de la 

cuenca baja del río Manzanares, que por estar cerca de la costa marina, presenta un 

alto grado de salinidad y las bacterias de este género son capaces de sobrevivir en 

estos ambientes (Muñoz et al., 2008). 

 

Con respecto a la presencia de la familia Enterobacteriaceae en las diferentes 

estaciones, fue levemente menor en comparación con los bacilos Gram negativos no 

fermentadores (BGNNF), cabe destacar que al ser estos últimos de distribución 

cosmopolita y presentar tolerancia a una amplia variedad de condiciones físicas, 

pueden ser aislados con mucha frecuencia de tierra, agua, plantas, animales y seres 
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humanos y aunque numerosos trabajos reportan a las enterobacterias como los de 

mayor frecuencia de aislamientos en aguas de ríos (Emiliani y González 1997; Lösch 

et al., 2004, Rivera et al., 2004; Rivera y Cedillo, 2005), no fue el caso de este 

estudio. 

 

Rodríguez et al. (2002), en un estudio sobre incidencia y sensibilidad bacteriana 

en el río Tambre, España, encontraron una alta prevalencia de bacterias de género 

Pseudomonas y Aeromonas. La presencia estos dos géneros en gran número en las 

aguas del río Manzanares obedece a la capacidad que tienen ambos de colonizar en 

agua dulce y salada (Miravet et al., 1992; Conde et al., 2002); de igual manera, 

Sotomayor et al. (2006), en un estudio similar, reportan una alta incidencia para 

bacterias de la familia Enterobacteriaceae como Enterobacter, Klebsiella y 

Escherichia coli; este grupo de bacterias entéricas son aisladas comúnmente de las 

aguas de los ríos representado al grupo de coliformes totales y fecales que son usadas 

para determinar los niveles de contaminación y evaluar la calidad de las aguas 

(Fuentes et al., 2008). 

 

La presencia de estos géneros bacterianos y su alta densidad indica niveles por 

encima de los límites legales, la proliferación de estas bacterias patógenas está 

favorecida por el incremento de la temperatura, la abundancia de nutrientes y el 

aumento de las descargas de materia orgánica, lo que ha ocasionado un deterioro del 

estado de las aguas del río Manzanares y desmejora en la calidad ambiental; esto 

pone en evidencia que estas aguas no son aptas para el contacto humano (Márquez et 

al., 2002; Fuentes et al., 2008). 

 

En lo que se refiere a los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana para las 

bacterias aisladas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, se reportó para 

cefoperazona, amikacina e imipenen un 100% de sensibilidad, seguido de ceftazidima 
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y aztreonan con un 95,96% de cepas sensibles para ambos. Un 69,57% a 

ciprofloxacina y 43,48% a cefalotina. Resultados estos, muy parecidos a los 

obtenidos por Rodríguez et al. (2002), al evaluar los índices de resistencia de 

enterobacterias y otras bacterias Gramnegativas aisladas de río Tambre en España, 

reportando para cefalotina el menor porcentaje de sensibilidad del grupo de 

antimicrobianos y porcentajes similares de sensibilidad para el resto. Así mismo, 

Zambrano et al. (2002), evaluaron la resistencia de cepas de E. coli aisladas de aguas 

residuales y tratadas, encontrando para el grupo de antimicrobianos usados 

sensibilidad para la mayoría de ellos. Aunque se observa un predominio hacia la 

sensibilidad, ciertas bacterias expresaron resistencia, esto puede deberse a la gran 

cantidad de metales pesados y agentes antimicrobianos que se vierten a los ríos por 

medio de los desechos humanos y animales, lo que ha permitido que las bacterias 

adquieran resistencia; de igual manera, las mutaciones ocasionadas por la presión 

selectiva a la que son sometidas las bacterias cuando están en contacto con estas 

sustancias, pueden desencadenar en éstas nuevos mecanismos de resistencia (Lösch et 

al., 2004). 

 

En cuanto a los niveles de susceptibilidad para las bacterias de género 

Klebsiella, éstas mostraron resistencia en un 62,50% a ciprofloxacina, y fueron 100% 

sensibles al resto de los antimicrobianos. Harris et al. (1999), en un trabajo sobre 

evolución de la resistencia a ciprofloxacina, describen porcentajes de resistencia a 

este antimicrobiano de amplio espectro que va en aumento con el pasar del tiempo, al 

ser este un antimicrobiano de primera línea para tratar la mayoría de las infecciones 

bacterianas, sobre todo las causadas por enterobacterias, sin tomar en cuenta la 

susceptibilidad en estudios previos, así mismo Lepe et al. (2003), indican que esta 

falta de sensibilidad puede deberse al uso indiscriminado de este antimicrobiano en 

los alimentos para uso animal, sobre todo en aves de corral. 
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Los diferentes fenotipos de resistencia antimicrobiana expresados por el grupo 

de enterobacterias aisladas de las cuencas del río Manzanares, se inclinan a hacia la 

sensibilidad, correspondiéndose con los encontrados por Crespo (2002) y Zambrano 

et al. (2002); esta sensibilidad puede deberse al hecho de ser bacterias aisladas de 

ambientes naturales, en donde la cantidad de antimicrobianos a los que se encuentran 

expuestas no es tan elevada como la encontrada en ambientes hospitalarios, tal como 

lo demuestran numerosos trabajos en los cuales la totalidad de las bacterias 

estudiadas presentan resistencia a la mayoría de los antimicrobianos empleados 

(Fajardo et al., 2000; Gobernado, 2003; Álvarez et al., 2005).    

 

Crespo (2002) describe para bacterias del género Klebsiella de naturaleza 

silvestre, un fenotipo de sensibilidad similar al expresado por las cepas de Klebsiella 

en este estudio (fenotipo D) en el cual se observa un 100,00% de sensibilidad de las 

cepas para el grupo de antimicrobianos usados. En otro estudio, Martínez et al. 

(2005), también hallaron cepas de K. pneumoniae con este mismo fenotipo; esto es 

observado en bacterias que no han estado en contacto con antimicrobianos o solo en 

pequeñas proporciones y, por lo tanto, no han desarrollado mecanismos de resistencia 

(Cáceres et al., 1998). 

 

La concentración inhibitoria mínima de 4 µg/ml para CIP, encontrada en los 

aislados de Klebsiella, representa la cantidad necesaria de este antimicrobiano para 

inhibir a estas cepas de Klebsiella (Sánchez y Feris, 1993), valores que se 

corresponden con los expresados en las pruebas de susceptibilidad en disco para este 

mismo antimicrobiano.  

 

En cuanto a la producción de bacteriocinas, de las 8 cepas de Klebsiella 

aisladas, ninguna presentó producción de bacteriocinas, debido a que no todas las 

bacterias son capaces de producir esta sustancia, tal como lo revela en Venezuela, 
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Rodríguez (1980), con hallazgos de cepas productoras entre 30-50%. De igual 

manera, Pineda y Rodríguez (1990), en un estudio sobre producción de colicinas, 

hemolisinas y resistencia a los antimicrobianos en cepas de E. coli, aisladas de cerdos 

con diarrea, encontraron que de un total de 24 cepas analizadas, solo un 21% presentó 

producción de bacteriocinas. 

 

La producción de bacteriocinas por parte de bacterias de género Klebsiella, ha 

sido descrita en varios trabajos para las especies K. pneumoniae y en algunos casos 

para K. oxytoca (Banerjee et al., 1993; Aggarwal et al., 2003; Malik et al., 2003); en 

el río Manzanares los aislados de K. terrigena, K. planticola y K. ozaenae no 

expresaron la producción de bacteriocinas.  

 

Así mismo, Harnett y Gyles (1984), Finola et al. (1989), Pineda y Rodríguez 

(1990) y Karama et al. (2008), en sus trabajos sobre cepas productoras de 

bacteriocinas, encontraron un alto porcetaje de resistencia hacia los antimicrobianos 

usados en las cepas productoras, hallando en algunos casos multiresistencia en las 

cepas positivas para bacteriocinas, lo que sugiere una relación entre la producción de 

bacteriocinas y la resistencia antimicrobiana. 

 

D´Aguila (1996), comprobó que Pseudomonas era capaz de inhibir el 

crecimiento de los coliformes, Marchand (2002), reportó que especies del género 

Pseudomonas producen una sustancia denominada "Pseudocin" (PLS) que inhibe el 

crecimiento de E. coli, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii y Klebsiella sp., 

que pudiera estar inhibiendo en las aguas del río Manzanares a bacterias de género 

Klebsiella. 

 

De igual modo, se ha comprobado que la producción de bacteriocinas por parte 

de bacterias del género Pseudomonas, producen una acción antibiótica frente a 
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diversos géneros bacterianos como E. coli, K. pneumoniae, Salmonella sp Proteus sp, 

S. aureus, Shigella sp., entre otros (Iwalokun et al., 2006). 

 

Es importante destacar que no todos los aislados de Klebsiella son capaces de 

producir sustancias antagónicas, así como también, otros aspectos metodológicos que 

pudieran influir en la expresión o producción de estas sustancias, tales como 

condiciones de pH, medios de cultivo, sustratos, entre otros, por lo que es 

conveniente emplear otras técnicas que permitan evidenciar esta característica.    
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CONCLUSIONES 

 

Los elevados niveles bacterianos y la presencia de géneros altamente patógenos 

en las aguas del río Manzanares, son indicativos de que éstas no se encuentran aptas 

para el consumo humano, ya que sobrepasan los índices de permisibilidad. 

 

El grupo de bacterias encontradas presentaron un alto porcentaje de sensibilidad 

a los antimicrobianos empleados. 

 

La resistencia mostrada a ciprofloxacina por ciertas bacterias del género E. coli 

y Klebsiella aisladas en este estudio, indica el uso indiscriminado que se le ha dado a 

este medicamento como tratamiento de primera línea para todo tipo de infecciones. 

 

Las cepas del género Klebsiella aisladas del río Manzanares, no mostraron la 

capacidad de producir bacteriocinas. 
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RECOMENDACIONES 

 

En vista de los resultados obtenidos, es conveniente el empleo de otras técnicas 

más sensibles para la detección de bacteriocinas, así como tomar en cuenta factores 

como temperatura, sustratos, pH, medios de cultivo, entre otros que puedan interferir 

en la expresión de las mismas. 
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APÉNDICE  1 

METODOLOGÍA DE DOBLE CAPA 

 

 

 

Primera capa de 

agar incubar 24 h a 32ºC 

Inocular en 

Agar LB 

Cepas en estudio 

 

 

 

 

 
Exponer 20 min a vapores  

de cloroformo 
 

 

Inocular en agar LB 

a 42ºC 

 

 
Cepas indicadoras 0,5 

Mac Farland  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cubrir con 10 ml del agar LB+ cepas  

(segunda capa) 

Observar la formación o no 

de halos de inhibición 
No productoras de 

bacteriocinas 
Productoras de 
bacteriocinas 

Incubar 24 h a 32ºC 
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El presente trabajo de investigación tuvo como objetivo determinar la producción de 
bacteriocinas en bacterias pertenecientes al género Klebsiella, aisladas de muestras de 
agua provenientes de las cuencas alta, media y baja del río Manzanares del estado 
Sucre. Para la identificación de las cepas se realizó la caracterización, tanto 
macroscópica como microscópica, de las colonias de interés, así como, también 
pruebas bioquímicas convencionales;  las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana 
se realizaron por el método de difusión en agar, la producción de bacteriocinas se 
realizó aplicando la técnica de doble capa en agar LB, y se emplearon como cepas 
indicadoras tales como: B. subtilis CVCM 591, E. coli K-12 CVCM 178, P. 
aeruginosa CVCM 787 y S. aureus CVCM 636 y, además, cepas de otros géneros 
provenientes del río. Se aisló un total de 101 cepas bacterianas, de las cuales, 29 se 
identificaron como Staphylococcus, 21 Aeromonas, 23 pertenecieron a la familia 
Enterobacteriaceae, 16 Pseudomonas y 12 BGNNF. De las cepas de enterobacterias, 
8 correspondieron al género Klebsiella. 56,52% de las cepas de enterobacterias 
resultaron resistentes a cefalotina; 30,43% a ciprofloxacina, un y 4,35% a ceftazidima 
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presentaron un 100% de sensibilidad. Ninguna de las especies de Klebsiella 
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indicadoras y con algunas de las aisladas del río, solo las cepas controles (K. 
pneumoniae  CVCM 797, K. pneumoniae,  CVCM 799 y K. pneumoniae  CVCM 
800), presentaron efecto antagónico contra las cepas indicadoras; esto pudo deberse a 
que esta característica es expresada en su mayoría por la especie K. pneumoniae, las 
cuales no fueron halladas en la investigación. 
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