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RESUMEN

Las biopeliculas que forman las bacterias en los cuerpos
de agua estan fuertemente relacionadas con la corro-
sion, causando dafios e incrustacion en tuberias vy filtros
de pozos de bombeo. El objetivo del presente trabajo
fue determinar la composicion bacteriana de pozos de
agua subterranea destinados a la agricultura urbana en
la Peninsula de Hicacos, region noroccidental de Cuba.
Se tomaron tres muestras de agua (500 mL) en dos po-
z0s de aguas subterraneas. Las mismas se sembraron en
placas con diferentes medios sdlidos: Agar-Sangre, Agar-
Chocolate, Agar-MacConkey, Agar-S.S. y Agar-CLED.
Las placas se incubaron a 37 oC durante 24 horas, y las
colonias que crecieron en las placas se les aplicaron la
tincion de Gram. Posteriormente, se les realizaron dife-
rentes ensayos bioquimicos; y se tomaron fotos de los
microorganismos aislados a través de un microscopio 6p-
tico Confocal. Todas las colonias bacterianas cultivadas
presentaron color rosado, tipicos bacilos Gram negativos.
Las caracteristicas morfologicas y bioquimicas de los mi-
croorganismos aislados son conocidas para las bacterias
que oxidan el hierro. Se recomienda la aplicacién de téc-
nicas de biologia molecular en el futuro para determinar
su identidad taxondémica.
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ABSTRACT

Bacterial biofilms water bodies are strongly related to co-
rrosion, causing damage and incrustation in pipes and
filters in pumping wells. The objective of this work was to
determine the bacterial composition of groundwater wells
destined for urban agriculture in the Hicacos Peninsula,
northwestern region of Cuba. Three water samples (500
mL) were taken from two groundwater wells. They were
mounted on plates with different solid media: Blood-Agar,
Chocolate-Agar, MacConkey-Agar, S.S.-Agar. and Agar-
CLED. The plates were incubated at 37 °C for 24 hours,
and the colonies that grew on the plates were Gram stai-
ned. Subsequently, different biochemical tests were per-
formed on them; and microphotographs of the isolated
microorganisms were taken through a Confocal optical
microscope. All the cultured bacterial colonies presented
pink color, typical Gram-negative bacilli. The morpholo-
gical and biochemical characteristics of the isolated mi-
croorganisms are known for iron-oxidizing bacteria. The
application of molecular biology techniques is recommen-
ded in the future to determine its taxonomic identity.
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INTRODUCCION

Los microrganismos juegan un papel importante para el
Medio Ambiente y la Sociedad debido a que muchos de
ellos se utilizan como indicadores de la contaminacion
y otros participan en la solucion de diversos problemas
ambientales, como los procesos de biorremediacion, por
ejemplo, en la biorrecuperacion de suelos contaminados
con hidrocarburos, metales, insecticidas o algun otro
agente toxico (Patel, et al., 2016; Abasolo Pacheco, et al.,
2020; Hidalgo, et al., 2020).

Sin embargo, algunos microorganismos son conoci-
dos por causar enfermedades, diversos problemas am-
bientales e industriales. Por ejemplo, las enfermedades
transmitidas por el agua son causantes de epidemias
de distribucion mundial. Estas enfermedades pueden
ser transmitidas por virus, bacterias, hongos o parasitos
(Smith, et al., 2006; Rios-Tobdn, et al., 2017).

Las bacterias que oxidan hierro (bacterias ferruginosas)
se multiplican tanto en el interior de los pozos de bom-
beo como en la red de distribucion de abastecimiento de
agua potable, por lo que son consideradas importantes
agentes de deterioro de la calidad del agua. Por tanto,
las bacterias ferruginosas son reconocidas como agen-
tes indirectos de corrosiéon e incrustacion en tuberias y
filtros de pozos de bombeo. Esto se debe a su capacidad
de formacion de biofilms, es decir, comunidades com-
puestas de células bacterianas (Douterelo, et al., 2014;
Hamilton, 2003). Algunas de estas bacterias con fuerte
capacidad de formacion de biofilms se agregan a otros
microorganismos y crean nichos microaerébicos que es-
tan colonizados por bacterias.

En la zona costera de la region noroccidental de Cuba
se han observado incrustaciones de color pardo-rojizo en
las tuberias de los sistemas de regadios de jardinerias y
hortalizas (organopoénicos), asi como en pozos de aguas
subterraneas que abastecen estos sembrados. El obje-
tivo del presente trabajo fue determinar la composicion
bacteriana de pozos de agua subterranea destinados a
la agricultura urbana en la Peninsula de Hicacos, region
noroccidental de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

Monitoreo y procesamiento de la muestra

Se tomaron tres muestras de agua (500 mL) en dos po-
zos de aguas subterraneas en la Peninsula de Hicacos
(23°09°35.2"'N81°14°21.4”°W), Matanzas, Cuba. Las
muestras se preservaron en frascos plasticos herméticos
en lugar fresco hasta su posterior procesamiento en el
Laboratorio.

Una vez en el Laboratorio, de cada muestra se tomaron
2 mL, se colocaron en tubos de cristal estériles y poste-
riormente se colocaron en una centrifuga para agitacion a
1500 rpm por 5 minutos. El sobrenadante de cada de tubo
se coloco en otro tubo de cristal estéril; finalmente cada
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muestra se dividié en sobrenadante y sedimento (pellet)
para su posterior siembra en los medios de cultivo.

Aislamiento de cultivo bacteriano

Ambas muestras (sobrenadante y sedimento) se sem-
braron en placas con diferentes medios solidos: Agar-
Sangre, Agar-Chocolate, Agar-MacConkey, Agar-S.S.
(Salmonella-Shigella) y Agar-CLED. Las placas se incu-
baron a 37 oC durante 24 horas. Posteriormente, aque-
llas colonias que crecieron en las placas se les aplicaron
la tincién de Gram y fueron observadas al microscopio
optico Confocal (con un aumento de 100X de magnifica-
cién). Ademas, se les realizaron diferentes ensayos bio-
guimicos como: Fermentacion de azucares (Agar-Kligler),
Motilidad, Descarboxilacion de la Lisina, Prueba del
Citrato, Prueba de la Ureasa, Utilizacion del Malonato y la
Prueba de Oxidacién-Fermentacion (O-F). Los tubos para
las pruebas bioguimicas se incubaron a 37 oC durante
24 horas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracteristicas morfolégicas de las colonias bacterias

Se observaron colonias bacterianas en todas las muestras
sembradas, tanto de la fraccion del sobrenadante como
en la fraccion sedimentada, y ademas coincidieron tener
las mismas caracteristicas como colonias medianas, no
hemoliticas, con bordes irregulares, pigmentada de rosa-
do principalmente observado en el medio Agar S.S., que
contiene hierro (Fig. 1). En todas las colonias se obser-
varon células en forma de bacilos alargados, solitarios o
a veces en pareja, de 0.5 a 1.07 ym de largo (Fig. 2). Se
observo una fase juvenil movil y una adulta sésil debido al
contenido ferroso que alberga en su cuerpo. Las dimen-
siones y caracteristicas celulares de las bacterias coinci-
den con el género Gallionella (Fleming, et al., 2014; Yang,
et al., 2014), pero preferimos denominar como bacterias
ferruginosas hasta analisis moleculares confirmatorios. Es
de notar que la abundancia relativa de las colonias bac-
terianas fue alta en cada uno de los pozos estudiados.

Figura 1. Colonias de bacterias ferruginosas en placa con medio
Agar-S. S, de una muestra de pozo
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Figura 2. Microfotografias mostrando abundantes bacilos ferruginosos
en las muestras de pozos

Caracteristicas bioquimicas de las colonias bacterianas

En todas las colonias sometidas a la tincion de Gram, los
bacilos presentaron color rosado, esto evidencia que son
bacilos Gram negativos. Los resultados de los ensayos
bioguimicos mostraron que las bacterias en las colonias
aisladas se corresponden a un bacilo no fermentador de
azucares (Agar-Kliger negativo), inmovil; capaz de des-
carboxilar la lisina, utilizar el citrato como fuente de carbo-
no, desdoblar la urea (formando una molécula de didxido
de carbono y dos moléculas de amoniaco por accion de la
enzima ureasa); asi como oxidar la glucosa en la Prueba
Oxidacion-Fermentacion (O-F), pero no fueron capaz de
fermentar la glucosa durante esta prueba. Ademas, los
bacilos fueron capaces de utilizar el malonato de sodio
como fuente de carbono (Fig. 3). No se detecté contami-
nacion por coliformes totales y fecales.

Algunas de las caracteristicas bioguimicas antes men-
cionadas son conocidas para las bacterias que oxidan
el hierro (Chen, et al., 2013; Fleming, et al., 2014; Yang,
et al., 2014). Sin embargo, debido a las dificultades en
la taxonomia de estos microorganismos, recomendamos
esperar por la aplicaciéon de técnicas de biologia molecu-
lar en el futuro para discernir la identidad de los mismos.

Las bacterias del hierro producen un lodo pegajoso que
tipicamente es de color rojizo, pero que también puede
ser de color amarillo, marrén o gris. Estos microorganis-
mos se multiplican tanto en el interior de los pozos de
bombeo como en la red de distribucion de agua para
regadios, por lo que son reconocidos como agentes in-
directos de corrosion e incrustacion en tuberias vy filtros
de pozos de bombeo. Esto se debe a su capacidad de
formacion de biofilms generalmente de color rojizo (Fig.
4), es decir, comunidades compuestas de células bac-
terianas que se adhieren a entidades inertes o activas
(Douterelo, et al., 2014).

Ademas, el empleo de agua con precipitados de hierro
para riego eleva el riesgo de aparicion de obturaciones
en los emisores de goteo. Las particulas ferrosas gene-
radas de mayor tamafio pueden alcanzar potencial de
obturacion directo y las de menor tamano, por la accion
aglutinante de las bacterias de hierro, pueden generar
agregados con capacidad de generar obturaciones en
los puntos de emision (Hamilton, 2003; Douterelo, et al.,
2014). Por tanto, se recomienda mantener un monitoreo
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y vigilancia de la presencia de bacterias ferruginosas en
las aguas subterraneas, y sistemas de tuberias de pozos
y regadios que alimentan la agricultura urbana en esta re-
gion del pals; y ademas hacerlo extensivo en otras areas
geogréficas de la isla.

Malonato (+)
Citrato (+)
Lisina (+)
Motilidad (-)
Kliger (-)

Oxidacion (+)

Figura 3. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a las colo-
nias bacterianas crecidas en medio solido

Figura 4. Formacion de biofilms de bacterias ferruginosas cercano a
uno de los pozos del area de estudio

CONCLUSIONES

Altas concentraciones de colonias bacterianas en medio
soélido fueron registradas en cada uno de los pozos estu-
diados. Se observé color rojizo en algunas muestras de
agua, tipico de la presencia de bacilos ferruginosos. Las
dimensiones y caracteristicas celulares de las bacterias
coinciden con el género Gallionella. En todas las colonias
sometidas a la tincion de Gram, los bacilos presentaron
color rosado, esto evidencia que son bacilos Gram ne-
gativos. Algunas de las caracteristicas bioquimicas de
las colonias aisladas son conocidas para las bacterias
que oxidan el hierro. Por lo que preferimos denominarlas
como bacterias ferruginosas hasta analisis moleculares
confirmatorios. Se recomienda mantener un monitoreo de
las bacterias ferruginosas en las aguas subterraneas, y
sistemas de tuberias de pozos y regadios que abastecen
la agricultura urbana en esta region del pals.
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