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RESUMEN

Se desconocen datos de la diversidad microbiana de las aguas termales de San Francisco —
Guayllabamba, de hecho, la informacién sobre estudios de extremofilos en Ecuador es limitada,
pero dadas las condiciones del sitio, se percibe la oportunidad para realizar importantes
investigaciones biotecnoldgicas sobre la posible capacidad de sintesis enzimética de los
microrganismos nativos, por ende, el objetivo de la presente investigacion fue de caracterizar
bacterias resistentes a altas temperaturas aisladas de las aguas termales de San Francisco —
Guayllabamba ubicadas en el canton Chambo. El presente trabajo se desarrolld en el cantdn
Chambo, en donde se tomd una muestra puntual de las aguas termales de San Francisco —
Guayllabamba con fines de bioprospeccion de organismos resistentes a altas temperaturas. Tras
el andlisis de los parametros fisico-quimicos se realizd un juego de diluciones seriadas de orden
10 hasta 10y se inocularon 0,1 ml de cada dilucién en medio sélido Nutritivo y Luria Bertani
utilizando la técnica de siembra por extension en superficie, y se seleccionaron las colonias mas
representativas de acuerdo a su morfologia macroscopica. De esta manera, se caracterizaron
cinco colonias de bacterias termdfilas con temperatura Optima de crecimiento de 41°C,
observandose mediante microscopia cocos Gram positivos, asi como bacilos cortos y largos
Gram positivos y Gram negativos, con predominio de bacterias Gram positivas. Ademas, se
aplicaron las pruebas bioquimicas de catalasa, oxidasa, indol, urea, citrato y TSI. Finalmente, se
evaluo la capacidad de enzimas extracelulares, evidenciandose principalmente la produccién de
celulasas y amilasas, y adicionalmente se realizaron pruebas de resistencia a antibidticos,
mostrando sensibilidad a amikacina, cloranfenicol, eritromicina, meticilina y resistencia a

oxacilina.

Palabras clave: <EXTREMOFILO>, <BIOPROSPECCION>, <ENZIMAS>, <PRUEBAS
BIOQUIMICAS >, <ANTIBIOTICO>.
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ABSTRACT

The microbial diversity of San Francisco — Guayllabamba hot springs is unknown. In fact,
information on extremophile studies in Ecuador is limited. However, given the conditions of the
site, there is an opportunity for significant biotechnological research on the potential enzymatic
synthesis capacity of native microorganisms. Therefore, the objective of this research was to
characterize heat-resistant bacteria isolated from San Francisco — Guayllabamba hot springs
located in Chambo town. This study was conducted in Chambo town, where a single sample of
San Francisco — Guayllabamba hot springs was taken for the bioprospecting of organisms
resistant to high temperatures. After analyzing the physicochemical parameters, a series of
tenfold dilutions ranging from 10 to 10-4 were prepared, and 0.1 ml of each dilution was
inoculated onto Nutrient Agar and Luria Bertani solid media using the surface streaking
technique. The most representative colonies were selected based on their macroscopic
morphology. In this way, five colonies of thermophilic bacteria with an optimal growth
temperature of 41°C were characterized by observing Gram-positive cocci, as well as, short and
long Gram-positive and Gram-negative bacilli under microscopy. Gram-positive bacteria were
predominant. Additionally, biochemical tests for catalase, oxidase, indole, urea, citrate, and TSI
were performed. Finally, the capacity of extracellular enzymes was evaluated, mainly showing
the production of cellulases and amylases. Additionally, antibiotic resistance tests were
conducted, showing sensitivity to amikacin, chloramphenicol, erythromycin, methicillin, and

resistance to oxacillin.

Keywords: <EXTREMOPHILE>, <BIOPROSPECTING>, <ENZYMES>, <BIOCHEMICAL
TESTS>, <ANTIBIOTIC>.

0591-DBRA-UPT-2024
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INTRODUCCION

Los microorganismos extremofilos viven en ecosistemas extremos con altas/bajas
temperaturas/pH y alta presion y salinidad que incluyen los tres dominios de la vida, Bacteria,
Archaea y Eukarya. Las bacterias termofilas habitan principalmente en aguas termales y pueden
sobrevivir a temperaturas de 40-80°C. Debido a sus propiedades especificas, como el
crecimiento a altas temperaturas y caracteristicas macromoleculares Unicas, los extremdfilos
pueden poseer un metabolismo fuerte, enzimas quimica y fisicamente estables y un menor
crecimiento, pero una mayor productividad que las especies meséfilas similares. Los terméfilos
se estudian intensamente debido a su potencial para producir enzimas termoestables como
proteasas, amilasas, lipasas, xilanasas, pectinasas, quitinasas, celulasas y ADN polimerasas.
Estas enzimas exhiben propiedades tnicas que pueden ser adecuadas para llevar a cabo procesos
biotecnol6gicos a temperaturas elevadas. Ademas, se ha informado que son estables frente a

detergentes, disolventes y pH acido y alcalino (Abdollahi, Ghane y Babaeekhou, 2021).

Entre estas enzimas de importancia industrial se encuentran las proteasas que representan
alrededor del 60 % de la venta total de enzimas a nivel mundial. Las proteasas catalizan la
hidrélisis de los enlaces peptidicos presentes en las proteinas y polipéptidos. Tienen amplias
aplicaciones industriales que incluyen la industria del cuero, la industria farmacéutica, la
industria alimentaria y la fabricaciéon de hidrolizados de proteinas y la industria de
procesamiento de residuos. Las proteasas producidas por bacterias termdfilas son importantes
porgue pueden catalizar las reacciones a temperaturas mas altas, lo que da como resultado una
mayor solubilidad de los reactivos y productos, lo que a su vez acelera las velocidades de
reaccion. Ademads, una temperatura de procesamiento més alta puede reducir el riesgo de

contaminacién microbiana por bacterias meséfilas (Abdollahi, Ghane y Babaeekhou, 2021).

La investigacion de nuevas fuentes de enzimas Utiles para la industria es uno de los campos de
investigacion mas importantes en el sector de la biotecnologia de las enzimas. Recientemente,
se han estudiado proteasas resistentes al calor, pero la mayoria ain no estan disponibles en el
mercado. Las aguas termales en esta &rea alin no han sido investigadas en términos de
composicion microbiana y perspectivas biotecnoldgicas. Por lo tanto, el objetivo de este estudio
es detectar nuevas bacterias resistentes a altas temperaturas con posible potencial

biotecnoldgico.



CAPITULO 1

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1.  Planteamiento del problema

Debido a su ubicacion geografica a lo largo del llamado Cinturén de Fuego del Pacifico, las
cuatro regiones del Ecuador: Costa, Sierra, Oriente y Galapagos, cuentan con actividad
volcanica. Existen dos tipos de aguas termales en Ecuador, las que estan contenidas en piscinas
naturales de tierra, como es el caso de las que originalmente descubrieron y usaron los indigenas
de la regidn, y las que son encausadas hacia piscinas artificiales, hechas por el hombre (Hopey,
2022). Los distintos balnearios termales que conforman gran parte del sistema de aguas en el
Ecuador constan de 11 espacios principales. Entre ellos estdn las provincias: Azuay, Cafar,
Carchi, Chimborazo, Cotopaxi, Guayas, Imbabura, Morona Santiago, Napo, Pichincha y
Tungurahua (Enriguez, 2019). Ello convierte al pais en uno de los mejores lugares del mundo para
relajarse en un bafio termal de aguas ricas en minerales (Hopey, 2022). La mayor parte de estudios
realizados de estas aguas termales han sido realizados con fines terapéuticos o relacionados a la

salud, sin embargo, se han realizado pocos estudios de analisis biotecnol6gicos de las mismas.

Siendo el Ecuador un pais megadiverso con habitats donde crecen microrganismos de suma
importancia para investigaciones Biotecnolodgicas, se encuentran aquellas bacterias capaces de
poseer mecanismos de defensa y tolerancia ante condiciones adversas como la resistencia a altas
temperaturas. No obstante, la caracterizacion de estas bacterias es muy escasa en el Ecuador
debido a las condiciones y medios de cultivos que deben ser especiales para cada especie. Pese a
gue se ha confirmado la importancia a nivel ambiental e industrial de estos microrganismos y se
han elaborado estudios preliminares sobre el microbioma de ambientes extremos, en el Ecuador
hay evidencia clara de que no existe investigacion alguna de carécter cientifico que caracterice

los microrganismos de las aguas termales.

Las aguas termales de San Francisco — Guayllabamba provienen del volcan Sangay y estan
ubicadas en el cantén Chambo, se caracterizan por alcanzar temperaturas de hasta 42°C, con un
pH de 6.5 seglin (INAMHI, 2013) y estan compuestas por sulfuro, hierro y calcio (Daney, 2019) por
lo que serian un habitat ideal para microorganismos extremofilos. La importancia de este tipo de
microorganismos radica en su estructura gendmica, la cual es de gran interés en procesos
industriales y aplicaciones de investigacién debido a su capacidad para permanecer activas en

condiciones severas.



1.2.  Justificacién del problema

En la dltima década ha aumentado la atencién por los ambientes extremos debido al interés por
aislar microorganismos extremofilos previamente desconocidos en cultivos puros y de esta
manera perfilar sus metabolitos, es asi que los procesos microbianos han sido explotados para
una variedad de industrias que incluyen procesamiento de alimentos, bebidas, biofertilizantes,

productos farmacéuticos, polimeros y biorremediacion (Sani et al., 2018).

Se desconocen datos de la diversidad microbiana de las aguas termales de San Francisco —
Guayllabamba, de hecho, la informacion sobre estudios de extremdfilos en Ecuador es limitada.
Dadas las condiciones del sitio, se percibe la oportunidad para realizar importantes
investigaciones biotecnoldgicas sobre la capacidad de sintesis enzimatica de los microrganismos
nativos, de manera que exista la posibilidad de generar aportes muy significativos en la

produccion de metabolitos.

Por lo tanto, toda esta informacién podria ser un importante precedente sobre la diversidad
microbiana con potencial enzimatico aislada que podria apoyar a estudios posteriores que

pretendan hacer analisis especificos y darles a las enzimas un uso de interés industrial.



1.3.  Objetivos

General

e Caracterizar bacterias resistentes a altas temperaturas aisladas de las aguas termales

de San Francisco — Guayllabamba ubicadas en el canton Chambo.

Especificos

o Aislar bacterias resistentes a altas temperaturas de las aguas termales San Francisco
— Guayllabamba.

e Caracterizar macroscépica, microscdpica y bioquimicamente las bacterias aisladas
en las aguas termales.

e Analizar el potencial enzimatico de las bacterias aisladas.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO REFERENCIAL

2.1. Antecedentes

Las bacterias son muy diversas y pueden sobrevivir en habitats adversos. La mayoria de las
bacterias presentes en el medio ambiente aiin no se han explorado y, por lo tanto, siguen siendo
desconocidas para sus funciones ecoldgicas (El-Gayar et al., 2017). EI mundo microbiano es el
mayor reservorio inexplorado de biodiversidad en la tierra. Es una frontera importante en
biologia bajo investigaciones intensivas. La amplia gama de actividades microbianas y su
importancia para la biosfera y la economia humana proporcionan una sélida base para

comprender su diversidad, conservacion y explotacion. (Vermaet al., 2014).

Los extremofilos son microorganismos que pueden vivir y reproducirse en entornos hostiles. En
los Gltimos 40 afios, se han encontrado en aguas termales, areas volcanicas, aguas profundas, en
biotopos antéarticos y en otros sitios geotérmicos particulares, todos los lugares que
anteriormente se creia que eran demasiado severos para sustentar la vida. Mas recientemente,
las industrias impulsaron la busqueda de nuevas especies porque se dieron cuenta de que la
capacidad de estos microorganismos para sobrevivir en condiciones tan extremas estaba
estrictamente relacionada con caracteristicas especiales, que consisten principalmente en nuevas
enzimas y vias bioquimicas. De hecho, generalmente es cierto que las enzimas de un organismo
estan adaptadas para funcionar de manera ptima en sus condiciones de crecimiento o cerca de
ellas, por lo que el rango de extremos en los que se encuentra la vida define el rango de

condiciones en las que se puede detectar la actividad enzimatica (Khalil, 2011).

Importancia

Los entornos valorados por el ser humano como supremos estan dominados por
microorganismos adaptados a estos nichos sostenibles: los microorganismos gue se consideran
“extremos” se distinguen por su capacidad de vivir a temperaturas altas (termofilos e
hipertermdfilos). EI manejo de los microorganismos en nuevos procedimientos biotecnolégicos
ha llamado la atencién en sus investigaciones. En vista de que numerosos procesos industriales

tienen lugar a cabo a elevadas temperaturas, las enzimas termoestables son cada vez mas
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importantes como biocatalizadores; algunas de estas enzimas hipertermofilas son eficaces a
temperaturas muy altas hasta 110°C; las enzimas terméfilas suelen estar activas entre 60-80°C,
en tanto que las enzimas termdfilas e hipertermdfilas son activas a temperaturas altas e inactivas

a temperaturas inferiores a 40°C (Suérez et al., 2004).

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Entornos extremos

Podemos encontrar ecosistemas térmicos extremos como los aquellos que encontramos en los
polos terrestres, 0 en las chimeneas submarinas de los fondos oceénicos donde aparecen
surgimientos de aguas a altas temperaturas (Gomez, 2016). Durante las Ultimas décadas, los
cientificos se han sentido intrigados por los fascinantes organismos que habitan en ambientes
extremos. Dichos organismos, conocidos como extremofilos, prosperan en habitats que para
otros aspectos de vida terrestres son intolerablemente hostiles o incluso letales. En nichos
extremadamente calientes, frios y salinos, asi como en condiciones &cidas y alcalinas; algunos
pueden crecer en desechos toxicos, solventes organicos, metales pesados u otros habitats que

antes se consideraban inhdspitos para la vida (Rampelotto, 2013).

2.2.2. Microorganismos extremofilos

Un extremdfilo (del latin extremus que significa "extremo" y griego filia(6ééRa) que significa
“amor”) es un organismo que prospera e incluso puede requerir condiciones fisicas o
geoquimicas extremas que son perjudiciales para la mayoria de la vida en la Tierra. En
contraste, los organismos que viven en ambientes mas moderados pueden denominarse
mesofilos o neutrofilos. En las décadas de 1980 y 1990, los bidlogos revelaron que la vida
microbiana posee una asombrosa flexibilidad para sobrevivir en ambientes extremos (nichos
que son extraordinariamente calientes o acidos, por ejemplo) que serian completamente
inhospito para los organismos complicados. Varios cientificos incluso Ilegaron a concluir de que
la vida puede haberse originado en la Tierra en fuentes hidrotermales en las profundidades de la

superficie del océano (Gupta et al., 2014).



Los extremofilos se pueden distribuir en dos categorias extensas: extreméfilos verdaderos
(obligatorios) que requieren una 0 mas condiciones extremas para crecer y multiplicarse y
extremofilos facultativos que pueden tolerar bastante bien condiciones que son toxicas y/o
letales para los abrumadores. mayoria de los organismos vivos, aunque crecen de manera
Optima en condiciones "normales”. Actualmente, algunos 6rdenes o géneros contienen solo
extremofilos, mientras que otros Ordenes o géneros contienen tanto extremofilos como no
extremofilos; sin embargo, con la identificacion constante de organismos novedosos y la
suposicion de que hemos identificado menos del 2% de los supuestos microorganismos

existentes, esta division puede cambiar con frecuencia (Canganella et al., 2011).

Desde un punto de vista antropocéntrico las condiciones extremofilas se definen generalmente
como: temperaturas inferiores a 10° C (psicrofilos) y superiores a 40° C (termofilos); pH
inferior a 5.0 (aciddfilos) y superior a 8.0 (alcal6filos); presién superior a 1 atmdsferas
(piezdfilos); concentracion de sal superior a 30 g/ L (haléfilos) y baja disponibilidad de agua
(condiciones de sequedad): actividad de agua inferior a 0.9 (xeroéfilos), entre otras (Delgado

Romero, 2021).

2.2.3. Clasificacion de microorganismos extremofilos

2.2.3.1. Actividad del agua

En 1953, William James Scott descubri6 que el incremento de microorganismos en alimentos
no depende del contenido de agua, como la mayoria de las personas esperaba, sino de la
actividad del agua. Cuatro afios més tarde, desarroll6 la idea de actividad minima del agua para
el crecimiento de microorganismos. Hoy en dia, los productores de alimentos utilizan
habitualmente la actividad del agua para decidir si un producto es susceptible a las bacterias.
Como todos los organismos, el crecimiento de microorganismos depende de la cantidad de agua
presente en los alimentos. Absorben agua mediante las membranas celulares. Este mecanismo
de movimiento del agua depende del gradiente de actividad del agua: el agua se traslada desde
un ambiente de alta actividad de agua fuera de la célula a uno con menor actividad dentro de la
célula. Cuando la actividad del agua al exterior de la célula disminuye lo suficiente, se produce
estrés osmotico: la célula no es capaz de absorber agua y se vuelve inactiva. Los
microorganismos no mueren, simplemente dejan de crecer lo suficiente como para causar una
infeccion. Los diferentes organismos afrontan el estrés osmatico de distintas maneras. Por tanto,

existen diversos limites de crecimiento para cada organismo. Algunos mohos y levaduras se han
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adaptado para tolerar una actividad de agua muy baja (METER Group, 2022). La Tabla 1-1 muestra

los limites de crecimiento de la actividad del agua para algunos microorganismos comunes.

Tabla 2-1: Limite de crecimiento de la actividad del agua para algunos microorganismos.

aw | Bacterias Moho Levadura
0.97 | Clostridium botulinum E
Pseudomonas fluorescens
0.95 | Escherichia coli
Clostridium perfringens
Salmonella spp.
Vibrio cholerae
0.94 | Clostridium botulinum A, | Stachybotrys atra
B
Vibrio parahaemolyticus
0.93 | Bacillus cereus Rhizopus nigricans
0.92 | Listeria monocytogenes
0.91 | Bacillus subtilis
0.90 | Staphylococcus aureus Trichothecium roseum Saccharomyces
(anaerobico) cerevisiae
0.88 Candida
0.87 | Staphylococcus aureus
(anaerdbico)
0.85 Aspergillus clavatus
0.84 Byssoclamys nivea
0.83 Penicillium expansum Deharymoces hansenii
Penicillium islandicum
Penicillium viridicatum
0.82 Aspergillus fumigatus
Aspergillus parasiticus
0.81 Penicillium cyclopium
Penicillium patulum
0.80 Saccharomyces bailii
0.79 Penicillium martensii
0.78 Aspergillus flavus
0.77 Aspergillus niger
Aspergillus ochraceous
0.75 Aspergillus restrictus
Aspergillus candidus
0.71 Eurotium chevalieri
0.70 Eurotium amstelodami
0.62 Saccharomyces rouxii
0.61 Monascus bisporus
0.60
0.50
0.40 Sin proliferacién bacteriana
0.30
0.20

Fuente

: (METER Group, 2022)

Realizado por: Martinez, T. Andreina, 2023




2.2.3.2. Temperatura

La temperatura es una de las condiciones mas significativas para la existencia de la vida, ya que
su cambio actla en gran medida en diferentes procesos fisicos y biol6gicos. A altas
temperaturas, se produce la mejora de la fluidez de la membrana, la desnaturalizacion de las
proteinas y los acidos nucleicos, y la solubilidad de los gases necesarios para las funciones
vitales de los microorganismos (Morozkina et al., 2010). Si bien existe todo un espectro continuo de
organismos, desde los que tienen la temperatura 6ptima muy baja hasta los que la tienen muy
alta, es posible distinguir cuatro grandes clases de microorganismos con relacion a su
temperatura de crecimiento optima: psicrofilos, con temperatura 6ptima baja; mesoéfilos, con
temperatura 6ptima moderada; termofilos, con temperatura dptima alta, e hipertermdfilos, con

temperatura Optima muy alta.

Tabla 2-2: Limite de crecimiento de la actividad del agua para algunos microorganismos.

Extremofilo Descripcion

Hiperterméfilos La temperatura éptima para su crecimiento es superior a los 80°C
y el maximo crecimiento de cultivos se produce a temperaturas
entre 110y 113°C.

Termdfilos Crece por encima de los 45°C.

Termdfilos facultativos | Crecen en temperatura 6ptima de 40 a 45°C.

Mesofilos La temperatura 6ptima s de unos 37°C. Por lo general, pueden

crecer en rangos entre 25 a 45°C.

Psicrofilos Pueden crecer a temperaturas inferiores a 5°C y hasta 20°C.
Habitualmente pueden crecer a temperaturas de alrededor de
10°C.

Psicrdfilos facultativos | La temperatura 6ptima es de 15°C a 20°C.

Fuente: (Ramirez D. et al., 2006) y (Ollivier, y otros, 2000)
Realizado por: Martinez, T. Andreina, 2023

2.2.3.3. pH

Uno de los efectos que tiene la contaminacion atmosférica es la acidificacion del medio

ambiente. La podemos definir como la pérdida de la capacidad neutralizante del suelo y del



agua, como consecuencia del retorno a la superficie de la tierra, en forma de acidos, de los

oxidos de azufre y nitrogeno descargados a la atmdsfera (Estevéz, 2015).

El pH es un factor principal que afecta el crecimiento de los microorganismos, algunas bacterias
tienden a crecer a un pH bajo (3.0) y los hongos también crecen a pH bajos (1.0). Sin embargo,
el rango de pH 6ptimo para las bacterias varia de 6.0 a 8.5 y muy pocas prefieren un pH de 8.5 0

superior (Cervantes, y otros, 2017).

Tabla 2-3: Clasificacion de microorganismos en funcién a su pH

Extremofilo Minimo Optimo Méaximo
Aciddfilos pH >0 25<pH=>3.0

Alcalinotolerantes pH <85 pH>9.0
Alcaléfilos pH>8.5 pH>10

Fuente: (Ollivier, y otros, 2000)
Realizado por: Martinez, T. Andreina, 2023

2.2.3.4. Presion

Existen tres tipos de estos microorganismos: barotolerantes, son los microorganismos
extremofilos que soportan altas presiones de hasta 400 atmdsferas pero que viven mejor si la
presion del ambiente es de una atmdsfera (que es la presion en la superficie terrestre), baréfilos
son aquellos extremdfilos que viven mejor si en el ambiente que les rodea hay una presion de
entre 500 y 600 atmdsferas. Por Gltimo, estan los barofilos extremos, que crecen mejor si estan
sometidos a una presion de por encima de 700 atmosferas, aungque pueden sobrevivir si se les

deja bajo la influencia de una presion ambiental de 1 atmosfera (Gomez, 2016).
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Tabla 2-4: Clasificacion de microorganismos en funcién a su presién

Extremofilo Descripcion

Barotolerantes Pueden crecer a presion atmosférica, pero consiguen soportar
presiones de hasta unas 500 atmosferas. Su habitat son las aguas

oceanicas con una profundidad de 2000 a 4000 metros.

Bardfilos Crecen de manera Optima a temperaturas superiores a 400
atmosferas. Hay barofilos moderados (facultativos) y barofilos

extremos (obligatorios).

Bardfilos moderados Se trata de bacterias que pueden crecer a presion atmosférica,
aunque sus optimas rondan las 400 atmosferas. Viven a
profundidades de 5000 a 7000 metros.

Barofilos extremos Estan aislados a profundidades de més de 10000 metros. Como la

temperatura del agua a estas profundidades es de sélo 2-3°C, suelen

ser al mismo tiempo criofilas.

Fuente: (Lafiez, 2005)
Realizado por: Martinez, T. Andreina, 2023

2.3. Microorganismos resistentes a altas temperaturas

Teniendo en cuenta el factor temperatura, los microorganismos, como es bien sabido, se dividen
en psicrofilos, mesofilos, termofilos e hipertermdfilos. Los microorganismos termofilos que
estan mas extendidos que los hipertermdfilos estan representados por varias especies de
bacterias, incluidas las bacterias fotosintéticas (cianobacterias, bacterias moradas y verdes),
enterobacterias (bacilo, Clostridium, y algunas otras), bacterias tionicas (tiobacilo) y
arqueobacterias (pirococo, termococo, Sulfolobus, metanégenos). La capacidad de vivir bajo
valores extremos de temperatura condujo al cambio de la estructura de la membrana
citoplasmatica, y también a la sintesis de extremoenzimas y proteinas de choque térmico

(Morozkina et al., 2010).

Los microorganismos que son capaces de crecer a temperaturas entre 45 y 110 grados
centigrados pertenecen a los dominios Bacteria y Archaea (Suérez et al., 2004). Pues existen
microorganismos como la arquea de nombre Pyrolobus fumarii que le encanta el agua
hirviendo, de hecho, su temperatura éptima para crecer es 106°C. Aungue en su medio ambiente
sobrevive a temperaturas que varian entre 90 y 113°C (Santoyo Pizano, 2020). Entre las bacterias, el

grupo mejor adaptado a diversas condiciones extremas es el de las cianobacterias. A menudo
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forman tapetes microbianos con otras bacterias, desde el hielo antartico hasta las aguas termales
continentales. Las cianobacterias también pueden desarrollarse en lagos hipersalinos y alcalinos,
soportar altas concentraciones de metales y tolerar condiciones xerofilas (es decir, baja
disponibilidad de agua), formando comunidades endoliticas en regiones desérticas. Sin
embargo, las cianobacterias rara vez se encuentran en ambientes acidos con valores de pH

inferiores a 5-6 (Rampelotto, 2013).

El limite superior de temperatura para el crecimiento de cualquier organismo eucariota
termofilo es de unos 62-65° C. Y el limite superior para cualquier eucariota fotosintético es de
unos 57 ° - para el alga roja Cyanidium caldarium, que crece alrededor de fuentes termales y
tiene una temperatura Optima de 45°C. En contraste con esto, algunas cianobacterias
unicelulares pueden crecer hasta 75 ° C, y algunos procariotas no fotosintéticos pueden crecer a

100 ° C 0 mas (Deacon, 2020).

2.4. Fuentes termales

Las aguas termales a menudo se asocian con el concepto de «ascension» de las profundidades
del mar. Esta condicion muestra el importante papel de las fracturas abiertas limitando los tipos
de agua de afloramiento a estructuras muy especificas que permiten una menor variabilidad que
la del aguas subterranea en general (Pinuaga Espegel, 1993). Las fuentes termales son manantiales
de aguas calientes que contienen sales minerales en diversas cantidades. Se forman en una
region volcéanica, cuando el agua de la lluvia se filtra en el terreno hasta que alcanza la roca
porosa que la absorbe como si fuera una esponja. Como la roca esta caliente, lo que sucede
después es parecido a una olla a presion en la que el agua hierve. El agua en la roca tiene una
presion inferior a la que esta més arriba; por eso, cuando absorbe el calor de las rocas derretidas

del fondo llega a alcanzar una temperatura de 250°C (Coaguila Pari, 2021).

Origen de las fuentes termales

A lo largo de los afios, los fendmenos hidrotermales, especialmente los géiseres, han llamado la
atencion de los gedlogos y de los cientificos en general; dicho de otra manera, debemos
entender los conceptos de la teoria moderna de la tectonica de placas, que afirma que casi toda

la actividad volcénica se limita a la zona de influencia (en la superficie y en altitudes elevadas)
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de los méargenes convergentes, divergentes y reformadores de las placas litosféricas. La lava
ascendente creada por la convergencia puede crear un arco de isla. La convergencia, también
relacionada con el fendmeno de expansion, es un mecanismo de formacion de fuentes termales
(Pantoja Alor et al., 2000).

El agua de origen metedrico o de marea penetra en el suelo y cae a capas mas profundas,
debido a la gravedad, aumentando su temperatura durante la circulacion subterranea. Luego,
esta agua puede fluir hacia la superficie, a través de grietas y hendiduras en la roca. Este proceso
de formacién a menudo se denomina «origen geotérmico». En cuanto a las aguas de origen
magmatico, se forman por la cristalizacion del magma, liberando componentes volatiles que
pueden escapar en forma de fumarolas, constituidas principalmente por hidrégeno y vapor de

agua, ademas de elementos como fluor, cloro, azufre, carbono, fésforo y boro (Pinuaga Espegel,
1993).

Clasificacion de fuentes termales

Tabla 2-5; Clasificacién de fuentes termales

Tipo de agua |
Por su origen geolégico
Magmaticas Sus temperaturas son elevadas, siempre
superiores a 50°C.

Descripcién

Teluricas Las temperaturas rara vez llegan a los 50°C
Por su conformacion fisica
Aguas frias Temperatura menos de 20°C

Hipotermales o poco frias

Temperaturas de 21 a 35°C

Mesotermales o calientes

Temperaturas 35 a 45°C

Hipertermales

Temperatura més de 45°C

Por sus residuos secos

Oligominerales Menos de 0,2 g/L
Medio minerales De0,2alg/L
Minerales Delalbg/L

Fuente: (Zevallos Mendez, 2016)
Realizado por: Martinez, T. Andreina, 2023

2.5. Bioprospeccion

La bioprospeccion consiste en la identificacién, evaluacion y explotacion sistematica de la

diversidad de vida en un lugar determinado, y tiene como objetivo buscar recursos genéticos
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para propdésitos comerciales. En cuanto a los microorganismos, comprende principalmente
estrategias para explotar partes cultivables y no cultivables de la biodiversidad microbiana. Otro
método que ha sido utilizado por la investigacion es la prospeccion “in silico” de secuencias
genodmicas de microorganismos que ya estan disponibles en bases de datos. Todo ello pretende
identificar microorganismos, genes, enzimas y/o rutas metabdlicas para futuras aplicaciones

biotecnoldgicas en la industria o en la propia investigacion (Jodo y Almeida, 2015).

Bioprospeccion in silico

La prospeccién in silico se basa en el descubrimiento de nuevos genes y rutas metabdlicas
mediante el analisis de secuencias del genoma en bases de datos. La disminucién de los costes
de secuenciacion ha permitido generar una gran cantidad de informacion sobre genomas
microbianos. La comunidad cientifica ha puesto a disposicién cada vez méas genomas completos
de bacterias, hongos y arqueas. La prospeccion de esos genomas mediante gendmica comparada
y métodos de andlisis evolutivo, con la ayuda de herramientas bioinformaticas, ha permitido la
rapida identificacion de nuevos genes y enzimas con una amplia gama de funciones y
aplicaciones. La identificacion y validacion de nuevas enzimas relacionadas con la degradacion
de la biomasa lignoceluldsica o el metabolismo de azucares en bacterias y levaduras son buenos

ejemplos de donde se puede aplicar esta técnica (Jodo y Almeida, 2015).

2.6. Potenciales usos biotecnoldgicos de organismos extreméfilos

La biotecnologia es omnipresente y tiene un impacto mayor que el previsto anteriormente en
varias industrias diversas, como la produccién de piensos y alimentos, la generacién de
biocombustibles y energia, asi como la produccion sostenible de compuestos quimicos de alto

valor (Elleuche et al., 2014).

La utilidad de los extremofilos en diversas aplicaciones industriales y de otro tipo se debe a su
amplio espectro de propiedades Unicas. Un impetu importante que impulsa la investigacion
sobre los extremdfilos es el potencial biotecnoldgico asociado con los microorganismos y sus
productos celulares. Los procesos metabélicos y las funciones bioldgicas especificas de estos
microorganismos estan mediados por enzimas y proteinas que son responsables de las

propiedades inusuales de los organismos. Con la idea de que los extreméfilos son capaces de
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sobrevivir en ambientes extremos, se supone que sus enzimas estan adaptadas para funcionar de

manera Optima en tales condiciones (Gupta et al., 2014).

Las extremozimas son enzimas derivadas de microorganismos extremafilos que pueden soportar
condiciones adversas en procesos industriales que durante mucho tiempo se penso6 que destruian
las proteinas (Elleuche etal., 2014). Estas extremozimas son enzimas que han desarrollado
mecanismos moleculares de adaptacion a condiciones fisicoquimicas extremas que tienen
aplicaciones relevantes como biocatalizadores en procesos industriales de biotransformacién
(Raddadi et al., 2015).

Tabla 2-6: Aplicaciones biotecnoldgicas de los principales grupos de extremofilos

. - Enzimas compuestos .
Organismos extremofilos L y P Aplicaciones y productos
organicos
Glucosa, fructosa para
edulcorantes
. Blanqueo de papel
- . - Amilasas q . hap S
Termdfilos e hipertermdfilos ilanasas Produccién de aminoéacidos a
(T 55-105°C) partir de queratinas,
Proteasas . .
procesamiento de alimentos,
reposteria,  elaboracion  de
cerveza, detergentes.
ADN polimerasas Ingenieria genética
Proteasas neutras Maduracion de queso,
e . Proteasas produccion de lacteos aditivos
Psicrdfilos y psicrotolerantes . .
o Amilasas degradadores de polimeros en
(T <20°C) .
Lipasas detergentes.
Acidos grasos poliinsaturados Productos farmacéuticos
Deshidrogenasas Biosensores
Acidofilos (pH <3) Oxidacién de azufre Desulfuracion de carbén
Celulasas -
Aditivos  degradadores  de
Proteasas .
Amilasas polimeros en detergentes
Alcaldéfilos (pH >8.5) . Estabilizacion de sustancias
Lipasas Lo
. . volatiles
Ciclodextrinas o
. Productos farmaceuticos
Antibidticos
Colorante alimenticio
Caroteno -
. . Productos farmaceuticos
Halo6filos Glicerol o
. Productos farmaceuticos
(crecen con 3 -20% de sal) Solutos compatibles
Surfactantes para Productos
Membranas .
farmacéuticos

Fuente: (Canganella y Wiegel, 2011)

Realizado por: Martinez, T. Andreina, 2023
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2.7. Métodos de identificacidon bacteriana

2.7.1. Caracteristicas macroscopicas

Las colonias son una forma macroscépica de observar la morfologia de un grupo de bacterias,
incluido los grupos formados por el crecimiento de las bacterias en el medio en el que fueron
incubadas durante aproximadamente 24 horas; algunas bacterias requieren algunas semanas de
incubacion para crecer y pueden constar de millones de bacterias, por lo que las colonias pueden

tener entre 0,5 a 4,0 mm de didmetro (Vargas et al., 2015).

La morfologia de una colonia dependera del borde y la forma en que se eleva sobre el medio de

cultivo. Asi, se menciona que la forma de una colonia puede ser:

- Circular: Pueden medir hasta 4,0 mm.

- Puntiforme: Denominados también en “cabeza de alfiler”.
- Irregular: No representan una forma geométrica.

- Rizoide: Presentan una forma helicoidal.

- Fusiforme: En forma de husos.
(Vargas et al., 2015)
En cuanto a los bordes estos pueden ser:

- Enteros: Son homogéneos en todo su recorrido.
- Ondulados: Presentan pequefias fenestraciones.
- Lobulados: Sus bordes son curveados de manera irregular.

- Filamentosos: Presentan finos filamentos alrededor de toda la colonia.
(Vargas et al., 2015)
La elevacién de la colonia puede ser:

- Plana
- Convexa

- Elevada
(Vargas et al., 2015)
Las colonias pueden presentar diferentes texturas, estas pueden ser:

- Lisas: Presentan una superficie homogénea

- Concéntricas: Su textura se extiende de manera circular, por lo general de afuera hacia
adentro.

- Arrugadas: Su superficie presenta pequefias areas sobresalientes y leves depresiones.

- Con curvas: Llamadas también sinuosas, presenta una textura similar a la concéntrica,

la diferencia radica en que este presenta un contorno mas irregular.
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(Vargas et al., 2015)
Las bacterias en conjunto presentan también otras caracteristicas como:

- Pigmentacion: Que puede ser verde, amarillo o grisaceo.

- Olor: frutal o putrefacto.

- Consistencia: mucoide, liso o0 rugoso.

- Comportamiento Gptico: frente a luz transmitida estos pueden ser opacos, translicidos o

transparentes; frente a la luz reflejada estos pueden ser brillantes u opacos.
(Vargas et al., 2015)

2.7.2. Caracteristicas microscopicas

El andlisis microscépico en fresco y después de la tincion nos permite determinar la forma, la
agrupacion, la estructura de las células y su tamafio. La tincién es el primer paso, y
eventualmente el Unico paso para la identificar bacterias. Los colorantes mas utilizados y
solicitados son la del azul de metileno y la de Gram. La tincién de Gram es a menudo la primera
y Unica herramienta que utilizamos el diagnéstico preliminar al identificar la mayoria de las

bacterias (Bou et al., 2011).

Estos son algunos de los términos utilizados para preparaciones tefiidas:

- tincién: uniforme, irregular, unipolar, bipolar, etc.

- forma: cocos, bacilos, cocobacilos, filamentosos, bacilos curvos, etc.
- céapsula: presente o ausente

- endosporas: ovales, esféricas, terminales, subterminales

- tamafo: cortos, largos, etc.

- bordes laterales: abultados, paralelos, concavos, irregulares

- extremos: redondeados, puntiagudos

- disposicién: parejas, cadenas, tétradas, racimos, etc.

- formas irregulares: variacion en forma y tamafio, ramificados, fusiformes, etc.

(Bou et al., 2011)
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Figura 2-1: Formay disposicién bacteriana.

Fuente: (Sapkota, 2023)

2.7.3. Caracterizacion bioquimica

Las pruebas bioguimicas permiten determinar las propiedades metabdlicas de las bacterias
identificadas. Algunas de estas pruebas son métodos rapidos porque evaltan la presencia de
enzimas preformadas y sus resultados varian desde unos segundos hasta unas pocas horas. Otras
pruebas requieren la determinacion del crecimiento microbiano con un periodo de incubacion
inicial de 18 a 48h; este grupo incluye la mayoria de las pruebas que determinan los
componentes metabdlicos o determinan la sensibilidad de los microorganismos a una sustancia
dada después del cultivo en un medio de reconocimiento que contiene el sustrato metabolizado.
Sin embargos, algunas de estas pruebas se pueden realizar rapidamente, después de un periodo

de incubacion de aproximadamente 2 a 6h (Bou et al., 2011).

2.7.3.1. Catalasa

Esta prueba muestra la presencia de catalasa, una enzima que cataliza la liberacion de oxigeno
del peroxido de hidrégeno (H:20.). Se utiliza para distinguir las bacterias que producen la

enzima catalasa, como los estafilococos, de las bacterias que no producen catalasa, como los
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estreptococos. Habitualmente se utiliza H,O; al 3 % para el cultivo de rutina, mientras que para

la deteccion de catalasa en anaerobios se utiliza H.0; al 15 % (Aryal, 2022).

2.7.3.2. Oxidasa

La prueba de oxidasa se utiliza para identificar bacterias que producen citocromo ¢ oxidasa, una
enzima de la cadena de transporte de electrones bacteriana. (nota: todas las bacterias que son
oxidasas positivas son aerdbicas y pueden utilizar oxigeno como aceptor terminal de electrones
en la respiracion. Esto NO significa que sean aerobias estrictas. Las bacterias que son oxidasas
negativas pueden ser anaerdbicas, aerobicas o facultativas; Un resultado negativo de oxidasa
simplemente significa que estos organismos no tienen citocromo ¢ oxidasa que oxida el reactivo
de la prueba. Pueden respirar usando otras oxidasas en el transporte de electrones). Los géneros
bacterianos caracterizados como oxidasa positivos incluyen Neisseria y Pseudomonas. Los

géneros de la familia Enterobacteriaceae se caracterizan por ser oxidasa negativos (Arvidson,
2023).

2.7.3.3. Ureasa

La prueba de ureasa identifica aquellos organismos que son capaces de hidrolizar la urea para
producir amoniaco y diéxido de carbono. Se utiliza principalmente para distinguir Proteeae
ureasa positiva de otras Enterobacteriaceae. Normalmente se utilizan dos clases de medios para
detectar la accion de la ureasa. El agar urea de Christensen se utiliza para detectar la actividad
de la ureasa en una variedad de microorganismos. El caldo de urea de Stuart se utiliza
principalmente para la diferenciacion de especies de Proteus. En el agar urea de Christensen, la
produccion de ureasa se indica mediante la coloracion de un rosa brillante (fucsia) en la parte
inclinada que puede extenderse hasta la base después de 1 a 6 horas de incubacién. EI medio de
cultivo permanecera de color amarillento si el organismo es ureasa negativa. Para el caldo de
urea de Stuart, la produccion de ureasa estéd indicada por un color rosa brillante (fucsia) en todo

el caldo (Brink, 2016).
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2.7.3.4. Indol

La prueba de indol busca la capacidad de un organismo para degradar el aminoéacido triptéfano
y producir indol. Se emplea como parte de los métodos IMVIiC, una bateria de pruebas
disefiadas para distinguir entre miembros de la familia Enterobacteriaceae. El triptéfano es un
aminoacido que puede sufrir propagacion e hidrélisis por bacterias que expresan la enzima
triptofanasa. El principal requisito para cultivar un organismo antes de realizar la prueba de
indol es que el medio contenga una cantidad suficiente de triptéfano. La presencia de indol
cuando un microbio crece en un medio rico en triptéfano demuestra que un organismo tiene la
capacidad de degradar el triptéfano. La deteccién de indol, un subproducto del metabolismo del
triptéfano, se basa en la reaccion quimica entre el indol y el p-dimetilaminobenzaldehido

(DMAB) en condiciones acidas para producir el colorante rojo rosindol (Macwilliams, 2009).

2.7.3.5. Citrato

Esta prueba se utiliza para determinar si un microorganismo puede utilizar citrato como Unica
fuente de carbono y compuestos de amoniaco como Unica fuente de nitrogeno en su
metabolismo, provocando alcalosis. Dentro de la familia Enterobacteriaceae, estas
caracteristicas aparecen en los siguientes géneros: Enterobacter, Klebsiella, Serratia,
Citrobacter y algunas especies de Salmonella. Sin embargo, Escherichia, Shigella, Yersinia,
Salmonella typhi y Salmonella paratyphi no pueden crecer cuando se utiliza citrato como Unica

fuente de carbono (Bou et al., 2011).

2.7.4. Métodos moleculares

Estos métodos detectan material genético (acidos nucleicos), tanto ADN como ARN, que es
especifico de cada especie, asi como sus variaciones como mutaciones, deleciones y
translocaciones, que provocan que los resultados varian dependiendo de la situacion de la

investigacion (Stamboulian et al., 2012).

20



ARNYr 16S (rrs)

El andlisis de la secuencia de ARNr o ADNr 16S se ha convertido en una herramienta
importante en la determinacion de las relaciones entre bacterias y se utiliza ampliamente con
fines de identificacion. La resolucion que ofrece el gen 16S rRNA no es lo suficientemente alta
para diferenciar entre especies estrechamente relacionadas. Las cepas disponibles en
colecciones de cultivos se depositaron antes de la descripcién de la mayoria de las especies
conocidas y se clasificaron segun datos fenotipicos, lo que puede llevar a una identificacion

incongruente por Secuenciacion del ARNr 16S (Garcia-Lopez et al,. 2014).

ARNr 16S-23S y ARNr 23S

Con los continuos avances en la tecnologia de secuenciacion durante la ultima década, la
secuenciacion de proxima generacion (NGS) ofrece varias ventajas sobre la secuenciacion de
Sanger, incluida una mayor resolucion y precision en la identificacion de patdgenos
microbianos. Ademas, esta tecnologia permite realizar pruebas independientes del cultivo a
partir de muestras polimicrobianas complejas para detectar e identificar varios patégenos en
paralelo (Rossen et al., 2018). Se ha desarrollado un método de diagndstico basado en NGS de
productos de amplificacion por PCR de la regién codificante del ARNr 16S-23S (~4,5 kb)
(Benitez-Péez y Sanz, 2017), que muestra una resolucién mas alta y un tiempo reducido para obtener
resultados para la identificacion bacteriana en comparacion con otros métodos de identificacion
(p. €j., secuenciacion Sanger del gen 16S rRNA). Sin embargo, este método tenia algunas
limitaciones, incluida la ausencia de una base de datos extensa de la regién codificante del
ARNr 16S-23S y la falta de software complementario que permitiera una identificacion de

especies facil y confiable (Sabat et al., 2017).

Extraccion de ADN

Dependiendo de la velocidad del diagnostico y/o complejidad del crecimiento del patégeno
(bajo indculo, tasa de crecimiento lenta, necesidad de medios sintéticos complejos, etc.), estos
métodos se pueden aplicar directamente a muestras clinicas o cultivos bacterianos. EI ADN
genomico se extrae a partir de las células enteras utilizando una variedad de métodos estandar o

sistemas comerciales, cuya versatilidad depende del tipo de muestra clinica 0 matriz de muestra,
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en el caso de muestras reales, de producto o muestra ambiental. Dependiendo del tipo de
bacteria se pueden realizar modificaciones para simplificar u optimizar la extraccion de

cromosomas (Bou et al., 2011).

Amplificacién

En biologia molecular, la amplificacién es un proceso mediante el cual una molécula de &cido
nucleico se copia enziméaticamente para generar una poblacién de progenie con la misma
secuencia que la parental. El método de amplificacién mas utilizado es la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR). El resultado de una amplificacién por PCR de un segmento de ADN se
denomina "amplicén". Los &cidos nucleicos también se pueden amplificar en una reaccion
isotérmica que involucra una transcriptasa inversa, que copia ARN — ADN, y una ARN
polimerasa dependiente de ADN, que transcribe ADN — ARN. La amplificacion isotérmica no
genera ADN bicatenario y se utiliza principalmente para copiar ARN. Los métodos basados en
ligasa, incluida la llamada reaccién en cadena de la ligasa (LCR), también se pueden utilizar
para la amplificacién especifica de ADN o ARN. Un cuarto método general para la
amplificacion de acidos nucleicos implica clonar la molécula de ADN seleccionada en células
bacterianas o eucariotas, permitiéndoles reproducirse y recolectar el ADN amplificado (Gargaud,

y otros, 2011).

2.7.5. Caracterizacién enzimatica

Los microorganismos termdfilos y las enzimas procedentes de microorganismos termoéfilos se
encuentran entre las enzimas extremoéfilas mas estudiadas en los Gltimos afios. Los bacilos
terméfilos son las principales bacterias utilizadas industrialmente como productoras de enzimas

termoestables extracelulares (proteasas, amilasas, lipasas, pululanasas, xilanasas, etc.)
(Kambourova, 2018)

2.7.5.1. Lipasas

Particularmente las lipasas microbianas, son importantes biocatalizadores industriales. Como
resultado, la deteccidn, sintesis y purificacién de la enzima lipasa a partir de cepas microbianas

estan en constante evolucion para satisfacer las necesidades de las industrias farmacéutica y
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alimentaria (Kandasamy, y otros, 2021). Las lipasas termoestables y alcaléfilas tienen un gran
potencial para ser utilizadas en detergentes, aromatizantes alimentarios, procesamiento de cuero,
productos farmacéuticos, cosméticos, etc. (Hasan, Shah y Hameed, 2006a). Las lipasas permanecen
enzimaticamente activas en disolventes organicos, lo que mejora su potencial y flexibilidad
como biocatalizadores contra una amplia gama de huéspedes no naturales (Schmid y Verger, 1998).
Las lipasas microbianas suelen ser enzimas extracelulares producidas por diversos hongos,
actinomicetos y bacterias (Gupta, Gupta y Rathi, 2004). Las lipasas son de gran importancia en la
industria del cuero. Las lipasas pueden desempefiar un papel distinto en la resolucion de
problemas de la industria del cuero y las curtidurias. Por lo tanto, los investigadores siempre
estan buscando nuevas lipasas con altas tasas cataliticas a partir de fuentes microbianas (Hasan,

Shah y Hameed, 2006b).

2.7.5.2. Celulasas

Las celulasas microbianas se han convertido en los principales biocatalizadores debido a su
naturaleza compleja y sus amplias aplicaciones industriales. Las celulasas y hemicelulasas
encuentran su aplicacion en la hidrolizacion de biomasa lignoceluldsica con el objetivo de
producir azlcares monoméricos que sean facilmente utilizables para la fermentacion por
microorganismos (Jin et al., 2020). Tanto las bacterias como los hongos son capaces de secretar
enzimas celuloliticas. La mayoria de las especies bacterianas se han utilizado
predominantemente en procesos industriales, en los que el género Bacillus ha ocupado un
espacio privilegiado para secretar una coleccion de enzimas hidroliticas (Alokika, Kumar y Singh,

2023).

2.7.5.3. Amilasas

Las amilasas son enzimas que hidrolizan las moléculas de almidédn para dar diversos productos,
incluidas dextrinas y polimeros progresivamente mas pequefios compuestos de unidades de
glucosa (Windish y Mhatre, 1965). Aunque las o -amilasas pueden derivarse de varias fuentes,
incluidas plantas, animales y microorganismos, las enzimas microbianas generalmente
satisfacen las demandas industriales. La principal ventaja de utilizar microorganismos para la
produccion de o -amilasas es la capacidad econdmica de produccion a granel y los microbios
son faciles de manipular para obtener enzimas de las caracteristicas deseadas (Lonsane y Ramesh,

1990). Hoy en dia, un gran nimero de amilasas microbianas estan disponibles comercialmente y
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han reemplazado casi por completo la hidr6lisis quimica del almidon (Pandey, y otros, 2000). Las
o -amilasas termoestables estan disponibles de diferentes fuentes y tienen amplias aplicaciones
comerciales en el procesamiento de almiddn, la elaboracion de cerveza y la produccion de
azlcar (Lévéque etal., 2000), el disefio en industrias textiles y en los procesos de fabricacion de
detergentes (Lin, Chyau y Hsu, 1998). Cada aplicacion de « -amilasa requiere propiedades Unicas
con respecto a la especificidad, la estabilidad y la dependencia de los valores de temperatura y
pH (Tigue et al., 1995). Por lo tanto, la deteccion de microorganismos con mayor actividad de « -
amilasa podria facilitar el descubrimiento de nuevas amilasas adecuadas para nuevas

aplicaciones industriales (Gupta et al., 2003).

2.7.6. Resistencia a antibiéticos

El uso excesivo de antibidticos en los ultimos afios ha producido bacterias resistentes a una
amplia gama de antibi6ticos. Varios elementos genéticos y no genéticos permiten que los
microorganismos se adapten y prosperen en condiciones ambientales adversas, como dosis
letales de antibi6ticos. Estos microorganismos se clasifican como extremdfilos resistentes a los
antibiéticos (ARE). Los ARE desarrollan estrategias para obtener una mayor resistencia a los
antibidticos mediante la acumulacién de multiples genes o plasmidos que albergan genes de
resistencia a multiples farmacos (MDR). Ademas de su expresion alterada de maltiples genes,
los ARE también sobreviven produciendo enzimas como la penicilinasa que inactivan los
antibidticos. Es interesante identificar los mecanismos moleculares subyacentes mediante los
cuales los ARE pueden sobrevivir en presencia de una amplia gama de antibiéticos en dosis

altas (Gabani, Prakash y Singh, 2012).

La resistencia a los antibi6ticos ha sido ampliamente explorada en bacterias patdgenas y no
pat6genas pertenecientes a los mesofilos. Por el contrario, la resistencia a los antibioticos en las
bacterias termdéfilas ha recibido mucha menos atencién por parte de los investigadores (Najar,
Sherpa, et al., 2020). Como resultado, puede surgir la siguiente pregunta: ;qué pasa si las bacterias
termofilas desarrollan resistencia y se vuelven patdégenas para los humanos? Las bacterias
termofilas se estan utilizando activamente en los &mbitos biotecnoldgico e industrial, lo que las
convierte en una preocupacion creciente. El aspecto mas preocupante es que tenemos menos
conocimiento de los mecanismos que rigen la aceptacién, aparicion y expresién de numerosos

genes asociados con la resistencia a los antibiéticos en bacterias terméfilas (Najar, y otros, 2020).
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La prueba de susceptibilidad a los antibiéticos (AST) es una medida in vitro para evaluar la
probabilidad de que un agente antimicrobiano en particular trate una infeccion causada por un
organismo en particular. Los métodos bésicos de AST incluyen una prueba cualitativa o
difusion en disco de Kirby Bauer, un método cuantitativo que puede ser en forma de
macrodilucion o microdilucion en caldo y también se puede realizar en un instrumento
automatizado (Goldman, y otros, 2015). Con cualquiera de los métodos, la interpretacion de los
resultados se basa en las directrices proporcionadas por el Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) (walker, 1999). En el método Kirby Bauer, se colocan discos de papel con una
concentracion especifica de antibidtico sobre un césped de bacterias. Después de la incubacion,
se mide el diametro de la zona de inhibicién y los resultados se informan como susceptible,
intermedio o resistente. La CIM representa la concentracién mas baja de un antimicrobiano que
inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de una incubacion durante la
noche. Las CIM también son importantes para confirmar la resistencia de los microorganismos
a un agente antimicrobiano y también para determinar la potencia de nuevos antibiéticos para

los cuales no hay interpretaciones del CLSI disponibles (wanger et al., 2017).

Los antibidticos también se pueden clasificar segin su mecanismo de accion. Hay seis
mecanismos principales por los cuales un antibidtico ejerce su accion farmacolégica. Estas

incluyen:

¢ Inhibicion de la sintesis de la pared celular.

e Inhibicion de la sintesis de proteinas bacterianas.

e Rotura de la membrana celular bacteriana.

o Dafio a la membrana celular bacteriana.

¢ Inhibicion de la sintesis de &cidos nucleicos bacterianos.

e Actividades antimetabolitos

(Open Education Resource, 2023)
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CAPITULO 1l

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Ubicacién

Las aguas termales San Francisco - Guayllabamba se encuentran ubicadas a 7 km del cantén
Chambo en la provincia de Chimborazo, en el limite entre las comunidades de Guayllabamba y
San Francisco a una altitud de 3400 sobre el nivel del mar y temperatura de 12°C. Estas son de
origen volcanico, segln estudios, son provenientes del volcan Sangay (situado en la provincia

de Morona Santiago) y sobre todo, son aguas ricas en sulfuro (Veintimilla Andrade, 2015).
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Figura 3-1: Ubicacion de Aguas Termales San Francisco — Guayllabamba.

Fuente: Google Earth

3.2.  Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo exploratorio y descriptivo, ya que analiza y examina un tipo de
comunidad microbiana poco estudiada en el Ecuador con la finalidad de caracterizarla y
proporcionar informacion nueva con los resultados obtenidos de la investigacion y sea de

utilidad para estudios posteriores.
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3.3. Disefio de la investigacion

El disefio de la investigacion sigue los objetivos especificos sefialados en el presente trabajo, es
de carécter no experimental tipo transversal ya que describe una 0 méas bacterias que cumplan

con la condicion de resistencia térmica, caracterizandolas a nivel macro, micro y bioquimico.

3.4. Poblacion y muestra de estudio

La poblacién de estudio en este trabajo son las aguas termales de San Francisco —

Guayllabamba, de las cuales se tomé una muestra de agua para su posterior analisis.

3.5. Materiales, equipos y reactivos

3.5.1. Materiales

Mascarilla

Mandil

Guantes

Botella Ambar

Cajas Petri

Reverbero

Mechero

Pipetasde 1y 10 mL
Erlenmeyer de 100, 250 y 500mL
Palillos de madera

Probeta de 100 y 250mL
Asa de platino

Tubos de ensayo de 10mL
Gradilla

Placas porta y cubre objetos
Marcador indeleble

Cinta masking

Puntas para micropipeta

YV VV V V V V V V V VYV V V VYV V V V V VY

Hisopos

27



3.5.2.

YV V V V V VY V V V

3.5.3.

V V V V V V V VYV V V V V VYV V V ¥V V V VY V V V

Equipos

Micropipeta

Céamara de flujo laminar
Estufa bacterioldgica
Termometro digital
Autoclave

Microscopio
Incubadora

Vortex

Multipardmetro

Reactivos

Agar Nutritivo

Agar Luria Bertani

Agar SIM

Agar Citrato de Simmons
Agar Urea

Solucion Urea

Caldo Nutritivo

Agua destilada

Agua termal

Perdxido de hidrogeno al 3%
Carboximetilcelulosa (CMC)
Mantequilla

Tirillas de Oxidasa
Cristal Violeta

Lugol

Cetona

Safranina

Rojo Congo

Cloruro de sodio 1M
Tween 80

Reactivo de Kovac

Discos de antibidticos

28



3.6. Etapas de la investigacion

3.6.1. Fase de campo

Las piscinas recreacionales son alimentadas por las aguas naturales provenientes del volcan
Sangay, por ende, se tomé una muestra de agua del punto con mayor caudal situado dentro de la
piscina central de las aguas termales de San Francisco — Guayllabamba ubicadas en el cantén
Chambo de la provincia de Chimborazo, con coordenadas de latitud 1°47°27.787” S, longitud
78°32°46.22” W y una altitud aproximada de 3253.35 msnm.

3.6.2. Muestreo y toma de muestra

El muestreo se realizd en las aguas termales de San Francisco — Guayllabamba en donde se baso
en el procedimiento de (Veintimilla Andrade, 2015), se tomoO una muestra de agua del punto de
abastecimiento de la piscina principal de las aguas termales (Figura 2-2); cabe mencionar que
anterior a la toma de muestra, las piscinas fueron previamente vaciadas e higienizadas. Se
midieron in situ los parametros de pH y temperatura por medio de un multipardmetro; un dato
importante que se debe mencionar es que la temperatura fue tomada en tres puntos alrededor de
la fuente termal.

Posterior a ello, se llevé a cabo un muestreo simple en la fuente de agua termal, en donde se
abrié la botella en el interior de la piscina, evitando tocar la boca de la botella para no
contaminarla y una vez abierto el recipiente se lo lavé por tres ocasiones con el agua termal a
analizar, luego se tomd la muestra de agua definitiva llenando la botella hasta el tope y se tap6
rapidamente, luego se trasladé la muestra de manera inmediata al laboratorio de Biotecnhologia
de la facultad de ciencias de la ESPOCH. Siguiendo las normas NTE INEN 2176:1998 (Calidad
de agua: Muestreo y técnicas de muestreo) y NTE INEN 2169:2013 (Calidad de agua:
Muestreo, manejo y conservacion de muestra), es importante mencionar que esta norma evalta

Unicamente parametros fisicos-quimicos y no microbiolégicos.
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Figura 3-2: Punto de recoleccién de muestra de agua.

Fuente: Martinez T. Andreina, 2023.

3.6.3. Fase de laboratorio
El trabajo de investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de

Ciencias de la ESPOCH, ubicado en la Panamericana Sur km 1 1/2 de canton Riobamba,
provincia de Chimborazo.

3.6.3.1. Caracterizacion fisico-quimica de la muestra

Los parametros fisico-quimicos de la muestra de agua como el pH y temperatura se midieron in
situ con ayuda del multiparametro UEXCN Y'Y-400 y el termometro digital Traceable 4425. La

conductividad fue el Gnico parametro medido en el laboratorio.

3.6.3.2. Transporte de muestra
El transporte de las muestras fue bajo la norma NTE INEN 2169:2013 (Calidad de agua:

Muestreo, manejo y conservacion de muestra). Debido a la distancia del agua termal y el

laboratorio, las muestras se inocularon 2 horas después de la recoleccion.
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3.6.3.3. Preparacion del medio de cultivo

Para la investigacion se realiz6 primero un ensayo preliminar con banco de diluciones, en donde
se prepararon medios de Agar Nutritivo (NA) y Luria Bertani (LB), para obtener diluciones
hasta la 10 por triplicado. La esterilizacion del medio se llevé a cabo a 121°C durante 15

minutos.

Tabla 3-1. Composicion del medio Agar Luria Bertani (LB)

Componente Concentracion g/L
Agar 15.000

Hidrolizado enzimatico de caseina 10.000

Cloruro de Sodio 10.000

Extracto de levadura 5.000

Fuente: (HiMedia, 2015)

Realizado por: (Martinez, T. Andreina, 2023)

Se prepararon 7.68g del medio de cultivo LB en 192ml de agua.

Tabla 3-2: Composicion del medio Agar Nutritivo (NA)

Componente Concentracion g/L
Agar 15.000

Extracto de res 3.000

Peptona 5.000

Fuente: (Becton Dickinson GmbH, 2014)

Realizado por: (Martinez, T. Andreina, 2023)

Se prepararon 5.38g del medio de cultivo NA en 192ml de agua.

3.6.3.4. Aislamiento y purificacion

A partir de la muestra se realiz6 un juego de diluciones seriadas de orden 10 hasta 10y se
inocularon 0,1 ml de cada dilucion en medio s6lido nutritivo y Luria Bertani utilizando la
técnica de siembra por extension en superficie por triplicado. Posterior a ello, considerando que
la temperatura del agua termal tenia un promedio de 41°C se incubd a esa misma temperatura

durante 24 a 48 horas. Pasadas 24 horas se seleccionaron las colonias méas representativas del
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aislamiento correspondiente a la dilucién 102 de los medios NA y medio LB, habiéndose

seleccionado un total de 5 colonias: 2 colonias en medio LB y 3 en medio NA.

Para la obtencién de cultivos puros se realizaron 4 repiques de las colonias representativas
escogidas mediante la resiembra de cada una de ellas en cajas Petri con medio sélido NA y LB

utilizando la técnica por estrias por triplicado, bajo incubacion a 41°C durante 24-48 horas.

3.6.3.5. Caracterizacion macroscépica

Se evaluaron las cepas en cuanto a forma, borde, consistencia, superficie, elevacion,

pigmentacion y propiedades épticas (Pefafiel-Mufioz, 2023).

3.6.3.6. Caracterizacion microscopica

Para obtener la clasificacion de las bacterias se realiz6 tincion de Gram de las colonias aisladas
para poder diferenciar entre Gram negativos, Gram positivos y a su vez la morfologia

microscépica.

Proceso de tincion de Gram

a. Enun portaobjetos colocar una gota de agua.

b. Tomar una colonia con un asa de platino previamente esterilizada.
c. Preparar un frotis y fijarlo cerca de la Ilama del mechero.

d. El frotis se cubre con cristal violeta y dejar actuar durante 1 minuto.
e. Lavar con abundante agua.

f. Cubrir con lugol y esperar 1 minuto.

g. Lavar con abundante agua.

h. Decolorar con alcohol — cetona durante 10 segundos.

i. Lavar con agua.
j.  Colocar safranina durante 1 minuto.
k. Lavar con agua.

I. Esperar a que seque
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m. Colocar una gota de aceite de inmersion y observar en el microscopio con lente de
100X

(Sanz Cervera, 2011 pag. 15)

3.6.3.7. Caracterizacion bioquimica

Segun los estudios de (Mishra y Ghosh, 2019), (Akmar etal., 2011), (Baltaci etal., 2017), (Yakhlef y
Darbouche, 2012), (Irdawati et al., 2018), (Tsotetsi et al., 2020), (Vashist, Sharma y Gupta, 2013) y (Verma, Gupta y
Shirkot, 2014) en donde realizaron la caracterizacion de bacterias termofilas, se decidié trabajar

con pruebas de catalasa, oxidasa, citrato, TSI, urea e indol.

3.6.3.7.1. Catalasa

La produccién de catalasa por aislados bacterianos se determind utilizando per6xido de
hidrogeno al 3% (H20;). Una gota de 3% H,0O, se afiadié a una cantidad completa de frotis
bacteriano colocada con un asa bacterioldgica en un portaobjetos de microscopio. Las burbujas
de gas detectadas en 10 segundos indicaron una reaccion positiva (Vashist et al., 2013), o que no
debe hacerse es homogeneizar el asa con el cultivo, pues puede producir falsos positivos

(Alvarez, y otros, 1990 pag. 115).

/’ PIPETTRE

Y CONTAINING
/ H:0: A

:’}— \ AIR BUBBLE

POSITIVE TEST EFFERVESENCE \
PRODUCED ORGANISM

i = SLIDE

®

NEGATIVE TEST NO EFFERVESENCEE
PRODUCED

Figura 3-3: Prueba de produccion de catalasa.

Fuente: (Vashist et al., 2013)
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3.6.3.7.2. Oxidasa

La investigacion del citocromo C oxidasa se realizé utilizando tiras de prueba Bactident oxidasa
(Merck, Darmstadt, Alemania). Se aplic6 un cultivo bacteriano sobre la superficie reactiva de la
tira con un asa bacterioldgica previamente esterilizada, si se observé un cambio de color

purpura o azul intenso significa que es positivo a oxidasa (Tsotetsi et al., 2020).

Inocculation loop
e EjlLET paper

o

S —
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7
~~
J%

Positive test showing purple colour

Figura 3-4: Prueba de produccion de oxidasa.

Fuente: (Vashist et al., 2013)

3.6.3.7.3. Citrato

Para la prueba de citrato se prepar6 2.18g de Agar de Simmons en 90mL de agua destilada, se
asignaron 5mL en tubos estériles de 10mL y se esterilizé a 121°C durante 15 minutos, una vez
salido del autoclave se dejo solidificar en pico de flauta. Se inocularon los aislados bacterianos
mediante siembra por estria y de esta manera se realiz6 por triplicado para mayor factibilidad
del resultado, luego se incubaron durante 24 horas a 41°C y si existe un cambio de color de

verde a azul es una indicacion de reaccion positiva (Tsotetsi et al., 2020).
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Figura 3-5: Comprobacion de prueba de Citrato.

Fuente: (Vashist et al., 2013)

Tabla 3-3: Composicion del medio Agar Citrato de Simmons

Componente Concentracion g/L
Citrato de sodio 1.0
Cloruro de sodio 5.0
Sulfato de magnesio 0.2
Fosfato de amonio 1.0

dihidrogenado

Fosfato dipotasico 10
Azul bromotimol 0.08
Agar 15.0

Fuente: (Becton Dickinson GmbH, 2015)

Realizado por: Martinez, Teresa, 2023

3.6.3.7.4. TSI

En la prueba de TSI se pesaron 5.85g de agar en 90mL de agua destilada se esteriliz6 a 121°C
durante 15 minutos, una vez salido del autoclave se dejé solidificar en pico de flauta. Se
inocularon los aislados bacterianos con ayuda de una aguja y se sembré por picadura hasta unos
0.6cm del fondo. Se retira la aguja siguiendo el mismo camino de entrada y, sin volver a cargar
el asa se siembra mediante estria la superficie del pico de flauta y de esta manera se realiz6 por

triplicado para obtener mejores resultados. Se incubaron a 41° durante 18-24 horas. Es
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importante respetar estos tiempos, ya que lecturas de menor o mayor incubacion pueden dar

falsamente positivos 0 negativos (Alvarez, y otros, 1990).

Figura 3-6: Técnica de realizar la siembra de un tubo con TSI.

Fuente: (Sanz Cervera, 2011 pag. 35)

Pasado el tiempo de incubacién se puede encontrar las siguientes reacciones:

A. Muchos microorganismos pueden reducir el tiosulfato a sulfato de hidrogeno. Esta
reaccion es caracteristica de los organismos que no fermentan la lactosa y producen
sulfuro de hidrogeno (SHa, gas). Tipico de los géneros Salmonella, Arizona, Citrobacter
y algln Proteus.

B. Microorganismos que son incapaces de fermentar la glucosa o lactosa. No existe
cambio de color del medio. Caracteristico de las bacterias no fermentadoras, como
Pseudomonas.

C. Organismos que solo fermentan la glucosa. Caracteristico de las bacterias que no
fermentan a lactosa (Salmonella).

D. Organismos que fermentan la lactosa y la glucosa. Tipico de las bacterias coliformes

fermentativas como E. coli y Klebsiella.

(Sanz Cervera, 2011 péag 35-36)
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Figura 3-7: Resultados de prueba de TSI. A. Rojo/rojo; B. Control (sin inocular); C.
Rojo/amarillo; D. Amarillo/amarillo; E. Rojo/amarillo con H2S.

Fuente: (MDM, 2020)

Tabla 3-4: Composicion del medio TSI

Componente Concentracion g/L
Digerido pancreético de caseina 10.0
Digerido péptico de tejido animal | 3.0
Glucosa 1.0
Lactosa 10.0
Sacarosa 10.
Sulfato ferroso de amonio 0.2
Cloruro sédico 5.0
Tiosulfato sodico 0.3
Rojo fenol 0.025
Agar 13

Fuente: (Becton Dickinson GmbH, 2003)
Realizado por: Martinez, Teresa, 2023

3.6.3.7.5. Urea

Se disolvieron 2.27g de agar urea base (Christensen) en 90mL de agua destilada y 0.18 de
solucion urea pura (RPI) en 4.5 ml de agua destilada y se autoclavaron conjuntamente durante
15 a 121°C. Posterior a ello, se esperd a que los medios lleguen a una temperatura tolerada y se
los mezclo; se debe tomar en cuenta que el color correcto de la solucién debe ser de un tomate
bajo, de lo contrario, se deberia repetir el proceso. Mediante condiciones asépticas se procedio a
colocar 5mL en tubos de 10mL y se dej6 solidificar en pico de flauta. Después de haberse

solidificado el agar se realizd la siembra por medio de estria por triplicado y se incubaron

37



durante 24 horas a 41°C. Se observaron los cambios una vez transcurridos el tiempo de

incubacion y si presenta un color fucsia se considera una respuesta positiva.

Tabla 3-5: Composicion del medio de cultivo Agar Urea Base (Christensen)

Componente Concentracion g/L
Peptona 1.0

Glucosa 1.0

Cloruro de sodio 5.0

Fosfato monopotéasico 2.0

Rojo de fenol 0.012

Agar 15.0

Fuente: (Britania, 2021)

Realizado por: Martinez, Teresa, 2023

K
J === UREA AGAR

INCUBATED FOR 48 Hrs AT 37°C

+VE TEST ALKALINE -VE TEST ABSENCE
REACTION UREASE OF UREASE
HYDROLYSIS HYDROLYSIS NO

PRODUCTION OF PRODUCTION OF
UREASE ENZYME UREASE ENZYME

Figura 3-8: Comprobacion de prueba de Urea.

Fuente: (Vashist, Sharma y Gupta, 2013)

3.6.3.7.6. Indol

Se prepararon 3.6g de agar SIM en 120mL de agua destilada y se asignaron 5mL en tubos
estériles de 10mL vy se esteriliz6 a 121°C durante 15 minutos. En este caso, se puso a solidificar

de manera vertical y con ayuda de un asa en punta se introdujo el medio por el centro del tubo y
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se incubaron durante 24 horas a 41°C. Luego de trascurrido el tiempo, se adicionaron 5 gotas de
reactivo de Kovac y pasado 10 segundos se presentara la aparicion de color rojo intenso, lo que

significa una reaccion positiva a indol (Tsotetsi et al., 2020).

Tabla 3-6: Composicion del medio de cultivo Agar SIM

Componente Concentracion g/L
Peptona 6.1

Tripiana 20.0

Sulfato de hierro y amonio 0.2

Tiosulfato de sodio 0.2

Agar 3.5

Fuente: (Laboratorio Britania S.A, 2001)
Realizado por: Martinez, Teresa, 2023
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Figura 3-9: Prueba de Indol.

Fuente: (Vashist et al., 2013)

3.6.3.8. Evaluacién de produccion enzimética

Segun los estudios de (Bouacem y Bouanane-darenfed, 2021), (El-Gayar, Al Abboud y Essa, 2017), (Baltaci
etal., 2017), (Rollof, HedstrOM y Nilsson-Ehle, 1987), (Khalila, Fitri y Suhartono, 2020), (Mohammad et al., 2017)
y (Abdollahi, Ghane y Babaeekhou, 2021), en donde realizaron ensayos sobre la capacidad de
produccién enzimatica de bacterias termofilas, se decidié desarrollar las pruebas de produccién

de amilasas, celulasas y lipasas.
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3.6.3.8.1. Amilasas

Cada colonia se sembro en una placa de agar NA y LB suplementados con 1% de almiddn y se
incubd a 41 °C durante 24 — 48h. Después del periodo de incubacidn, las placas se inundaron
con yodo de Lugol para detectar la presencia de halos claros alrededor de aquellas colonias

bacterianas capaces de secretar amilasa (Bouacem y Bouanane-darenfed, 2021).

Figura 3-10: Observacion de halos de hidrolisis de almidon en placa.

Fuente: (Avalos Zavaleta et al., 2016)

3.6.3.8.2. Celulasa

Se utilizo sustrato de carboximetilcelulosa (CMC) al 1% (Sigma-Aldrich) para determinar la
actividad celulasa de los aislados. Después de la incubacidn de la placa inoculada a 41°C
durante 24-48h, unas gotas de solucién de rojo congo (1%) se agregaron y se mantuvieron a
temperatura ambiente por 15 min. Luego, se agregé NaCl 1M al medio para detectar la
actividad enzimatica. Las zonas claras alrededor de las colonias bacterianas en crecimiento
indicaron hidrélisis de celulosa y el crecimiento sin aclaramiento alrededor de las colonias se

evalué como negativo (Abdollahi, Ghane y Babaeekhou, 2021).

Figura 3-11: Halo de hidrdlisis de bacterias con actividad celulolitica.

Fuente: (Santamaria-baldera et al., 2019)
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3.6.3.8.3. Lipasa

La actividad de la lipasa se observa por la aparicion de un halo turbio alrededor de los in6culos
en placas de agar Na y LB suplementadas con mantequilla y Tween 80 al 1 %, como explicaron

(Mohammad et al., 2017).

Figura 3-12: Halo de hidrolisis de actividad lipolitica.

Fuente: (Pedroza et al., 2017)

3.6.3.9. Evaluacion de sensibilidad a antibioticos

Segun los estudios de (Banoon, Ali y Salih, 2020), (Najar, Sherpa, et al., 2020) y (Najar, Das, et al., 2020) en
donde realizaron la resistencia de bacterias termofilas a diferentes antibidticos, se decidio
trabajar con amikacina (AK), cloranfenicol (C), eritromicina (EM), meticilina (ME) y oxacilina
(OX).

Las 5 colonias fueron sometidas a cinco antibidticos utilizando la técnica de Kirby-Bauer o
difusion en disco. En donde se utilizé el medio Mueller-Hinton junto con los medios NA y LB,
con la finalidad de observar alguna reaccion diferente del antibidtico sometido a la cepa
bacteriana. Se preparan 5 tubos de ensayo previamente esterilizados con 1ml de agua destilada
para las colonias bacterianas, con ayuda de un asa estéril se toma una muestra de las cepas y se
colocaron en los tubos hasta que llegue a la tonalidad de la escala 0.5 de McFarland. Al mismo
tiempo, con ayuda de hisopos estériles se tomaron las muestras de las cinco cepas y se
inocularon mediante siembra por estrias. Posterior a ello, se procedi6 a colocar los 5 discos de
manera superficial con ayuda de pinzas estériles en cada una de las cajas inoculadas y se
incubaron a 41°C por 24 horas (Bernal R. y Guzman, 1984).
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Medicidn de halos

Se midieron los didmetros de los halos incluyendo el diametro del disco (6mm), cabe mencionar
que, no se tomo en cuenta dicho diametro debido a que no existe inhibicion, la lectura del
diametro se midi6 con ayuda de una regla colocandole sobre la superficie de la caja reflejada a

una luz para observar con claridad los halos (Beral R. y Guzman, 1984).
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CAPITULO IV

4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion del sitio

La siguiente tabla muestra los resultados de las mediciones de los parametros de la temperatura
y el pH tomados in situ.

Tabla 4-1. Pardmetros fisico-quimicos del muestreo del agua termal San Francisco —
Guayllabamba.

Temperatura (°C) o
pH Conductividad
P1 P2 | P3
42 | 41 | 40
6.51 1354
41

Realizado por: Martinez, Teresa, 2023

Como se puede observar en la tabla 3-1 el promedio de la temperatura tomada en los tres puntos

de la fuente termal da un valor de 41°C, por ende, se decidi0 trabajar a esa misma temperatura.

4.2. Aislamiento y purificacién de cultivos

Las bacterias se aislaron en medio NA y LB siguiendo la técnica de dilucion en serie, optando
por trabajar con los aislamientos de la dilucién 102 en ambos casos, como se muestra en la
figura 3-1y 3-2.
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Figura 4-1: Dilucion 102, Agar Figura 4-2: Dilucion 102, Agar
LB. NA.

Realizado por: (Martinez, Teresa, 2023)

La obtencién de cultivos puros se realiz6 mediante la técnica por estrias de las colonias mas
representativas en funcién a las caracteristicas macroscopicas de la dilucion escogida de los
diferentes medios. Es necesario mencionar que se realizd un ensayo preliminar en donde se
trabajo a temperaturas de 41°C (temperatura promedio) y 50°C (temperatura obtenida mediante
revision bibliogréafica) para verificar la variacion de la existencia en la diversidad de colonias
obtenidas, teniendo como resultado un mayor crecimiento de colonias a temperatura de 41°C,
por tal razén, las condiciones de crecimiento fueron a 41°C durante 24 - 48h. A partir de la
evaluacion de las caracteristicas macroscopicas de las colonias aisladas, se decidid trabajar con
3 colonias del medio NA y 2 del medio LB, las cuales fueron purificadas mediante siembras por
estria por 4 repiques. En la figura 3-3 se logra observar el estriado de los cultivos puros de dos

colonias aisladas.

Figura 4-3: Cultivos puros aislados de agua termal San Francisco -
Guayllabamba. A: cepa MG_C2.R2; B: cepa MG_C7.R1.

Realizado por: (Martinez, Teresa, 2023)
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4.3. Caracteristicas macroscépicas

Tabla 4-2: Caracteristicas macroscopicas de las cepas aisladas.

Cadigo Caracteristicas | Pigmentacion | Borde Forma | Elevacion | Consistencia | Superficie

Cepa oOpticas

MG_C2 Opaca Beige Entero Circular | Convexa | Cremosa Lisa

MG_C3 Traslucida Blanca Ondulado | Irregular | Plana Seca Lisa

MG_C4 Opaca Beige Entero Circular | Convexa Liquida Lisa

MG_C6 Opaca Amarillaclara | Entero Circular | Convexa | Cremosa Lisa

MG_C7 Traslucida Blanca Ondulado | Irregular | Plana Cremosa Lisa
Transparente

MG: Muestra Guayllabamba

C: Colonia

Realizado por: Martinez, Teresa, 2023

En la tabla 3-2, se pueden observar los resultados de la caracterizacion macro de las 5 colonias,
en donde el 40% fue traslucida y el 60% fue opaca, resultados que concuerdan con del trabajo
de (Mohammad et al., 2017). La pigmentacién de las colonias fue variada, ya que se vio que el 20%
era blanca, 20% blanca trasparente, un 40% beige y el otro 20% amarilla clara, resultados que
tienen coincidencia con el trabajo realizado por (Ifandi y Alwi, 2018) y con los resultados de (Arya
etal., 2015) en donde demostraron que la mayoria de las colonias presentaron pigmentaciones
similares a la de esta investigacion. Se observo que el 60% presentaron bordes entero mientras
que el 40% tenian bordes ondulados acorde al estudio realizado por (Hardoko et al., 2020). Con
respecto a la forma de las bacterias se observd que el 60% era circular y el 40% irregular,
demostrando similitud con los resultados de (Ishaq etal., 2023). En elevacién, la convexa se
manifestd en la mayoria de las colonias representando el 60% Yy el 40% era plana, como los
resultados que obtienen (Mohammad et al., 2017), En la consistencia de las colonias solo el 20% era
seca, el otro 20% era liquida y 60% resultd cremosa, esta informacion tiene similitud con
(Zentgraf etal., 1992). Finalmente, se logré evidenciar que la totalidad de las colonias tuvieron

superficie lisa, coincidiendo con los resultados obtenidos por (Arya et al., 2015).

4.4.  Caracteristicas microscopicas
La figura 3-4 muestra las imagenes resultantes de las tinciones a las que fueron sometidas las

colonias seleccionadas, evidenciandose la presencia de cocos Gram positivos y bacilos Gram

negativos y Gram positivos.
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Realizado por: (Martinez, Teresa, 2023)

Tabla 4-3. Resultados de Tincion de Gram.

Figura 4-4: Tincion de Gram de las colonias. A: MG_C2; B:
E: MG_C7.

MG_C3; C:MG_C4: D: MG_C6y

Cod. Cepa Forma Tincién
MG_C2 Bacilos -
MG_C3 Cocos +
MG_C4 Bacilos -
MG_C6 Bacilos +
MG_C7 Bacilos -

Realizado por: Martinez, Teresa, 2023

Como se puede observar en la tabla 3-3, del total de las cepas aisladas el 40% es Gram positiva,

mientras que el 60% es Gram negativa, resultados que concuerdan con el estudio realizado por

(Wolella y Tilahun, 2020). Con respecto a su morfologia se revel6 que la mayoria de las colonias

eran bacilos, mientras que una sola colonia presentaba cocos, similares con los resultados

obtenidos por (Silaban, Sihotang y Gurning, 2021).

4.5. Caracteristicas bioquimicas

La tabla 3-4 muestra los resultados de las pruebas bioquimicas de los aislados bacterianos en

donde se evidencié que las colonias MG_C2 y MG_C4 mostraron actividad negativa a prueba
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de catalasa, mientras que las colonias MG_C3, MG_C6 y MG_C7 fueron catalasa positiva. En
la prueba de oxidasa se puede apreciar que la mayoria de colonias aisladas fueron positivas a
esta prueba, a excepcion de las colonias MG_C3 y MG_C7 que mostraron una respuesta
negativa. Se puede observar que todos los aislados bacterianos arrojaron actividad negativa a
prueba de indol, esto puede deberse a que las bacterias no poseen enzimas triptofanasas (las
cuales son capaces de degradar el triptofano en el medio y producir indol, amoniaco y acido

pirdvico) (Sharma, y otros, 2023), N0 obstante, algunas colonias reflejaron movilidad variable.

Con respecto a la prueba de urea se pudo observar que las colonias MG_C3 y MG_C4 dieron
positivo, mientras que las demas colonias fueron negativas. En citrato se puede notar que las
colonias que reaccionan a esta prueba fueron MG_C3, MG_C4 y MG_C7 y las colonias
MG_C2 y MG_C6 reflejaron resultados negativos. Finalmente, en prueba de TSI se demostro
que ninguna de las colonias tuvo reaccién positiva a la produccion de gas y H-S, lo que significa
gue no existe presencia de acidez ni tiosulfato sddico, respectivamente (Becton, Dickinson and
Company, 2003), por otra parte, las colonias MG_C2 y MG_C4 no fermentan glucosa ni lactosa,

mientras que las demas colonias fueron capaces de fermentar glucosa y lactosa.

Tabla 4-4. Resultados de la caracterizacion bioquimica de cepas aisladas.

Cod. . SIM . TSI
Catalasa | Oxidasa _ Urea | Citrato

Cepa Indol | Movilidad Gas | H2S | Glu. | Lac.
MG_C2 - + - Y, - - - - - -
MG _C3 + - - - + + - - + +
MG_C4 - + - \Y, + + - - - -
MG_C6 + + - \Y, - - - - + +
MG_C7 + - - - - + - - + +

Realizado por: Martinez, T.Andreina, 2023

De acuerdo con los resultados que arrojaron las pruebas bioquimicas se realiz6 una
investigacion profunda y se comparé mediante informacion bibliogréfica, en donde las
colonias aisladas podrian corresponder a los siguientes géneros: Acinetobacter, Bacillus,

Eikenella, Pseudomonas y Staphylococcus.
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4.6. Actividad enzimatica

Se examinaron aislados bacterianos para comprobar su capacidad para producir importantes
enzimas extracelulares en medios suplementados con los respectivos sustratos. Las enzimas

probadas incluyeron: celulasa, lipasa y amilasa (Mulango, 2019).

Como se puede observar en la tabla 3-5, ninguna de las colonias aisladas fue capaz de producir
lipasa, resultados que coinciden con el estudio realizado por (Mohammad etal., 2017) en donde
aislaron y caracterizaron bacterias termofilas de aguas termales jordanas y demostraron que
ninguna de las bacterias tuvo la capacidad de producir actividad lipolitica.
Con respecto a la actividad de la celulasa solo una de las bacterias aisladas presentd actividad
celulolitica, mientras que las demas colonias fueron celulasa negativa, estos resultados son
semejantes con el trabajo de (Abdollahi, Ghane y Babaeekhou, 2021), quienes realizaron aislamiento y
caracterizacion de bacterias terméfilas de areas geotérmicas en Turquia, la diferencia es que los
resultados obtenidos en su estudio reflejaron que ninguna de las colonia presentd actividad a
celulasa. Finalmente, la actividad de amilasa fue producida por la colonia MG_C3, mientras que
las colonias restantes tuvieron resultados negativos a esta enzima, resultados que corcuerdan con
el estudio de (Taha etal., 2020), los cuales investigaron el potencial de actividad enzimatica de
bacterias termofilas de aguas termales en Egipto y demostraron que una de las bacterias aisladas

fue capaz de producir esta enzima.

Las enzimas de bacterias termdfilas son cruciales para optimizar procesos industriales,
desarrollar productos especializados, mejorar la calidad de alimentos, tratar residuos, y avanzar
en la investigacion biotecnoldgica debido a su estabilidad y eficacia a altas temperaturas (Oliart-

Ros et al., 2016).

Tabla 4-5: Resultados de la actividad enzimética

Cod. Cepa Lipasas Celulasas Amilasas
MG_C2 - - -
MG_C3 - - +
MG_C4 - - -
MG_C6 - - -
MG_C7 - T -

Realizado por: Martinez, T.Andreina, 2023
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Gréfico 4-1. Porcentaje de respuesta frente a pruebas de produccion enzimaticas.

Realizado por: Martinez, T. Andreina, 2023
4.7. Resistencia a antibioticos

Los aislados bacterianos no solo se pusieron a prueba en el medio Mueller Hinton sino también
se trabajé con el medio de cultivo en el que crecieron inicialmente, en los agares LB y NA. Los
resultados fueron reflejados en las tablas 3-6, 3-7 y 3-8 respectivamente, mostrando la

resistencia o sensibilidad al antibidtico con cada uno de sus didmetros de inhibicion.

Tabla 4-6: Resultados de la prueba de resistencia a antibiéticos en Mueller Hinton.

ANTIBIOTICO
o _—
© s 38| E| §8|E | 28 |E |=9g|E |£9|¢
g g E E| € E | E E £ | E S £ 5 £
< 8 u:J = ®)

MG_C2 | Sensible | 36 | Sensible | 40 | Sensible | 40 | Sensible | 30 | Sensible | 36

MG_C3 | Sensible | 13 | Sensible | 41 | Sensible | 40 | Sensible | 10 Resiste 0

MG_C4 | Sensible | 44 | Sensible | 42 | Sensible | 30 | Sensible | 41 | Sensible | 20

MG_C6 | Sensible | 38 | Sensible | 42 | Sensible | 38 | Sensible | 10 | Sensible | 37

MG_C7 | Sensible | 38 | Sensible | 35 | Sensible | 22 | Sensible | 36 | Sensible | 12
Realizado por: Martinez, T.Andreina, 2023
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Tabla 4-7: Resultados de la prueba de resistencia a antibidticos en Agar Nutritivo.

ANTIBIOTICO
@ —_
© S 3| E|52|E |28 |E|=92|E | £ g E
] S | E|E E|E E € | E S S = =
8§ | E8|s E£8|s |22 s 35 |5 |85 s
E @8 Q E Q 2 Q 3 Q

MG_C2 | Sensible | 40 | Sensible | 42 | Sensible | 40 | Sensible | 32 | Sensible | 36

MG_C3 | Sensible | 13 | Sensible | 40 | Sensible | 40 | Sensible | 10 | Resiste 0
MG_C4 | Sensible | 44 | Sensible | 42 | Sensible | 30 | Sensible | 42 | Sensible | 20

Realizado por: Martinez, T.Andreina, 2023

Tabla 4-8: Resultados de la prueba de resistencia a antibidticos en Agar Luria Bertani.

ANTIBIOTICO
© —_
© S 2| E|52|E| 22| E |2 |E| £ g E
S S E|E| € E|E E E | E S E S S
) = 3 Q S & Q s 3 Q L W0 Q x Q
< k=) k= = O
O L
MG_C6 | Sensible | 38 | Sensible | 40 | Sensible | 38 | Sensible | 10 | Sensible | 37
MG_C7 | Sensible | 38 | Sensible | 38 | Sensible | 24 | Sensible | 35 | Sensible | 10

Realizado por: Martinez, T.Andreina, 2023

Acorde a los resultados obtenidos en las tablas 3-6, 3-7 y 3-8 las bacterias objeto de estudio
mostraron sensibilidad a los antibioticos de amikacina, cloranfenicol, eritromicina y meticilina,
sin embargo, en el antibidtico oxacilina la colonia MG_C3 registrd resistencia tanto en el agar
Mueller Hinton como en agar nutritivo, esto puede deberse “a los productos excesivos de -
lactamasa, entendiéndose que los microorganismos indican este tipo de resistencia a los
medicamentos, como las cepas con resistencia borderline (Borderline resistant Staphylocccus
aureus-BORSA) (resistencia fronteriza) o resistencia de bajo nivel”...“Estas cepas producen
una gran cantidad de enzimas, lo que hace que oxacilina y meticilina, que fueron disefiadas para
resistir la accién hidrolitica de la penicilinasa, sean lenta aunque apreciablemente degradadas,
mostrando una resistencia limite a oxacilina con una Concentracion Inhibidora Minima (CIM)
de hasta 8 pg/ml” (Gonzalez Castellano y Perozo-Mena, 2010), también la resistencia a la oxacilina
logra ser concedida por una proteina ligadora de penicilina (PBP, por sus siglas en inglés),
conocida como PBP2a o PBP2’, la cual esta ausente en las cepas susceptibles a la oxacilina y es
codificada por el gen mecA, el cual forma parte de un complejo mévil (mec) que habita dentro

de una isla genémica, un componente genético denominado cassette cromosomico
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estafilococcico (SCC, por sus siglas en inglés) (Gomez-Gamboa, y otros, 2016). La resistencia a la
oxacilina en bacterias termdfilas puede tener implicaciones variadas a nivel ambiental. En
general, la oxacilina es un antibidtico utilizado para combatir infecciones causadas por bacterias
grampositivas, como Staphylococcus aureus. La resistencia a este antibidtico suele ser una
preocupacion en ambientes clinicos, pero en bacterias termofilas que viven en condiciones
extremas de temperatura, la resistencia a la oxacilina puede indicar una adaptacién a ambientes
con alta presién selectiva. A nivel ambiental, la presencia de bacterias termdfilas resistentes a la
oxacilina puede reflejar la existencia de mecanismos de resistencia que podrian transferirse a
otras bacterias en el medio ambiente. Esto podria contribuir a la propagacion de resistencia a

antibidticos en diferentes contextos ecoldgicos (Gonzélez Castellano y Perozo-Mena, 2010).

Oxaciling ‘— 20%

80%
Meticilina ml 100%
Eritromicina mlX 100% = Resiste
Cloranfenicol w224 100% = Sensible
Amikacina mdZ 100%
0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Gréfico 4-2: Porcentaje de sensibilidad de las bacterias a los antibi6ticos

Realizado por: Martinez, T. Andreina, 2023

Se realiz6 un anélisis individual de t pareada de los didmetros de los halos de inhibicion
generados por los 5 antibidticos a los que fueron expuestas cada una de las colonias en tres
diferentes medios de cultivo: agar sugerido para pruebas de resistencia antibidtica (Mueller
Hinton) y los dos agares utilizados inicialmente para el crecimiento de las colonias (Nutritivo y
Luria Bertani), para establecer si este Gltimo factor incide en los resultados, se evaluaron los
valores p para determinar si existen o no diferencias significativas segin el tipo de agar

empleado, datos que se pueden observar en la figura 3-5 y estan resumidos en la tabla 3-9.
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COLONIA MG_C2

Antibiético MH NA
Amikacina 36 40
Cloranfenicol 40 42
Eritromicina 40 40
Meticilina 30 32
Oxacilina 36 36

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media

Varianza

Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)

P(T<=t) dos colas

36,4 38

16,8 16

5 5
0,9149063
0
4
-2,13809
0,0496503
2,1318468

Valor critico de t (dos colas) 2,7764451
COLONIA MG_C4

Antibiético MH NA
Amikacina 44 44
Cloranfenicol 42 42
Eritromicina 30 30
Meticilina 41 42
Oxacilina 20 20

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 35,4 35,6
Varianza 103,8 106,8
Observaciones 5 5
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,9991517

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t -1

P(T<=t) una cola 0,1869505

Valor critico de t (una cola) 2,1318468

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas) 2,7764451
COLONIA MG_C7

Antibiético MH LB
Amikacina 38 38
Cloranfenicol 35 38
Eritromicina 22 24
Meticilina 36 35
Oxacilina 12 10

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media

Varianza

Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

28,6 29

125,8 146

B 5
0,9869088
0
4
-0,431331
0,3442285
2,1318468

2,7764451

COLONIAMG_C3

Antibiético MH NA

Amikacina 13 13
Cloranfenicol 41 40
Eritromicina 40 40
Meticilina 10 10
Oxacilina 0 0

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media 20,8 20,6
Varianza 346,7 336,8
Observaciones 5 5
Coeficiente de correlacion de Pearson 0,9998123

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 4

Estadistico t 1

P(T<=t) una cola 0,1869505

Valor critico de t (una cola) 2,1318468

P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas) 2,7764451

COLONIA MG_C6

Antibiético MH LB
Amikacina 38 38
Cloranfenicol 42 40
Eritromicina 38 38
Meticilina 10 10
Oxacilina 37 37

Prueba t para medias de dos muestras emparejadas

Variable 1 Variable 2

Media

Varianza

Observaciones

Coeficiente de correlacion de Pearson
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

33

169

5
0,9978828
0

4

1
0,1869505
2,1318468

2,7764451

32,6
160,8
5

Figura 4-5. Resultados de la prueba t pareada de cada una de las colonias.

Realizado por: Martinez, T. Andreina, 2023
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Tabla 4-9. Valores obtenidos del analisis de cada colonia.

: Estadistico de Toma de d(_acisién:_
Colonia Valor p Ho: No hay diferencias
prueba Hi: Hay diferencias
MG_C2 |0,0993007 > 0,05 Ho
MG_C3 | 0,373901 > 0,05 Ho
MG_C4 | 0,373901 > 0,05 Ho
MG_C6 | 0,373901 > 0,05 Ho
MG_C7 |0,6884571 > 0,05 Ho

Realizado por: Martinez, Teresa, 2023

Existe suficiente evidencia para no rechazar HO, debido a que los p valores superan el valor
establecido de alfa, ademas, con un nivel de confianza del 95% se puede decir que los diametros
de los halos de inhibicién de los 5 antibidticos de cada colonia en los diferentes agares no tienen

diferencias significativas.
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Grafico 4-3. Comparativa de didmetros de inhibicion entre agar Muller Hinton y Nutritivo

Realizado por: Martinez, T.Andreina, 2023

Como se puede observar en la grafica 4-3, los diametros de inhibicion obtenidos en agar
Mueller Hinton fueron comparados con los didmetros del medio Agar Nutritivo,
determinandose que no existe diferencia significativa en sus didmetros, por ende, las colonias
expuestas a amikacina no varian a excepcion de la colonia MG_C2 con diferencia de 4mm, con
respecto a cloranfenicol se puede ver que la colonia MG_C2 varia 2mm y la colonia MG_C3

varia Imm. En el antibiotico de eritromicina se mantienen constantes los valores de las tres
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colonias. Para meticilina, la colonia MG_C2 difiere de 2mm y la colonia MG_C4 con 1mm.

Finalmente, con el antibidtico oxacilina no existe diferencia en sus diametros.

42
35
38
36
37
38
38
40
38
38
35
37

22
24

10
12

10

10

AMIKACINA

< CLORANFENICOL
ERITROMICINA
METICILINA
OXACILINA
AMIKACINA

— CLORANFENICOL
ERITROMICINA
METICILINA
OXACILINA

ULLER HINTON URIA BERTANI

MG_C6 = MG_C7

Gréfico 4-4. Comparativa de didametros de inhibicién entre agar Muller Hinton y Luria Bertani

Realizado por: Martinez, T.Andreina, 2023

En el gréafico 4-4 se logra observar la comparacién de diametros del medio Muller Hinton con el
medio Luria Bertani, en donde se puede ver que las colonias MG_C6 y MG_C7 se mantienen
sus didmetros constantes en el antibidtico de amikacina. En cloranfenicol, la colonia MG_C6
difiere con 2mmy la colonia MG_C7 de 3mm. En el antibiético eritromicina la colonia MG_C7
tiene 2mm de diferencia. Para meticilina la colonia MG_C7 difiere de 1mm y finalmente, en

oxacilina la colonia MG_C7 es diferente con 2mm.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se aislaron y caracterizaron cinco bacterias terméfilas: MG_C2, MG_C3, MG_C4, MG_C6 y
MG_C7, en donde la caracterizacion microscopica mostr6 aislados bacterianos en forma de
bacilos Gram positivos, bacilos Gram negativos y cocos Gram positivos. Como se refleja en los
resultados de la caracterizacién bioquimica, en las pruebas de catalasa se obtuvieron tres
colonias positivas: MG_C3, MG _C6 y MG_C7; en oxidasa se obtuvo positividad de las
colonias MG_C2, MG_C4 y MG_C6; las colonias MG_C3, MG_C6 y MG_C7 reaccionaron
positivamente frente a la fermentacion de glucosa y lactosa; en prueba de citrato se tuvieron
resultados positivos de las colonias MG_C3, MG_C4 y MG_C7; las colonias MG_C3y MC_C4
mostraron actividad ureéasica; en pruebas de glucosa y lactosa las colonias que mostraron un
resultado positivo fueron MG_C3, MG_C6 y MG_C7; mientras que para indol, gas glucosa y
H>S todos las colonias dieron negativo, lo que puede significar que no hubo presencia de

enzimas triptofanas, acidez y tiosulfato sédico, respectivamente.

Del trabajo se resalta la capacidad de estas bacterias para la produccion de importantes enzimas.
Los cinco aislados bacterianos fueron capaces de hidrolizar almidén y CMC, lo que indica que

son una fuente potencial de amilasas y celulasas.

El 80% de las colonias bacterianas mostraron sensibilidad para amikacina, cloranfenicol,
eritromicina y meticilina, mientras que el 20% restante tiene una resitencia frente a oxacilina lo

gue se deberia a la ausencia de una proteina fijadora de penicilinas en estas bacterias.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la caracterizacion molecular de las bacterias aisladas para su

identificacion a nivel de género y especie.

Continuar con el estudio de las enzimas para analizarlas con el fin de obtener beneficios

aplicativos.

56



BIBLIOGRAFIA

ABDOLLAHI, P.,, GHANE, M. y BABAEEKHOU, L., 2021. Isolation and Characterization of
Thermophilic Bacteria from Gavmesh Goli Hot Spring in Sabalan Geothermal Field, Iran:
Thermomonas hydrothermalis and Bacillus altitudinis Isolates as a Potential Source of
Thermostable Protease. Geomicrobiology Journal [en linea], vol. 38, no. 1, pp. 87-95.
ISSN  15210529. DOl  10.1080/01490451.2020.1812774.  Disponible  en:
https://doi.org/10.1080/01490451.2020.1812774.

AKMAR, H.N., ASMA, |, VENUGOPAL, B., LATHA, L.Y. y SASIDHARAN, S., 2011.
Identification of appropriate sample and culture method for isolation of new thermophilic
bacteria from hot spring. African Journal of Microbiology Research, vol. 5, no. 3, pp. 217-
221. ISSN 19960808. DOI 10.5897/AJMR10.462.

ALOKIKA, KUMAR, V. y SINGH, B., 2023. Biochemical characteristics of a novel ethanol-
tolerant xylanase from Bacillus subtilis subsp. subtilis JJBS250 and its applicability in
saccharification of rice straw. Biomass Conversion and Biorefinery, vol. 13, no. 3, pp.
1937-1949. ISSN 21906823. DOI 10.1007/s13399-020-01257-0.

ARYA, M., JOSHI, G.K., GUPTA, AK., KUMAR, A. y RATURI, A., 2015. Isolation and
characterization of thermophilic bacterial strains from Soldhar (Tapovan) hot spring in
Central Himalayan Region, India. Annals of Microbiology, vol. 65, no. 3, pp. 1457-1464.
ISSN 18692044. DOI 10.1007/s13213-014-0984-y.

AVALOS ZAVALETA, R., LLENQUE-DIAZ, L.y SEGURA-VEGA, R., 2016. Aislamiento y
seleccion de cultivos nativos de Bacillussp. productorde amilasas a partir de residuos
amilaceos del mercado La Hermelinda, Trujillo, Pert. Rebiol, vol. 36, no. 2, pp. 16-26.
ISSN 2313-3171.

BALTACI, M.O., GENC, B., ARSLAN, S., ADIGUZEL, G. y ADIGUZEL, A., 2017. Isolation
and Characterization of Thermophilic Bacteria from Geothermal Areas in Turkey and
Preliminary Research on Biotechnologically Important Enzyme Production.
Geomicrobiology Journal [en linea], vol. 34, no. 1, pp. 53-62. ISSN 15210529. DOI
10.1080/01490451.2015.1137662. Disponible en:
https://doi.org/10.1080/01490451.2015.1137662.

BANOON, S.R., ALI, Z.M. y SALIH, T.S., 2020. Antibiotic resistance profile of local
thermophilic Bacillus licheniformis isolated from Maysan province soil. Comunicata
Scientiae, vol. 11, no. July, pp. 1-6. ISSN 21769079. DOI 10.14295/cs.v11i0.3291.

BECTON DICKINSON GMBH, 2003. Intrucciones de uso-medios en placa listos para usar:



BD Triple Sugar IRon Agar (TSI Agar). [en linea], pp. 2-5. Disponible en:
https://www.bd.com/europe/regulatory/Assets/IFU/HB/CE/PA/ES-PA-254458.pdf.

BECTON DICKINSON GMBH, 2014. BBL ™ Nutrient Agar. , pp. 6-7.

BECTON DICKINSON GMBH, 2015. BBL Simmons Citrate Agar Slants. , no. October, pp. 1-
3.

BENITEZ-PAEZ, A. y SANZ, Y., 2017. Multi-locus and long amplicon sequencing approach to
study microbial diversity at species level using the MIinIONTM portable nanopore
sequencer. GigaScience, vol. 6, no. 7, pp. 1-12. ISSN 2047217X. DOI
10.1093/gigascience/gix043.

BERNAL R., M. y GUZMAN, M., 1984. El Antibiograma de discos. Normalizacién de la
técnica de Kirby-bauer. Biomédica, vol. 4, no. 3-4, pp. 112. ISSN 0120-4157. DOI
10.7705/biomedica.v4i3-4.1891.

BOU, G., FERNANDEZ-OLMOS, A., GARCIA, C., SAEZ-NIETO, J.A. y VALDEZATE, S.,
2011. Métodos de identificacion bacteriana en el laboratorio de microbiologia. S.l.: s.n.
ISBN 9788461479320.

BOUACEM, K. y BOUANANE-DARENFED, A., 2021. Isolation and characterization of

thermophilic bacteria as producers of enzymes from Hammam Righa hot spring. ,

BRINK, B., 2016. Urease Test Protocol. American Society for Microbiology [en linea], no.
November 2010, pp. 1-7. Disponible en: https://asm.org/getattachment/ac4fe214-106d-
407c-b6c6-e3bb49ac6ffb/urease-test-protocol-3223.pdf.

BRITANIA, 2021. Christensen Medio ( Urea Agar Base ). Laboratorios Britania S. A. [en
linea], no. 3, pp. 1-2. Disponible en:
https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_6054€95043249.pdf.

CANGANELLA, F. y WIEGEL, J., 2011. Extremophiles: From abyssal to terrestrial
ecosystems and possibly beyond. Naturwissenschaften, vol. 98, no. 4, pp. 253-279. ISSN
00281042. DOI 10.1007/s00114-011-0775-2.

DELGADO ROMERO, J.A. 2021. MICROORGANISMOS EXTREMOFILOS. VIDA
MICROBIANA MAS ALLA DE SUS CONDICIONES OPTIMAS Memoria que

presenta. ,

EL-GAYAR, K.E., AL ABBOUD, M.A. y ESSA, AM.M., 2017. Characterization of
thermophilic bacteria isolated from two hot springs in Jazan, Saudi Arabia. Journal of

Pure and Applied Microbiology [en linea], vol. 11, no. 2, pp. 743-752. [Consulta: 4 agosto



2022]. ISSN  09737510. DOl  10.22207/J)PAM.11.2.13.  Disponible  en:
https://www.microbiologyjournal.org/characterization-of-thermophilic-bacteria-isolated-

from-two-hot-springs-in-saudi-arabia/.

ELLEUCHE, S., SCHRODER, C., SAHM, K. y ANTRANIKIAN, G., 2014. Extremozymes-
biocatalysts with unique properties from extremophilic microorganisms. Current Opinion

in  Biotechnology, wvol. 29, no. 1, pp. 116-123. ISSN 18790429. DOI
10.1016/j.copbio.2014.04.003.

GABANI, P., PRAKASH, D. y SINGH, O. V., 2012. Emergence of antibiotic-resistant
extremophiles (AREs). Extremophiles, vol. 16, no. 5, pp. 697-713. ISSN 14310651. DOI
10.1007/s00792-012-0475-7.

GARCIA-LOPEZ, M.L., SANTOS, J.A., OTERO, A. y RODRIGUEZ-CALLEJA, J.M., 2014,
Psychrobacter. Encyclopedia of Food Microbiology: Second Edition, vol. 3, pp. 261-268.
DOI 10.1016/B978-0-12-384730-0.00285-8.

GOMEZ, D.F., 2016. Vida en ambientes extremos. , pp. 147-165.

GONZALEZ CASTELLANO, M. y PEROZO-MENA, A., 2010. Mecanismos de resistencia a
antibioticos b-lactamicos en Staphylococcus aureus Mechanisms of Resistance To b-

Lactam Antibiotics in Staphylococcus aureus. Kasmera, vol. 38, no. 1, pp. 18-35.

GUPTA, G.N., SRIVASTAVA, S., KHARE, S.K. y PRAKASH, V., 2014. Extremophiles: An
Overview of Microorganism from Extreme Environment. International Journal of
Agriculture, Environment and Biotechnology, vol. 7, no. 2, pp. 371. ISSN 0974-1712. DOI
10.5958/2230-732x.2014.00258.7.

GUPTA, R., GIGRAS, P., MOHAPATRA, H., GOSWAMI, V.K. y CHAUHAN, B., 2003.
Microbial a-amylases: A biotechnological perspective. Process Biochemistry, vol. 38, no.
11, pp. 1599-1616. ISSN 13595113. DOI 10.1016/S0032-9592(03)00053-0.

GUPTA, R., GUPTA, N. y RATHI, P., 2004. Bacterial lipases: An overview of production,
purification and biochemical properties. Applied Microbiology and Biotechnology, vol. 64,
no. 6, pp. 763-781. ISSN 01757598. DOI 10.1007/s00253-004-1568-8.

HARDOKO, JOSEPHINE, C., HANDAYANI, R. y HALIM, Y., 2020. Isolation, identification
and chitinolytic index of bacteria from rotten tiger shrimp (Penaeus monodon) shells.
AACL Bioflux, vol. 13, no. 1, pp. 360-371. ISSN 18449166.

HASAN, F., SHAH, A.A. y HAMEED, A., 2006a. Industrial applications of microbial lipases.
Enzyme and Microbial Technology, vol. 39, no. 2, pp. 235-251. ISSN 01410229. DOI
10.1016/j.enzmictec.2005.10.016.



HASAN, F., SHAH, A.A. y HAMEED, A., 2006b. Influence of culture conditions on lipase
production by Bacillus sp. FH5. Annals of Microbiology, vol. 56, no. 3, pp. 247-252. ISSN
15904261. DOI 10.1007/BF03175013.

HIMEDIA, 2015. Luria Bertani Broth, Miller M1245 Composition. [en linea], Disponible en:
http://himedialabs.com/TD/M1245.pdf.

IFANDI, S. y ALWI, M., 2018. Isolation of Thermophilic Bacteria from Bora Hot Springs in
Central Sulawesi. Biosaintifika, vol. 10, no. 2, pp. 291-297. ISSN 23387610. DOI
10.15294/biosaintifika.v10i2.14905.

IRDAWATI, I, SYAMSUARDI, S., AGUSTIEN, A. y RILDA, Y., 2018. Screening of
Thermophilic Bacteria Produce Xylanase from Sapan Sungai Aro Hot Spring South Solok.
IOP Conference Series: Materials Science and Engineering, vol. 335, no. 1. ISSN
1757899X. DOI 10.1088/1757-899X/335/1/012021.

ISHAQ, K., SHAH, A.H., FARIQ, A., RASHEED, S. y JANNAT, S., 2023. Diversity of
culturable thermophilic bacteria from Tata Pani hotspring of Kotli Azad Jammu and
Kashmir.  Biodiversity Data Journal, wvol. 11. ISSN  13142828. DOI
10.3897/BDJ.11.E99224.

JIN, X., SONG, J.,, MA, J. y LIU, G.Q., 2020. Thermostable B-xylosidase from Aspergillus
fumigatus: Purification, characterization and potential application in lignocellulose
bioethanol production. Renewable Energy [en linea], vol. 155, pp. 1425-1431. ISSN
18790682. DOl 10.1016/j.renene.2020.04.054. Disponible en:
https://doi.org/10.1016/j.renene.2020.04.054.

JOAO, R. y ALMEIDA, M., 2015. Microbial bioprospecting. Embrapa [en linea], pp. 1-6.
Disponible en:
https://www.infoteca.cnptia.embrapa.br/infoteca/bitstream/doc/1034953/1/bioprospeccao

microbianainglweb.pdf.

KAMBOUROVA, M., 2018. Thermostable enzymes and polysaccharides produced by
thermophilic bacteria isolated from Bulgarian hot springs. Engineering in Life Sciences,
vol. 18, no. 11, pp. 758-767. ISSN 16182863. DOI 10.1002/elsc.201800022.

KHALIL, A., 2011. Isolation and characterization of three thermophilic bacterial strains (lipase,
cellulose and amylase producers) from hot springs in Saudi Arabia. African Journal of
Biotechnology, vol. 10, no. 44, pp. 8834-8839. ISSN 16845315. DOI 10.5897/ajb10.1907.

KHALILA, R., FITRI, L. y SUHARTONO, S., 2020. Isolation and Characterization of

Thermophilic Bacteria as Cellulolytic Enzyme Producer from the Hot Spring of le Seuum



Aceh Besar, Indonesia. Microbiology Indonesia, vol. 14, no. 1, pp. 4. ISSN 1978-3477.
DOl 10.5454/mi.14.1.4.

LABORATORIO BRITANIA S.A, 2001. SIM medio. Britain lab [en linea], pp. 3. Disponible
en: https://lwww.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_6070922459b84.pdf.

LEVEQUE, E., JANECEK, S., HAYE, B. y BELARBI, A., 2000. Thermophilic archaeal
amylolytic enzymes. Enzyme and Microbial Technology, vol. 26, no. 1, pp. 3-14. ISSN
01410229. DOI 10.1016/S0141-0229(99)00142-8.

LIN, L., CHYAU, C. y HSU, W., 1998. Production and properties of a raw-starch-degrading
amylase from the thermophilic and alkaliphilic Bacillus sp. TS-23 . Biotechnology and
Applied Biochemistry, vol. 28, no. 1, pp. 61-68. ISSN 0885-4513. DOI 10.1111/j.1470-
8744.1998.th00513.x.

LONSANE, B.K. y RAMESH, M. V., 1990. Production of Bacterial Thermostable o-Amylase
by Solid-State Fermentation: A Potential Tool for Achieving Economy in Enzyme
Production and Starch Hydrolysis. Advances in Applied Microbiology, vol. 35, no. C, pp.
1-56. ISSN 00652164. DOI 10.1016/S0065-2164(08)70242-9.

MACWILLIAMS, M.P., 2009. Indole Test Protocol. American Society for Microbiology for
Microbiology, no. December 2009, pp. 1-9.

MDM, 2020. SERIES DE IDENTIFICACION BIOQUIMICA ( UREA , CITRATO, LISINA ,
SIM Y TSI ) Kit x unidad, 10 unidades, 20 unidades de medio de cultivo en tubo, listo
para usar. MDM Cientifica S.A.S. [en linea], no. 4, pp. 6. Disponible en:
https://mdmcientifica.com/wp-content/uploads/2021/03/1S-24-SERIES-DE-
IDENTIFICACION-

BIOQUIMICA .pdf%0Ahttps://www.mineduc.gob.gt/DIGECADE/documents/Telesecunda
ria/Recursos Digitales/1o Recursos Digitales TS licencia CC BY-SA 3.0/01 CIENCIAS
NATURALES/U4 pp.

METER GROUP, 2022. How water activity controls microbial growth. Scientific knowledge
base article [en linea], wvol. 4, no. 1, pp. 88-100. Disponible en:

https://www.metergroup.com/en/meter-food/expertise-library/microbial-growth.

MISHRA, S. y GHOSH, M., 2019. Economic Importance of Extremophilic Microorganisms. ,
vol. 6, no. 1, pp. 1335-1340.

MOHAMMAD, B.T., AL DAGHISTANI, H.l., JAOUANI, A., ABDEL-LATIF, S. y
KENNES, C., 2017. Isolation and Characterization of Thermophilic Bacteria from

Jordanian Hot Springs: Bacillus licheniformis and Thermomonas hydrothermalis Isolates



as Potential Producers of Thermostable Enzymes. International Journal of Microbiology
[en linea], wvol. 2017. [Consulta: 4 agosto 2022]. ISSN 16879198. DOI
10.1155/2017/6943952. Disponible en:
https://www.hindawi.com/journals/ijmicro/2017/6943952/.

MOROZKINA, E. V., SLUTSKAYA, E.S., FEDOROVA, T. V., TUGAY, T.l., GOLUBEVA,
L.I. y KOROLEVA, 0. V., 2010. Extremophilic microorganisms: Biochemical adaptation
and biotechnological application (review). Applied Biochemistry and Microbiology, vol.
46, no. 1, pp. 1-14. ISSN 00036838. DOI 10.1134/S0003683810010011.

MULANGO, E., 2019. ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF EXTREMOPHILIC
BACTERIA FROM THE HOT SPRINGS OF LAKE MAGADI , KENYA MASTER OF
SCIENCE ( Biotechnology ) JOMO KENYATTA UNIVERSITY OF. S.1.: s.n.

NAJAR, LN., DAS, S., SHERPA, M.T. y THAKUR, N., 2020. Bacterial diversity and
functional metagenomics expounding the diversity of xenobiotics, stress, defense and
CRISPR gene ontology providing eco-efficiency to Himalayan Hot Springs. Functional
and Integrative Genomics [en linea], vol. 20, no. 4, pp. 479-496. ISSN 14387948. DOI
10.1007/s10142-019-00723-x. Disponible en: https://doi.org/10.1007/s10142-019-00723-

X.

NAJAR, L.N., SHERPA, M.T., DAS, Sayak, DAS, Saurav y THAKUR, N., 2020. Diversity
analysis and metagenomic insights into the antibiotic resistance and metal resistances
among Himalayan hot spring bacteriobiome-insinuating inherent environmental baseline
levels of antibiotic and metal tolerance. Journal of Global Antimicrobial Resistance [en
linea], vol. 21, pp. 342-352. ISSN 22137173. DOI 10.1016/j.jgar.2020.03.026. Disponible
en: https://doi.org/10.1016/j.jgar.2020.03.026.

OLIART-ROS, R.M., MANRESA-PRESAS, A., SANCHEZ-OTERO, M.G., OLIART-ROS,
R.M., MANRESA-PRESAS, A. y SANCHEZ-OTERO, M.G., 2016. Utilizacion de
microorganismos de ambientes extremos y sus productos en el desarrollo biotecnolégico.
CienciaUAT [en linea], vol. 11, no. 1, pp. 79-90. ISSN 2007-7858. Disponible en:
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2007-
78582016000200079&Ing=es&nrm=iso&tIng=es.

OPEN EDUCATION RESOURCE, 2023. Microbiology [en linea]. S.I.: s.n. ISBN 0854046356.
Disponible en:
https://espanol.libretexts.org/Biologia/Microbiologia/Microbiologia_(OpenStax)/14%3A _
Medicamentos_Antimicrobianos/14.03%3A_Medicamentos_dirigidos_a_otros_microorga

nismos.



PANTOJA ALOR, J. y GOMEZ CABALLERO, A., 2000. Géiseres y manantiales termales de

México. Ciencias. Revista de difusion, no. 59, pp. 23-25.

PEDROZA, C., ROMERO, M. y ORDUZ, S., 2017. ACTIVIDAD IIPOIiTICA DE
MICROORGANISMOS AISIADOS DE AGUAS RESIDUAIES CONTAMINADAS
CON GRASAS IIPOIyTIC ACTIVITy OF MICROORGANISMS ISOIATED FROM
WASTE WATERS CONTAMINATED WITH FATS ATIVIDADE IIPOIiTICA DOS
MICRORGANISMOS ISOIADOS DE AGUAS RESIDUAIS CONTAMI. Biotecnologia
en el Sector Agropecuario y Agroindustrial [en linea], vol. 15, no. 1, pp. 36-4436. ISSN
1909-9959. Disponible en: http://dx.doi.org/10.18684/BSAA.

PENAFIEL-MUNOZ, E., 2023. CHARACTERIZATION OF BACTERIAL STRAINS WITH
RESISTANCE TO LOW TEMPERATURES FROM THE TOBAR DONOSO LAGOON
IN THE PINAN COMMUNE OF THE IMBABURA PROVINCE. , pp. 16-25.

PINUAGA ESPEGEL, J., 1993. Infraestructura hidrotermal. Boletin Sociedad Espafiola
Hidrologia Medica, wvol. 8, no. 2, pp. 81-83. ISSN 02142813. DOI
10.23853/bsehm.1993.0800.

RADDADI, N., CHERIF, A., DAFFONCHIO, D., NEIFAR, M. y FAVA, F. 2015.
Biotechnological applications of extremophiles, extremozymes and extremolytes. Applied
Microbiology and Biotechnology, vol. 99, no. 19, pp. 7907-7913. ISSN 14320614. DOI
10.1007/s00253-015-6874-9.

RAMIREZ D., N., SERRANO R., J.A. y SANDOVAL T., H., 2006. Actinomicetos hal6filos en
México. Revista Mexicana de Ciencias Farmacéuticas [en linea], vol. 37, pp. 56-71.
Disponible en: https://www.redalyc.org/pdf/579/57937307.pdf.

RAMPELOTTO, P.H., 2013. Extremophiles and extreme environments. Life, vol. 3, no. 3, pp.
482-485. ISSN 20751729. DOI 10.3390/1ife3030482.

ROLLOF, J., HEDSTROM, S. y NILSSON-EHLE, P., 1987. Lipolytic Activity of
Staphylococcus Aureus Strains From Disseminated and Localized Infections. Acta
Pathologica Microbiologica Scandinavica Series B: Microbiology, vol. 95 B, no. 1-6, pp.
109-113. ISSN 16000463. DOI 10.1111/j.1699-0463.1987.tb03096.x.

ROSSEN, JW.A., FRIEDRICH, AW. y MORAN-GILAD, J., 2018. Practical issues in
implementing whole-genome-sequencing in routine diagnostic microbiology. Clinical
Microbiology and Infection [en linea], vol. 24, no. 4, pp. 355-360. ISSN 14690691. DOI
10.1016/j.cmi.2017.11.001. Disponible en: https://doi.org/10.1016/j.cmi.2017.11.001.

SABAT, AJ, VAN ZANTEN, E., AKKERBOOM, V. WISSELINK, G., VAN



SLOCHTEREN, K., DE BOER, R.F., HENDRIX, R., FRIEDRICH, A.W., ROSSEN,
JW.A. y KOOISTRA-SMID, A.M.D.M., 2017. Targeted next-generation sequencing of
the 16S-23S rRNA region for culture-independent bacterial identification-increased
discrimination of closely related species. Scientific Reports, vol. 7, no. 1, pp. 1-12. ISSN
20452322. DOI 10.1038/541598-017-03458-6.

SANI, R.K. y RATHINAM, N.K., 2018. Extremophilic microbial processing of lignocellulosic
feedstocks to biofuels, value-added products, and usable power. Extremophilic Microbial
Processing of Lignocellulosic Feedstocks to Biofuels, Value-Added Products, and Usable
Power, pp. 1-308. DOI 10.1007/978-3-319-74459-9.

SANTAMARIA-BALDERA, N., MORI-ZAVALETA, R. y KARINA, M., 2019.
AISLAMIENTO Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD CELULOLITICA DE
BACTERIAS RIZOSFERICAS DEL ISOLATION AND EVALUATION OF
CELLULOLYTIC ACTIVITY OF RHIZOBACTERIA FROM BAGUA DISTRICT ,
AMAZONAS. Rebiol, vol. 39, no. 2, pp. 41-48.

SANZ CERVERA, S.A., 2011. Practicas de Microbiologia [en linea]. S.l.: s.n. ISBN
9788469408704. Disponible en: https://dialnet.unirioja.es/servlet/libro?codigo=100835.

SCHMID, R.D.y VERGER, R., 1998. Lipases: Interfacial enzymes with attractive applications.
Angewandte Chemie - International Edition, vol. 37, no. 12, pp. 1608-1633. ISSN
14337851. DOI 10.1002/(sici)1521-3773(19980703)37:12<1608::aid-anie1608>3.0.co;2-

V.

SILABAN, S., SIHOTANG, N.L.Y. y GURNING, K., 2021. Isolation and characterization of
thermophilic bacteria as amylase enzyme produced by hots spring in rianiate samosir,
indonesia. Rasayan Journal of Chemistry, vol. 14, no. 2, pp. 967-973. ISSN 09760083.
DOI 10.31788/RJC.2021.1426296.

STAMBOULIAN y STAMBULIAN, 2012. Técnicas moleculares de Microbiologia en la
practica diaria. Revista Bioanalisis [en linea], no. Marzo-Abril, pp. 5. Disponible en:

http://www.revistabioanalisis.com/arxius/notas/tecnicasmoleculares.pdf.

SUAREZ, C., RAMIREZ, F., MONROQY, O., ALAZARD, D. y FERNANDEZ, L., 2004. Es

posible la vida a altas temperaturas. Innovacion y Ciencia, vol. VIII, pp. 8-10.

TAHA, G.H., EL-SHATOURY, E.H., TOLBA, S.T.M. y IBRAHIM, M.K., 2020. Potential
enzyme activity of thermophilic bacteria from hot spring in Egypt. NBER Working Papers
[en linea], vol. 16, no. 1, pp. 10. Disponible en: http://www.nber.org/papers/w160109.

TIGUE, M.AM., KELLY, C.T., DOYLE, E.M. y FOGARTY, W.M., 1995. The alkaline



amylase of the alkalophilic Bacillus sp. IMD 370. Enzyme and Microbial Technology, vol.
17, no. 6, pp. 570-573. ISSN 01410229. DOI 10.1016/0141-0229(94)00098-C.

TSOTETSI, L., PRENAVEN, R., MODISE, S.J. y MONAPATHI, M., 2020. Isolation and
identification of xylanase producing thermophilic bacteria from compost piles and
optimization of xylanase production. Journal of Biotech Research, vol. 11, no. January,
pp. 122-132. ISSN 19443285.

VARGAS, T. y KUNO, A., 2015. Morfologia bacteriana. Revista de Actualizacion Clinica [en
linea], vol. 49, no. 2, pp. 2594-2598. Disponible en:
http://metabase.uaem.mx/bitstream/handle/123456789/1466/280_2.pdf?sequence=1.

VASHIST, H., SHARMA, D. y GUPTA, A., 2013. A review on commonly used biochemical
test for bacteria. Innovare Journal of Life Science [en linea], vol. 1, no. 1, pp. 1-7.

Disponible en: https://journals.innovareacademics.in/index.php/ijls/article/view/30/36.

VEINTIMILLA ANDRADE, A.V., 2015. Estudio microbiolégico de las aguas termales de
Guayllabamba o Aguallanchi situadas en el canton Chambo, provincia de Chimborazo.
Facultad de Ciencias [en linea], vol. Bachelor, pp. 85. Disponible en:
http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/4455.

VERMA, A., GUPTA, M. y SHIRKOT, P., 2014. Isolation and Characterization of
Thermophilic Bacteria in Natural Hot Water Springs of Himachal Pradesh ( India ). The
bioscan, vol. 9, no. 3, pp. 947-952.

WALKER, R.D., 1999. Standards for antimicrobial susceptibility testing. S.I.: s.n. ISBN
9781684400669.

WANGER, A., CHAVEZ, V., HUANG, R.S.P., WAHED, A., ACTOR, J.K. y DASGUPTA,
A., 2017. Antibiotics, Antimicrobial Resistance, Antibiotic Susceptibility Testing, and
Therapeutic Drug Monitoring for Selected Drugs. S.1.: s.n. ISBN 9780128053515.

WINDISH, W.W. y MHATRE, N.S., 1965. Microbial Amylases. Advances in Applied
Microbiology, vol. 7, no. C, pp. 273-304. ISSN 00652164. DOI 10.1016/S0065-
2164(08)70389-7.

WOLELLA, E.K. y TILAHUN, B., 2020. Isolation and Characterization of Extremophilies
from Shalla / Abidjata Hot Springs , Ethiopia. Acta Scientific Microbiology, vol. 3, no. 2,
pp. 1-5.

YAKHLEF, W.y DARBOUCHE, A., 2012. Metabolic Diversity of Thermophilic Bacteria from
Hot Springs in Algeria. Journal Academica, vol. 2, no. 1, pp. 57-65.



ZENTGRAF, B., HEDLICH, R., GWENNER, C., UYEN, N. V.y THAO, N.N., 1992. Isolation
and characterization of thermophilic bacteria from natural and artificial habitats. Acta
Biotechnologica, wvol. 12, no. 5, pp. 397-403. ISSN 15213846. DOI
10.1002/abio.370120507.




ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

a. b.
NOTAS CATEGORIA DEL DIAGRAMA ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE PREPARACION DE MEDIOS
a. Pesaje de medios. o Aprobado o Preliminar CHIMBORAZO
b. Preparacion de banco de | o Certificado o Por aprobar Elaborado por: Lamina | Escala | Fecha:
diluciones. m Informacion o Por calificar T. Andreina Martinez 1 1:1 14/08/2023




ANEXO B: TOMA Y SIEMBRA DE MUESTRA

banco de diluciones.

NOTAS CATEGORIA DEL DIAGRAMA
c. Punto de muestreo. a Aprobado o Preliminar
d. Toma de muestra. o Certificado o Por aprobar
e. Ensayo preliminar con | g Informacion o Por calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
Elaborado por:

T. Andreina Martinez

TOMA DE MUESTRA

Lamina
2

Escala
1:1

Fecha:
14/08/2023




ANEXO C: OBTENCION DE CULTIVOS PUROS

NOTAS

CATEGORIA DEL DIAGRAMA

f. Bacterias obtenidas
en ensayo
preliminar.

g. Estriado de bacterias
mas representativas.

o Aprobado o Preliminar
o Certificado o Por aprobar
& Informacion o Por calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
Elaborado por:

T. Andreina Martinez

OBTENCION DE CULTIVOS

PUROS
Lamina Escala Fecha:
3 1:1 04/09/2023




ANEXO D: REPIQUES DE CULTIVOS PUROS

h. i
NOTAS CATEGORIA DEL DIAGRAMA ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE ESTRIADO DE CULTIVOS
h. Estriados de las o Aprobado o Preliminar CHIMBORAZO PUROS
colonias MG_C2, o Certificado o Por aprobar Elaborado por: Lamina | Escala Fecha:
MG_C4y MG_CT. w Informacion o Por calificar T. Andreina Martinez 4 1:1 18/09/2023
i. Clones de las colonias.




ANEXO E: CARACTERIZACION MICROSCOPICA Y BIOQUIMICA

NOTAS

CATEGORIA DEL DIAGRAMA

j.  Tincién Gram de las
colonias.

k. Pruebas bioquimicas.

o Preliminar
o Por aprobar
o Por calificar

o Aprobado
o Certificado
@ Informacion

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
Elaborado por:

T. Andreina Martinez

CARACTERIZACION
MICROSCOPICA Y

BIOQUIMICA
Lamina | Escala Fecha:
5 1:1 02/10/2023




ANEXO F: ACTIVIDAD ENZIMATICA Y RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

CATEGORIA DEL DIAGRAMA

antibioticos.

NOTAS
I. Actividad enzimatica | o Aprobado o Preliminar
de las colonias. o Certificado o Por aprobar
m. Resistencia a Informacién o Por calificar

ESCUELA SUPERIOR
POLITECNICA DE
CHIMBORAZO
Elaborado por:

T. Andreina Martinez

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y
RESISTENCIA A

ANTIBIOTICOS
Lamina Escala Fecha:
6 1:1 16/10/2023




CERTIFICADO DE CUMPLIMIENTO DE LA GUIA PARA
NORMALIZACION DE TRABAJOS DE FIN DE GRADO

Fecha de entrega: 25/07 /2024

INFORMACION DEL AUTOR

Nombres — Apellidos: Teresa Andreina Martinez Garcés

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Ciencias

Carrera: Ingenieria Ambiental

Titulo a optar: Ingeniera Ambiental

Ing. Ana Rafaela Pacurucu Reyes, MSc.

Directora del Trabajo de Titulacién

Clisten Wi

Cristina Gabriela Calder6n Tapia, MSc.

Asesora del Trabajo de Titulacion




