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RESUMEN 

 

El proceso de lodos activados es utilizado para el tratamiento de efluentes por el 

cual se logra depurar aguas residuales, pero ocasionalmente estos sistemas se 

ven afectados a causa del crecimiento excesivo de bacterias filamentosas. Estas 

producen inconvenientes asociados al esponjamiento de los lodos conocido 

como bulking, lo que afecta negativamente las propiedades del lodo causando 

una baja sedimentabilidad y por lo tanto la pérdida de sólidos a través del 

efluente. Esto genera tanto inconvenientes operacionales como pérdidas 

económicas y contaminación ambiental. Las bacterias filamentosas pueden 

pertenecer a grupos taxonómicos diversos, entre ellos el filo Chloroflexi, al cual 

pertenecen varias filamentosas que han sido reportadas como causantes de 

bulking. La mayoría de las bacterias filamentosas no se han podido obtener en 

cultivo puro por lo cual no hay suficiente información disponible sobre su 

ecofisiología y sus requerimientos nutricionales. En nuestro país no se conoce 

cuáles son las causantes de problemas en lodos activados. 

 

El objetivo de este trabajo fue caracterizar las bacterias filamentosas en tres 

sistemas de tratamiento de aguas residuales con lodos activados: Maltería (MO), 

Bebidas analcohólicas (BA) y de Residuos Hospitalarios (RH). 

 

Las muestras fueron proporcionadas por el Estudio Pittamiglio (ingeniería 

hidráulica y ambiental) de los tres sistemas. Estas fueron analizadas por 

microscopía de contraste de fases e Hibridación in situ fluorescente (FISH) 

utilizando sondas dirigidas al filo Chloroflexi. También se realizó  secuenciación 

masiva del gen de ARNr 16S y se analizaron las secuencias utilizando QIIME. 

 

Los resultados mostraron que la morfología y abundancia de flóculos y de 

bacterias filamentosas fueron diferentes en las distintas muestras. Cada reactor 

presentó morfotipos característicos de bacterias filamentosas. Mediante FISH se 

detectó la presencia del filo Chloroflexi en las muestras de todos los reactores, 

pero la abundancia fue mayor en RH. Por otra parte, los resultados obtenidos 

por secuenciación masiva también muestran la presencia del filo Chloroflexi para 

los tres reactores pero señalan una mayor abundancia en RH. La estructura de 
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la población desarrollada en cada reactor fueron muy diferentes indicando una 

fuerte influencia del sustrato. Se detectaron varios grupos de bacterias 

filamentosas además de Chloroflexi como Thiothrix unzi, Ca. Alysiosphaera 

europaea  y Nostocoida limicola I. 

 

En conclusión, se logró caracterizar diferentes filamentosas en los tres reactores 

además del filo Chloroflexi por primera vez en industrias de nuestro país. La 

aplicación de técnicas moleculares como FISH y secuenciacion masiva fueron 

herramientas indispensables para lograr su caracterizacón, aspecto fundamental 

para desarrollar medidas de control y/o evitar futuros problemas de 

sobrecrecimiento. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1 Importancia del tratamiento de aguas residuales  

En las últimas décadas la industrialización y la población mundial han ido en 

creciente aumento, así como también la generación de aguas residuales. Se 

consideran aguas residuales a aquellas aguas que han sido utilizadas en la 

actividad doméstica o industrial y deben someterse a un tratamiento con la 

finalidad de reducir la concentración de contaminantes que afectan sus 

características (Orozco, 2005). La descarga de aguas residuales o efluentes 

industriales y domésticos inadecuadamente tratados o sin tratamiento han 

acelerado la degradación de muchos ecosistemas. La principal causa de 

contaminación de ríos y océanos es el vertido de aguas residuales no tratadas, 

los cuales pueden contener altos niveles de contaminantes (Ng, 2006). Además, 

no solo contribuyen con la contaminación de cuerpos de aguas receptoras, sino 

que también pueden afectar suelos y aguas subterraneas. Estos vertidos son de 

composición variabale y pueden llegar a ser peligrosos o potencialmente tóxicos, 

por lo cual requieren un proceso de manipulación y tratamiento (Chen et al., 

2017; Ukah et al., 2018). 

 

En la actualidad, no se ha logrado establecer un equilibrio entre el progreso 

industrial y la sustentabilidad ambiental, circunstancia en la cual también 

intervienen aspectos sociales y económicos. La adecuada utilización de los 

sistemas de tratamiento de aguas residuales son de vital importancia, ya que 

contribuyen a proteger y aumentar la disponibilidad de agua dulce. A través de 

su descontaminación y reutilizacón, promueven la disminución de su demanda y 

el impacto ambiental que implica (Sperling, 2007). 

 

1.2 Sistemas de tratamiento de aguas residuales industriales 

El agua es un recurso que se utiliza ampliamente en los procesos industriales y  

como resultado inevitablemente se generan aguas residuales. De acuerdo al tipo 

de industria y sus procesos las caracaterísticas de las aguas residuales que 

generan difieren en su composición, resistencia, flujo y volumen. Su composición 
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puede consistir altos niveles de materia orgánica  y nutrientes, así como también 

sustancias no biodegradales o compuestos tóxicos (Patwardhan, 2017). El 

tratamiento a aplicar al agua residual depende tanto de su composición como de 

las normativas de su descarga. 

 

Los procesos convencionales de tratamientos de aguas residuales emplean un 

conjunto de procesos fisicos, químicos y biológicos con el fin de remover sólidos, 

materia orgánica e incluso nitrógeno (N) y fósforo (P). Estos procesos se 

clasifican de la siguiente manera: pretratamiento, y tratamiento primario, 

secundario y terciario (Figura 1) (Sonune y Ghate, 2004).  

 

 

Figura 1.  Esquema general de sistemas de tratamientos de aguas residuales. Los cuadros 

superiores indican el nombre, luego el proceso que ocurre en cada paso, en los de abajo se 

describe el mecanismo por el cual se realiza el tratamientoc correspondiente a cada etapa. Figura 

modificada de Sonune, A. y Ghate, R. (2004). 

 

El pretratamiento es opcional y es utilizado principalmente para eliminar 

materiales flotantes y particulas inorgánicas, con el fin de evitar problemas 

operativos en las siguientes etapas (Christian, 2006). La depuración de aguas 

residuales comienza con un tratamiento primario para la eliminación de sólidos 

en suspensión y materiales flotantes, mediante la implementación de un 

sedimentador. Durante el proceso de decantación, las partículas más densas 

que el agua logran asentarse en el fondo del sedimentador. En esta etapa 
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pueden añadirse o no coagulantes para optimizar el proceso de decantación 

(Tillman,  1991).  

 

Seguido del primario, el tratamiento secundario es un proceso de gran 

importancia debido a que se produce la remoción de la materia orgánica disuelta. 

La biodegradación de materia orgánica es el proceso más utilizado  en esta 

etapa, mientras que la oxidación química es menos frecuente por motivos 

económicos. La biodegradación puede ser aerobia o anaerobia, dependiendo de 

los requerimientos del tratamiento. Los sistemas aeróbicos funcionan en 

presencia de aire (oxígeno, O2), donde la materia orgánica soluble es convertida 

en dióxido de carbono (CO2), biomasa y agua a través de la actividad de 

bacterias heterótrofas (Grady, 2011). En cambio, los sistemas anaeróbicos 

convierten la materia orgánica en metano (CH4), CO2 y agua a través de una 

serie de reacciones que involucran hidrólisis, acidogénesis, acetogénesis y 

metanogénesis en ausencia de oxígeno. El biogás generado como producto 

constituido esencialemente por CO2 y CH4, puede ser apovechado como fuente 

de energía (Chan et al., 2009; Ranade y Bhandari, 2014). Ambos tipos de 

biodegradación poseen una alta eficacia de remoción orgánica pero los sistemas 

aerobios son capaces de obtener una mejor calidad del efluente en comparación 

con sistemas anaerobios (Chan et al., 2009). Por otra parte, estos últimos 

pueden trabajar con altas cargas orgánicas mientras que los sistemas aeróbicos 

son más adecuados para trabajar con baja carga orgánica. Los sistemas 

anaerobios requieren menor suministro de energía en comparación con los 

aerobios (suministro de aire al reactor) y además contribuyen con la recuperación 

y utilización de recursos a través de la obtención de bioenergía potencial 

obtenida en el proceso. Sin embargo, suelen generar malos olores y no se 

adaptan fácilmente a los cambios en parámetros tales como temperatura, pH y 

carga orgánica (Chan et al., 2009). 

 

El tratamiento terciario también conocido como tratamiento avanzado, es un 

proceso utilizado con el fin de mejorar la calidad del efluente luego del 

tratamiento secundario. Algunos tipos de tratamiento terciario son: adsorción en 

carbono activo, ósmosis inversa, intercambio iónico, electrodiálisis, oxidación 
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química (cloración y ozonación), o eliminación de nutrientes (nitrógeno y fósforo) 

entre otros (Ramalho, 1990). 

 

La implementación de un tratamiento terciario depende de la calidad final 

deseada del efluente. En nuestro país existen normas para prevenir la 

contaminación ambiental mediante el control de las aguas. Los efluentes deben 

cumplir con los valores establecidos según las normas para ser vertidos. El  

Ministerio de Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente (MVOTMA) 

determina los parámetros que deben cumplir los efluentes y también se encarga 

de la aplicación de las normativas establecidas. El artículo 11 del decreto  253/79 

establece los parámetros que debe cumplir un efluente para poder ser vertido en 

un curso de agua (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Valores límite que debe cumplir un efluente para poder ser vertido en un cuerpo de 

agua. Tomado de la página web de MVOTMA (www.mvotma.gub.uy). 
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1.3 Lodos activados 

El proceso de lodos activados es un sistema biológico ampliamente utilizado para 

depurar aguas residuales en todo el mundo, tanto de origen municipal como 

industrial. Tiene como objetivo remover los contaminantes presentes en el agua 

residual con el fin de obtener agua apta para otros usos o bien para evitar daños 

al ambiente luego de su descarga (Tandoi et al., 2017). La configuración general 

de un sistema de lodos activados consiste primeramente en una etapa 

bioquímica que se produce en un tanque con aireación (reactor) y luego una 

etapa física en un sedimentador secundario o también llamado clarificador 

(Figura 2). 

 

 

Figura 2. Esquema general de sistema de lodos activados. Adaptado de la presentación 

Tratamiento Biológico de Aguas Residuales sin generación de Lodos sistema MSABP™. Julio 

Elias Grau Arequipa, Septiembre, 2011 (Acuarius Technologies, INC). 

 

El sistema comienza con la entrada del afluente al reactor biológico con 

aireación, sitio donde se produce la degradación de la materia orgánica y el 

crecimiento de biomasa. Del reactor biológico, el agua pasa ya tratado al 

sedimentador donde  se produce la decantación de la biomasa  para obtener el 

efluente clarificado (Tansel, 2018). Una cierta cantidad de la biomasa 

sedimentada es recirculada hacia el reactor, ya que funciona como inóculo. 

Regulando la recirculación se mantiene una concentración adecuada de 
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biomasa en el reactor biológico. La biomasa que queda en exceso, también 

conocida como lodo secundario o lodo biológico, es extraída del sistema y debe 

ser procesada para su correcta disposición final. El tratamiento de lodos 

biológicos incorpora procesos como espesamiento y deshidratación para 

eliminar el agua y disminuir su volumen, con el objetivo de facilitar su transporte. 

El secado también disminuye la cantidad de patógenos además de reducir el 

peso del lodo mediante la evaporación del agua y como última etapa se puede 

realizar la desinfección. Por otra parte, la estabilización química de los lodos 

puede realizarse a través de digestión anaeróbica, digestión aeróbica, 

esterilización química o térmica. Esta permite reducir los sólidos suspendidos 

hasta en un 30%, disminuye la presencia de patógenos y olores desagradables. 

(Amador et al., 2015; Hreiz et al., 2015). 

 

La etapa esencial del proceso de depuración en los sistemas de lodos activados 

se produce en el reactor biológico. En esta etapa la oxidación de la materia 

orgánica se realiza mediante un cultivo suspendido de microorganismos. Las 

bacterias son las responsables de la biodegradación y utilizan el oxígeno disuelto 

proporcionado por la aireación para transformar la materia orgánica en biomasa 

y CO2. Además de bacterias, las cuales comprenden el 95 % de la biomasa, 

también se encuentran otros microorganismos tales como virus, hongos, 

protozoos y algunos metazoos (Martins et al., 2004; Erijman et al., 2011).  

 

Existen parámetros que se determinan para monitorear el funcionamiento del 

reactor biológico los cuales deben encontrarse dentro de determinados rangos 

para asegurar un tratamiento biológico óptimo. Los parámetros más importantes 

se encuentran en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Los principales parámetros operacionales que se utilizan para controlar los sistemas de 

lodos activados. Elaborada en base al artículo Activated Sludge Treatment Process - Concept 

and System Design. Bhargava A. 2016. 

 

 

El SVI y los SST son muy utilizados para caracterizar la eficiencia de la 

sedimentación del lodo ya que se encuentran muy relacionados con el proceso 

de biofloculación (Dierdonck et al., 2012). 

 

Las células bacterianas no agrupadas se comportan como sólidos coloidales y 

no son capaces de sedimentar por sí solas en el clarificador. Para poder lograrlo 

deben generar una biomasa floculenta capaz de decantar y compacatarse en el 

fondo del clarificador. Este proceso es conocido como floculación (formación de 

flóculos) el cual es fundamental para una adecuada sedimentación y 

compactación del lodo. 

 

1.3.1 Características principales de los Flóculos 

Formación y composición 

Los flóculos están constituidos por un conglomerado de microorganismos que 

incluyen bacterias filamentosas, partículas orgánicas e inorgánicas y 

excreciones metabólicas (Figura 3). Este cúmulo logra mantenerse unido 

gracias a una matriz polimérica que rodea las células y a enlaces químicos los 

cuales involucran iones divalentes como el Ca2+. Alrededor del flóculo como 

también en espacios interfloculares, pueden encontrarse bacterias libres, 
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protozoos y algunos metazoos. Idealmente los flóculos deben ser densos y 

compactos, con forma redonda y definida, ya que estas características 

contribuyen a una buena sedimentabilidad del lodo (Eikelboom, 2000). 

 

 

 

Figura 3. Imagen microscópica de las estructuras floculares de una muestra de lodos activados. 

Aumento 1000X. Forma «ideal» de flóculos captadas por contraste de fases. Tomado del “Curso 

de microbiología de lodos activados”, Grupo de Bioindicación de Sevilla (GBS). 

 

 

Estas estructuras floculares representan la unidad funcional y estructural del 

proceso de purificación de los sistemas de lodos activados. Su formación se 

produce mayoritariamente gracias a bacterias formadoras de flóculos, siendo 

Zoogloea ramigera la principal. Esta bacteria es capaz de sintetizar una 

sustancia mucilaginosa que facilita la adhesión de las células bacterianas con 

las partículas (Eikelboom, 2000; Aonofriesei et al., 2007). Este mucílago es una 

sustancia polimérica extracelular (SPE), capaz de formar una matriz 

tridimensional la cual es originada principalmente por lisado celular, 

componenetes exocelulares y materia orgánica adsorbida. La  formación, 

estructura, y estabilidad de los flóculos dependen de la presencia de los SPE, 

los cuales también intervienen en las  características hidrófobas/hidrofílicas del 

lodo, la sedimentabilidad y en su deshidratación (Yuan and Wang, 2013; Chen 

et al., 2017). Cuando la proliferación de Z. ramigera es excesiva, provoca un 

fenómeno llamado «bulking viscoso» a causa de la abundante  producción de 

SPE (Salehizadeh y Shojaosadati, 2001; Sponza, 2003). 
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Un componente fundamental que forma parte de los flóculos son las bacterias 

filamentosas, las cuales son de gran importancia estructural ya que brindan un 

«esqueleto» que proporciona resistencia y evita la disgregación del flóculo ante 

esfuerzos mecánicos tales como aireación o agitación (Martins et al., 2004). Si 

la cantidad de bacterias filamentosas presentes no es suficiente, los flóculos se 

vuelven débiles y tienden a romperse causando la aparición de microflóculos que 

luego escapan con el efluente. Por el contrario, si la cantidad de filamentosas es 

excesiva, se produce un aumento en la superficie flocular disminuyendo su 

densidad y por lo tanto, su capacidad para decantar. Por estas razones, los 

flóculos requieren la presencia de una determinada concentración de SPE y 

determinada cantidad de bacterias filamentosas en su interior.   

 

Morfologías floculares 

Los flóculos pueden exhibir diferentes estructuras morfológicas las cuales se 

logran distinguir a través de la observación al microscopio óptico. En la Tabla 3 

se muestran las principales características morfológicas que pueden presentar 

los flóculos. 

 

Tabla 3. Principales características morfológicas de los flóculos. Adaptado del “Curso de 

microbiologia de lodos activados”, GBS. 
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La forma de los flóculos puede ser esférica, alargada o estrellada pero se 

clasifican en estructuras regulares o irregulares. Se considera que es regular si 

posee forma redondeada y uniforme, que es la forma “ideal”, pero es poco común 

encontrarla ya que en los sistemas predominan las formas irregulares. El tamaño 

de los flóculos varía considerablemente, los de mayor tamaño son capaces de 

sedimentar más rapidamente que los menores (Eikelboom, 2000; Grady, 1999). 

Otra característica de los flóculos es su densidad, propiedad determinada por la 

estructura del flóculo la cual puede ser compacta o abierta. Las estructuras 

compactas se caracterizan por no presentar huecos en el interior del flóculo 

mientras que las estructuras abiertas presentan aspecto algodonoso con varios 

huecos en el interior. Las estructuras mas compactas poseen la capacidad de 

sedimentar mas rápido (Eikelboom, 2000). Además del tamaño, forma y 

densidad, también se considera la resistencia de los flóculos. Esta propiedad 

consiste en el grado de cohesión entre las partículas y puede clasificarse como 

fuerte o débil. La resistencia de los flóculos no es una carcaterística 

independiente, sino que está relacionada con la estructura; las más densas 

suelen ser más fuertes y por lo tanto más resistentes ante la ruptura en 

comparación con estructuras menos compactas (Hermawan et al., 2004). 

 

Además de la observación de estas características, también se puede 

caracterizar la abundancia de bacterias filamentosas (Figura 4). 

 

 

 

Figura 4. Estructuras floculares en lodos activados. Izquierda: flóculos redondos y compactos 

(contraste de fases 400X). Derecha: flóculo con bacterias filamentosas (iluminación directa 

1000X). Imagen adaptada de Tandoi et al., 2017. 
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Si el sobrecrecimiento de estos organismos se extiende hacia el espacio 

interflocular se pueden generar problemas en la sedimentacion del lodo (Tandoi 

et al., 2005). Es por eso que se han desarrollado algunos métodos para 

cuantificar la cantidad de filamentos, uno de ellos es el de valoración subjetiva 

de la abundancia filamentosa. Fue desarrollado por Jenkins et al., 1993 y es 

simple y rápido de aplicar. La abundancia se clasifica de acuerdo a una escala 

que se muestra en la Tabla 4. 

 

Tabla 4. Puntuacion subjetiva de la abundancia de bacterias filamentosas de acuerdo a 

Jenkins et al., 1993.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.2 Protozoarios relevantes en Lodos Activados 

Además de las bacterias, los protozoos son microorganismos de gran 

importancia en la comunidad microbiana  de los lodos activados. Algunos de ellos 

se encuentran asociados a los flóculos y constituyen aproximadamente el 5% del 

peso seco de la biomasa. Su presencia es fundamental para la reutilización de 

nutrientes ya que poseen vida corta debido a su alto metabolismo. Estos 

microorganismos constituyen las cadenas tróficas del ecosistema que se genera 

en el reactor, las cuales se desarrollan por una parte en función de las 

características del influente tales como los nutrientes, la demanda química de 

oxígeno (DQO) y DBO,  y por otra parte en función de las condiciones 

Valor numérico Abundancia Descripción de imagen microscópica

0 Ninguna

1 Poca
Presencia de filamentos, pero solo se observan en un flóculo 

ocasional

2 Algunas
Filamentos comúnmente observados, pero no presentes en 

todos los flóculos

3 Comunes
Filamentos observados en todos los flóculos, pero a baja 

densidad. 1 - 5 filamentos por flóculo

4 Muy comunes
Filamentos observados en todos los flóculos a densidad media. 

>5 - 20 filamentos por flóculo 

5 Abundantes
Filamentos observados en todos los flóculos a alta densidad. > a 

20 filamentos por flóculo

6 Excesivas

Filamentos presentes en todos los flóculos: aparecen más 

filamentos que flóculos o filamentos que crecen en gran 

abundancia en  solución 

Abundancia filamentosa relativa
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operacionales y ambientales. Los protozoos se pueden encontrar tanto en los 

flóculos como en el espacio interflocular. En el espacio interflocular se 

encuentran los ciliados nadadores, flagelados y amebas, mientras que asociados 

a los flóculos se encuentran los ciliados sésiles y reptantes (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Protozoos presentes en lodos activados por microscopía de contraste de fases: a) 

Ameba. Arcella (400X), b) Rotífero (400X), c) y d) Ciliados, Epistylis sp. (400X).  Imágenes 

tomadas de Microbiologia de lodos activados (Yamilet Arcos 2013). 

 

Los reptantes se alimentan de las bacterias que se encuentran en la superficie 

flocular, contribuyendo a la oxigenación de zonas interiores del flóculo a través 

de su desplazamiento. Por otra parte, los ciliados sésiles se alimentan de 

bacterias libres dispersas y ayudan a dar consistencia a los flóculos, lo que 

mejora su capacidad para sedimentar (Curds et al., 1973; Madoni et al., 2011). 
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1.3.3 Bacterias filamentosas y problemas asociados a su 

sobrecrecimiento 

Los sistemas de lodos activados sufren ocasionalmente hinchamiento de lodos, 

fenómeno conocido como «bulking» y de formación de espumas, conocido como 

«bulking». Ambos fenómenos generan graves problemas operacionales en los 

sistemas de tratamiento, y son causados principalmente por un excesivo 

crecimiento de bacterias filamentosas. El bulking afecta la sedimentabilidad del 

lodo, el cual se vuelve más ligero y sufre un aumento del volumen. Esto impidie 

una adecuada sedimentación y por lo tanto, genera la pérdida de sólidos 

sedimentables a la salida del decantador en el efluente y una  disminición de la 

biomasa en el reactor biológico (Eikelboom, 2000; Tandoi, 2017). La proliferación 

genera estructuras floculares abiertas y difusas, y también forman redes 

mediante puentes interfloculares. Como consecuencia se produce el 

hinchamiento del lodo y la retención de agua en el lodo sedimentado, lo que 

afecta su decantabilidad y sus propiedades de deshidratación (Burger et al., 

2017). Los organismos filamentosos que proliferan en el reactor, particularmente 

aquellos que se extienden desde los flóculos así como también los que se 

encuentran libres, son esencialmente los responsables de los problemas de 

sedimentación del lodo y su compactación (Burger et al., 2017). En la Figura 6 

se muestra un ejemplo de dicho caso, donde se puede apreciar el 

sobrecrecimiento de bacterias filamentosas. 

 

 

Figura 6. Sobrecrecimiento de bacterias filamentosas en muestra de lodos ativados. Tomado del 

“Curso de microbiologia de lodos activados”, GBS. 
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Por otra parte, el sobrecrecimiento de algunos organismos filamentosos genera 

la formación de espuma en la superficie del reactor y algunas veces en el 

sedimentador. Es un problema que afecta a muchos sistemas de lodos activados 

en todo el mundo, provoca un aumento en los costos operativos y una 

disminución en la calidad del efluente. Interfiere en el funcionamiento del sistema 

de tratamiento y dificulta el control de los parámetros operativos, entre otros 

incovenientes. (Soddell y Seviour, 1990; Cubbage et al., 2017). 

 

En la Figura 7 se puede apreciar la formación de espuma en la superficie de un 

clarificador. 

 

 

Figura 7. Presencia de espuma en la superficie de un clarificador causada por filamentosas, 

grasas y materiales flotantes. Imagen tomada de Tandoi et al., 2017.  

 

 

Muchas de las bacterias filamentosas responsables de la formación de espumas 

poseen una superficie hidrófoba. La espuma se genera debido a que se 

establece un sistema trifásico en el reactor, compuesto por burbujas de aire, 

sustancias surfactantes y particulas hidrofóbicas (superficie bacteriana). Estos 

organismos logran flotar en la superficie y son capaces de producir materiales 

extracelulares como lípidos, lipopéptidos, proteínas y carbohidratos los cuales 

poseen propiedades surfactantes, lo que facilita la generación de espuma 

(Madoni et al., 2000; Griffiths y Stratton, 2010).  
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En 1975, en busca de una soloución general para los problemas generados por 

bulking y foaming, Eikelboom desarrolló una clave de identificación para 

caracterizar bacterias filamentosas en sistemas de lodos activados, basados en 

características morfológicas y pruebas de tinción micoscópicas. A partir de dicho 

trabajo se publicaron manuales con la descripción y caracterización de 25 

bacterias filamentosas diferententes presentes regularmente en sistemas de 

lodos activados (Eikelboom, 1975). En la Tabla 5 se muestran siete grupos de 

bacterias filamentosas según el sistema de Eikelboom. 

 

Tabla 5. Clasificación de morfotipos de bacterias filamentosas caracterizadas por Eikelboom. 

Adaptado de Eikelboom, 1975. 

 

 

 

Los morfotipos con numeración corresponden a organismos filamentosos 

oservados a partir de muestras de lodos activados, pero de los cuales en ese 

entonces no se disponía de cultivos puros. En la acutalidad muchas de esas 

bacterias han sido identificadas filogenéticamente, algunas a partir de cultivos 

puros o utilizando hibridación in situ fluorescente (FISH). Sin embargo, aún se 

sigue utilizando la nomenclatura con números establecida por Eikelboom. 

 

A través de los años se han encontrado más de 30 morfotipos diferentes de 

bacterias filamentosas procedentes de plantas de tratamiento de aguas 

municipales, y 40 morfotipos más povenientes de plantas de tratamiento de 

aguas residuales industriales. No obstante, sólo unas pocas especies de 

filamentosas se encuentran involucradas en los fenómenos de bulking y foaming 

(Kragelund et al., 2011). Estos organismos pertenecen a los filos  Actinobacteria, 

Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes y Chloroflexi. Las filamentosas que 

frecuentemente generan bulking son Nostocoida perteneciente a 

Grupo I Grupo II Grupo III Grupo IV Grupo V Grupo VI Grupo VII

Grupos

Formación de vaina, 

bacterias Gram 

negativas

Formación de 

vaina, bacterias 

Gram positivas

Sin vainas, rizadas, 

bacterias 

multicelulares 

similares a algas

Bactetias delgadas 

enrolladas

Rectas, 

multicelulares 

Gram negativas

Bacterias 

filamentosas 

móviles

Tipos 

adicionales

Sphaerotilus natans Tipo 0041 Nostocoida limicola Microthrix parvicella Tipo 0803 Beggiatoa Nocardia  sp

Haliscomenobacter 

hydrossis
Tipo 0675 Cyanophyceae Tipo 0581 Tipo 1091 Tipo 0914 Fungi

Tipo 1701 Tipo 1851 Tipo 021N Tipo 0192 Tipo 0092 Tipo 1111 Tipo 1863

Tipo 1702 Tipo 0961 Tipo 1501 Tipo 0411

Tipo 0321

Morfotipos

Bacterias filamentosas - Mofotipos Eikelboom



21 
 

Alphaproteobacteria, candidatus Microthrix y Micolata pertenecientes a 

Actinobacteria, Thiotrix y tipo 021N pertenecientes a Gammaproteobacteria y 

tipo 1851, tipo 0041 y 0092 del filo Chloroflexi (Nielsen et al., 2009). Mientras que 

la proliferación de organismos como Microthrix parvicella, Nostocoida limicola, 

Tipo 1863, tipo 021N y 0041 se asocian con problemas de generación de 

espumas (Övez y Orhon, 2005; Leal et al., 2016). 

 

El desarrollo de bacterias filamentosas puede verse favorecido bajo ciertas 

condiciones del sistema tales como baja concentracion de oxígeno disuelto (OD), 

baja tasa de carga orgánica, déficit de nutrientes, bajo pH, baja concentración de 

sustrato y baja temperatura (Guo et al., 2014). En la Tabla 6 se muestran las 

principales causas que favorecen el fenómeno de bulking, junto a los organismos 

filamentosos con los que se encuentran asociados. 

 

Tabla 6. Condiciones asociadas al sobrecrecimiento de bacterias filamentosas. Adaptado de 

Tandoi et al., 2017. 

 

 

Condiciones causantes 

sugeridas
Organismo filamentoso

H. hydrossis

S. natans

Tipo 1701

H. hydrossis

Nocardia sp

Thiotrhix  spp

Tipo 0041

Tipo 0675

Tipo 1851

Tipo 0803

Tipo 0914

Tipo 0092

Thiotrhix  spp

Tipo 021 N

N. limicola II

Ácidos grasos en aguas 

residuales
M. parvicella

Condiciones asociadas con el crecimiento 

de organismos filamentosos en lodos 

activados

Deficiencia de nutrientes

Bajo OD

Baja relación 

alimento/microorganismo
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Bacterias filamentosas pertenecientes al filo Chloroflexi  en sistemas de 

lodos activados  

Las bacterias filamentosas pertenecientes al filo Chloroflexi se encuentran 

comunmente en los sistemas de lodos activados y algunas de ellas han sido 

asociados a problemas de bulking. Yoon y colaboradores sugieren que las 

filamentosas de este filo cumplen un rol importante en estos sistemas 

proporcionando estabilidad estructural a los flóculos (2010). Sin embargo, su 

proliferación promueve la formación de puentes interfloculares, lo cual contribuye 

con el fenómeno de bulking.  

 

Se han identificado bacterias filamentosas de este filo involucradas en el 

hinchamiento de lodo, las cuales habían sido descritas anteriormente por 

Eikelboom: B45 (tipo 0092), Candidatus Sarcinathrix (tipo 0914), Kouleothrix spp. 

(tipo 1851), P2CN44 (tipo 0803), 0675 y 0041 (McIlroy et al., 2016; Spiers et al., 

2017). Algunos miembros poseen la particularidad de presentar bacterias 

epifíticas de la familia Saprospiraceae (C. 'Epiflobacter spp.') en su superficie, 

característica que es utilizada para la identificación microscópica (Xia et al., 

2008). A pesar de los esfuerzos realizados para obtener estos organismos en 

cultivo puro,  ninguno de estos morfotipos cuenta con un representante aislado. 

 

Con respecto a la utilización de sustratos, estudios realizados indican que son 

bacterias especializadas capaces de degradar e hidrolizar macromoléculas 

complejas tales como proteínas y polisacáridos (Kragelund et al., 2007). Esto 

puede convertirse en una ventaja para su crecimiento ya que pocas bacterias 

formadoras de flóculos pueden degradar materia orgánica compleja (Nielsen et 

al., 2009). 

 

Gracias a las plataformas de nueva generación, estudios filogenéticos mediante 

el gen del ARNr 16S y el diseño de sondas específicas para FISH, se ha logrado  

clasificar algunos miembros del filo Chloroflexi. Sin embargo, en la actualidad 

aún se conoce poco sobre la diversidad de este filo en comunidades de lodo 

activado, donde se pueden observar en poblaciones pero aún muchos de sus 
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miembros continúan sin poder ser cultivados y clasificados taxonómicamente 

(Speirs et al., 2017)  

 

1.3.4 Estrategias de control del bulking filamentoso 

A pesar del gran esfuerzo que se ha realizado para dilucidar las causas del 

sobrecrecimiento de las bacterias filamentosas, en la actualidad aún no se han 

obtenido conclusiones concretas sobre los factores específicos que promueven 

su proliferación (Tandoi et al., 2017). Por lo tanto, las estrategias empleadas para 

controlar el fenómeno de bulking en sistemas de lodos activados pueden ser 

específicas o no específicas. La aplicación de métodos no específicos tiene 

como objetivo eliminar las bacterias filamentosas, pero de forma paralela 

también afectan a todo el sistema (Milobeldzka et al., 2016). Estos métodos 

combaten a las bacterias filamentosas causantes del bulking (por fuera del 

flóculo) mediante procesos tales como cloración, ozonización o la utilización de 

sustancias como el peróxido de hidrógeno. Estos métodos pueden solucionar el 

problema de manera transitoria pero no resuleve las causas que generan la 

proliferación de organismos filamentosos. Por otra parte, estos procesos son 

capaces de fomar subproductos indeseables que afectan el medio ambiente y 

además, afectan a otras bacterias deteriorando la calidad del efluente (Martins 

et al., 2004). 

 

En cambio, los métodos específicos generan soluciones a partir del conocimiento 

de la ecofisiología de las bacterias filamentosas considerando los parámetros 

operacionales favorables para su crecimiento (Milobeldzka et al., 2016). Generan  

condiciones del medio en el reactor que sean hostiles para las bacterias 

filamentosas y logre evitar su sobrecreciemiento,  además de funcionar como 

método preventivo. Estos métodos, a diferencia de los inespecíficos, requieren 

la labor de identificar previamente los organismos filamentosos involucrados en 

el bulking, pero aún así son preferibles ya que pueden resolver el problema de 

forma permanente. El diseño de los métodos específicos considera las 

características del tratamiento y el tipo de aguas residuales tratadas (Hossain et 

al., 2004). Para el control específico de bulking Jenkins et al.,1984 establecieron 

los siguientes pasos: 
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1) Identificar las bacterias filamentosas causantes del bulking 

2) A partir del diseño de la planta y los datos operacionales, deducir las 

causas probables del hinchamiento de lodo.  

3) Si las causas probables sugieren una deficiencia de nutrientes, tomar 

medidas para el suplemento de nutrientes. 

4) En el caso de causas como baja de OD o baja de F/M, implementar 

cambios como por ejemplo aireación adicional o compartimentación de la 

configuración del reactor. 

 

Otra estrategia empleada como método específico para controlar el bulking es la 

implementación de un selector. Éste es un reactor que antecede al reactor 

biológico y su función es favorecer el desarrollo de microrganismos formadores 

de flóculos y no así el de filamentos. Este proceso se encuentra basado en las 

diferentes velocidades de absorción de sustrato que poseen estos tipos de 

organismos. En el selector existe una cantidad suficientemente alta de nutrientes 

que es aprovechada por los organismos que tienen una alta velocidad para la 

absorción de sustrato, que en general son las bacterias formadoras de flóculos 

y no las filamentosas. De esta manera se logra controlar la población de 

bacterias filamentosas  en el reactor biológico, evitando el hichamiento del lodo 

(Tandoi et al., 2017). Cualquiera sea el método utilizado, es necesario identificar 

los filamentos responsables del bulking y conocer el estado actual del proceso 

de tratamiento junto con las condiciones operativas del sistema (D’Antoni et al., 

2017).  

 

1.4 Bacterias filamentosas en sistemas de lodos activados en Uruguay 

En Uruguay existen varios sistemas de lodos activados funcionando tanto para 

el tratamiento de efluentes industriales como domésticos. A pesar de que existen 

problemas de bulking y foaming en nuestro país, no existe ningún estudio donde 

se profundice en la determinación de las causas de dichos problemas ni en la 

caracterización de bacterias filamentosas. Organismos como OSE y DINAMA 

(MVOTMA) han publicado  manuales que poseen información sobre el problema 

de bacterias filamentosas y pautas sobre su control. Estos manuales están 
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basados en reportes de otros países y no cuentan con información sobre dicho 

problema en nuestro país. Esto es un problema debido a que no necesariamente 

los responsables por los fenomenos de bulking son las mismas especies 

bacterianas en los reactores del Uruguay y las soluciones aplicadas en otros 

países pueden no ser eficaces para resolver los problemas locales. 

 

Debio a ello es pertinente realizar un estudio sobre las bacterias filamentosas 

predominantes en los sistemas junto con las condiciones operacionales. Así, se 

podrían generar estrategias de manejo adecuadas para disminuir o incluso evitar 

la proliferación de bacterias filamentosas en los sistemas aerobios de 

tratamiento. Esto generaría un mejor funcionamiento de los sistemas 

depuradores de agua frente a este fenómeno, lo que mejoraría la calidad del 

efluente y reduciría los costes de las industrias.   

 

1.5 Bases de las técnicas de biología molecular Hibridación in situ 

Fluorescente (FISH) y Secuenciación masiva del gen de ARN 16S 

1.5.1 Hibridación in situ fluorescente (FISH) 

FISH es una de las técnicas moleculares de desarrollo recientes (Moter y Gobel, 

2000) de gran utilidad para identificar y cuantificar in situ las bacterias 

filamentosas en sistemas de  lodos activados. Su aplicación es relativamente 

fácil y rápida, permitie descifrar la estructura de comunidades bacterianas en 

muestras ambientales (Nielsen et al., 2009; Hesham, 2012; Wagner y Haider, 

2012). 

 

En FISH se utilizan sondas de ADN marcadas fluorescentemente, capaces de 

unirse en forma complementaria a su secuencia diana dentro de la célula. Dichas 

sondas se unen al ARN ribosomal 16S, los cuales se producen en un gran 

numero de copias en células altamente activas, formando un híbrido ADN-ARN. 

Los híbridos formados son detectados posteriormente con un microscopio de 

epifluorescencia o microscopía de barrido laser confocal (CLSM) (Amann et al., 

1995; Moter y Gobel, 2000). En la Figura 8 se muestra un esquema general de 

la técnica de FISH. 
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Figura 8. Esquema de la técnica hibridación in situ fluorescente. Adaptado del trabajo de Amann 

y Fuchs, 2008. 

 

El proceso consiste en las siguientes estapas: fijación de la muestra, hibridación 

de la muestra con la sonda, lavados para remover la sonda, y montaje y 

visualización al miscroscopio. Las sondas consisten normalmente en 

oligonucleótidos de 15 a 30 pares de bases y las más utilizadas son las que se 

encuentran unidas a un floróforo (Moter y Gobel, 2000). Su diseño  puede ser 

dirigido hacia diferentes niveles taxonómicos (dominio, filo, familia, clase, orden) 

y deben ser los suficientemente específicas para detectar un organismo o una 

población en particular.  

 

La técnica de FISH posee una serie de ventajas en comparación con otras 

técnicas de detección e identificación de microrganismos (Lledías et al., 2013): 

 No requiere cultivo puro ni extracción de ADN  

 Es capaz de detectar más de una especie o género en una muestra 

gracias a la posibilidad de utilizar varias sondas (una sonda por especie, 

género o grupo) con diferentes fluoróforos.  

 Permite conocer directamente la abundancia de los microorganismos 

detectados. 

 La morfología de la célula no sufre cambios 
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 Las preparaciones pueden durar años  

 

Además, esta técnica permite diferenciar a las bacterias filamentosas que son 

muy similares morfológicamente pero filogenéticamente diferentes, problema 

que es muy difícil o imposible de realizar con el método convencional (tinción y 

microsocopio óptico) (Nielsen et al., 2009; Hesham, 2012). 

 

En los ultimos años ha habido importantes mejoras en la técnica de FISH, 

proporcionando una mejor sensibilidad y detección de los microbios en muestras 

ambientales, brindando una herramienta fundamental de investigación para los 

microbiólogos ambientales (Wagner y Haider, 2012). 

 

1.5.2 Secuenciación masiva del gen de ARNr 16S 

El análisis y la comparación de las secuencias del gen del ARNr 16S es una 

herramienta de gran utilidad para realizar la asignación y clasificación 

taxonómica de microorganismos (Rodicio y Mendoza, 2004). En  ecología 

microbiana, este gen es ampliamente utilizada para obtener  información sobre 

la diversidad biológica pertenciente a entornos naturales. Mediante el analisis de 

este gen se es capaz de identificar de forma  precisa las bacterias  y  detectar 

los cambios en las comunidades microbianas a través del tiempo y/o bajo 

diferentes condiciones ambientales (Tringe y Hugenholtz, 2008). Debido a las 

características particulares del gen del ARNr 16S tales como la estructura 

altamente conservada, universalidad, regiones hipervariables y largo de 

secuencia (alrededor de 1500 pares de bases) suficiente para reducir 

fluctuaciones estadístias durante el análisis informático, permite estudiar las 

relaciones filogenéticas bacterianas (Janda y Abbott, 2007). 

 

Convencionalmente, se realiza mediante la clonación y secuenciación de Sanger 

(Sanger et al., 1977) de las amplificaciones por PCR, pero la aparición reciente 

de los secuenciadores de siguiente generación (Next generation sequencing, 

NGS), permitieron procesar una alta cantidad de secuencias (Sanschagrin y 

Yergeau, 2014). La tecnología de NGS brinda información detallada acerca de 

las comunidades bacterianas y permite cuantificar la abundancia relativa de los 
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organismos presentes. Además, permiten obtener una gran cantidad de 

secuencias de ADN de forma paralela en muy poco tiempo y a un costo reducido. 

(Guo et al., 2013; Ceuppens et al., 2017). El proceso para  secuenciar los genes 

del ARNr 16S comienza con la extracción de ADN de las muestras de interés 

(Figura 9). 

 

 

Figura 9. Esquema general del proceso de secuenciación masiva del gen ARNr 16S utilizado la 

plataforma tecnología NGS (ION Torrent). 

 

Posteriormente el ADN extraído es amplificado por PCR utilizando cebadores 

universales para las regiones hipervariables del gen del ARNr 16S. Los 

amplicones son secuenciados mediante una plataforma NGS (por ej. ION 

Torrent), la cual finalmente genera un archivo con toda la información de las 

secuencias. Estas se filtran y los datos obtenidos se analizan utilizando 

herramientas bioinformáticas. En base a la similitud de secuencias, es posible 

agruparlas en unidades taxonómicas operacionales (OTU) y permitiendo la 

asignación de grupos taxónomicos. El análisis de las secuencias también brinda 
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información sobre las abundancias relativas de los organismos presentes en 

cada muestra (Tringe y Hugenholtz, 2008; Sanschagrin y Yergeau, 2014). 

 

Dentro de la variedad de tecnologías NGS disponibles, ION Torrent es una de 

las plataformas de secuenciación masiva que provee un funcionamientof de 

forma rápida, simple y menos costosa. Fue lanzada en el año 2010 y posee dos 

tipos de sistemas de secuenciación: máquina del genoma personal  (PGM) para 

el uso a pequeña escala y Ion Proton, que puede brindar un mayor rendimiento 

de datos (Chandran, 2018) (Figura 10).  

 

 

 

Figura 10. Esquema representativo del proceso de secuenciación con ION Torrent. 1) 

Amplifiación del gen ARNr 16S mediante PCR. 2) Amplificación de amplicones acoplados a 

pequeñas bolas a través de PCR en emulsión. 3) Secuenciación del ADN. Micropocillo con bolita, 

ADN polimerasa y dNTPs. Imagen modificada de Chandran, 2018. 

 

Los amplicones generados se acoplan a pequeñas bolas mediante una PCR en 

emulsión, que luego son incorporados en micropocillos de un chip junto con la 

ADN polimerasa y desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTP). El chip funciona 

como un semiconductor  capaz de detectar los cambios de pH generados por la 
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incorporación de nucleótidos. La adición de un dNTP provoca la liberación de un 

ion hidrógeno que activa un sensor, el cual es capaz de detectar el nucleótido, 

transformando la señal eléctrica en secuencias de bases. Esta información es 

transferida a un ordenador, donde se pueden generar lecturas de 200 pares de 

bases hasta un total de 10 Gb (López de Heredia, 2016; Mohinudeen et al., 

2017). Las lecturas generadas son sometidas a un análisis bioinformático que 

consta de tres etapas: pretratamiento de las secuencias en bruto, estudio de 

diversidad microbiana, y análisis de datos y visualización. Para llevar a cabo este 

tipo de análsis existen varios softwares disponibles  tales como QIIME, mothur, 

MEGAN, VAMPS y RDP (Ju y Zhang, 2015). 

 

En la presente tesis estudiamos las bacterias filamentosas en tres reactores 

aerobios en colaboración con Estudio Pittamiglio quienes han detectado eventos 

de bulking en dichos reactores. Para el estudio de dichas bacterias utilizamos las 

técnicas moleculares como ser FISH y secuenciación masiva del gen de ARNr 

16S, así como observación a microscopio óptico por contraste de fases y 

evaluación macroscópica del lodo. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Muestras de reactores 

Se  analizaron muestras de lodos activados pertenecientes a tres reactores de 

sistemas de tratamiento de aguas residuales industriales de Uruguay: maltería 

(MO), bebidas analcohólicas (BA) y residuos hospitalarios (RH). Las muestras 

fueron proporcionadas mensualmente por la consultora ambiental Estudio 

Pittamiglio. En la Tabla 7 se muestran las fechas de extracción de las muestras 

para cada reactor . 

 

Tabla 7. Fechas de la toma de muestras del reactor correspondiente a cada industria y estudios 

realizados. 

 
 

2.1. Observaciones macroscópicas de lodos 

Se observaron y registraron características de las muestras de lodos tales como 

color y sedimentación. La sedimentación del lodo se midió cualitativamente en 

función de su altura observada en el frasco. Las imágenes obtenidas de las 

observaciones realizadas se muestran en el Anexo 1. La clasificación de 

protozoos se realizó basada en el manual de «Protozoos en el fango activo» 

perteneciente al curso de Mirobiología de lodos activados (GBS). 
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2.2 Observación microscópica de lodos 

Se llevó a cabo el estudio de las características morfológicas y estructurales de 

los componentes (flóculos, bacterias filamentosas y protozoos) presentes en las 

muestras de lodos mediante la utilización de microscopía de contraste de fases.  

Para su observación se colocaron 20 µl de muestra (con previa agitación suave 

para homogeneizar la muestra) en un portaobjetos y sobre ella un cubreobjetos. 

Se utilizaron los aumentos 1000X, 400X y 1000X para observar y analizar las 

principales características morfológicas de los flóculos, las bacterias 

filamentosas y los protozoarios. Se tomaron fotos de las observaciones al 

microscopio para mantener un registro.  

 

Principales características morfológicas determinadas 

FLÓCULOS: tamaño, forma, densidad 

BACTERIAS FILAMENTOSAS: forma del filamento, morfología celular, 

localización, abundancia. 

PROTOZOOS: abundancia y tipos de protozoos presentes considerados como 

bioindicadores 

  

2.3 Hibridación in situ fluorescente (FISH) 

Se realizó FISH a las muestras (un preparado por muestra) utilizando sondas 

dirigidas al filo Chloroflexi. La detección estuvo enfocada en este filo debido a 

que este ha sido ampliamente reportado como uno de los causantes de bulking 

en sistemas de lodos activados. Por otra parte, el equipo de la Dra. Claudia 

Etchebehere ha trabajado durante años con sistemas de tratamiento de aguas 

residuales y en particular también con bacterias del filo Chloroflexi. 

 

Específicamente se emplearon las sondas CFX 1223 

(CCATTGTAGGGTGTGTGTMG) (Björnsson et al., 2002) y GNSB 941 

(AAACCACACGCTCCGCT) (Gich et al., 2001). Estas fueron marcadas con el 

fluorocromo derivado de cianina (Cy3), el cual poseen una longitud de onda de 

exitación a 550 nanómetros (nm) y emite señal a una longitud de onda de 570 
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nm (Moter and Gobel, 2000). También se utilizó 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI) 

como tinción para el ADN bacteriano total, la molécula es capaz de unirse al ADN 

y formar un complejo fluorescente. Uno de los picos de máxima absorción del 

DAPI es a 364 nm y emite señal a una longitud de onda de 453 (Kapuscinski, 

1995).  

 

Para validar la técnica de FISH se utilizó como control negativo un cultivo puro 

de Escherichia coli y como control positivo un cultivo puro de Sphaerobacter 

thermofilus perteneciente al filo Chloroflexi. Las micrografías obtenidas de los 

controles se muestran en el Anexo 2. 

 

Luego de la aplicación de las sondas las muestras fueron observadas a través 

de un microscopio confocal FluoView™ 300 Olympus® y también con 

microscopio laser confocal Zeiss LSM 800. Para observar la señal de las sondas 

en el Olympus FV 300 se utilizó el laser Ne-He 543 con el filtro BA560-600 y para 

la señal de DAPI se empleó el laser de diodo ultravioleta (405 nm) con el filtro 

430-460. Por otra parte,  para visualizar la sonda en el Zeiss 800 se utilizó el 

laser 543, mientras que para la señal de DAPI se trabajó con el laser 405.  

 

Fijación de muestras 

Para la fijación se centrifugaron  300 µl de muestra a 5000 g durante 10 min. 

Luego se llevó a cabo el lavado del pellet con 300 µl de solución salina 

amortiguada por fosfatos (PBS) 1X seguido de una centrifugación durante 10 min 

a 5000g. Se desechó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 300 µl de 

PBS 1X. Posteriormente se agregaron 3 volúmenes (900µl) de paraformaldehído 

(PFA)-PBS 4% y se incubó a 4°C de 2 a 18 horas.. El siguiente paso fue incubar 

de 2 a 18 horas a 4°C y centrifugar a 5000 g durante 10 minutos. Se descartó el 

sobrenadante nuevamente y se lavó el pellet agitando en vortex con 300µl PBS 

1X. Una vez más se centrifugó a 5000g durante 10 minutos y se resuspendió en 

300µl de PBS 1X. Finalmente se agregó igual volumen de EtOH absoluto (300µl) 

y se almacenó a -20°C. También se realizaron otras fijaciones de la misma 

manera pero se sustituyó el PFA con etanol absoluto para la detección de 

bacterias gram positivas. 

 

http://www.ictsl.net/productos/aparatos/microscopioconfocalfluoview300olympus.html
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Hibridación 

Como primera etapa de la hibridación se llevó a cabo el secado de las muestras 

en un portaobjeto. Se agregaron 10µl de muestra en el portaobjeto y se dejó 

secar al aire o estufa a un máximo de 55°C. Luego se agregó 1 ml de EtOH 50% 

para deshidratar y se dejó actuar durante 3 minutos, posteriormente se realizó el 

mismo paso con EtOH 80% y 96%, se dejó secar al aire. Previamente a la 

hibridación con la sonda, se preparó el buffer de hibridación con las siguientes 

soluciones: 

Se colocaron 10 µl de buffer de hibridación. Para preparar 2 ml de buffer y las 

sondas utilizadas: 

 

Buffer de Hibridación 

-40µl Tris-HCL 1M pH 8 

-360µl de NaCl 5M 

-700µl de formamida (35%) 

-900µl de agua ultrapura 

-2µl de SDS (se agregó al final parqa evitar que precipite) 

 

La cantidad de buffer utilizado se preparó en base a que cada portaobjeto 

requirió 10µl. Luego de agregar el buffer se colocaron 2µl  (1µl de cada sonda 

(50 ng/µl)) de sonda a cada muestra (excepto a los controles negativos) y se 

llevó a cabo la incubación a 46°C durante 3 horas. Se preparó una muestra 

correspondiente a cada reactor, por lo tanto fueron tres muestras junto con sus 

controles negativos correspondientes, seis muestras en total. Los controles 

negativos se realizaron con el agregado de (DAPI) y sin sonda. 

 

Lavados 

Luego de la hibridación con la sonda se procedió a remover el buffer de 

hibridación con 1 ml de buffer de lavado previamente calentado a 48°C. Dicho 

buffer se preparó en el momento de ser utilizado, poco antes del lavado. 

El buffer de lavado se preparó con las siguientes soluciones 

    Buffer de lavado: para 50 ml 

- 1 ml Tris-HCl 1M pH 8 

- 500µl EDTA 0,5 M 
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- 700µl NaCl 

- Agua ultrapurahasta 50 ml 

- 50µl de SDS (se agregó al final) 

 

Una vez preparado el buffer de lavado y calentado a 48°C se lavaron las 

muestras fijadas en los portaobjetos agregando 2 ml del preparado. Luego se 

agregó una solución de DAPI de concentración de 0,025µl/ml al buffer restante 

para luego sumergir los preparados, se incubaron a 48°C por 10 min. 

Posteriormente se lavó cuidadosamente el portaobjeto con agua ultrapura o 

destilada fría y se secó en oscuridad a temperatura ambiente. Una vez que las 

muestras se secaron adecuadamente, se agregaron 3µl de CitiFluorTM (una 

gotita) y se cubrió con cubreobjeto. Las muestras se observaron al microscopio 

y se almacenaron a -4°C en oscuridad. 

 

Se guardaron micrografías control (solo con DAPI) con su imagen 

correspondiente de la sonda y también su superposición (merge). Luego las 

micrografías obtenidas s con el programa Fiji el cual es adecuado para procesar 

las imágenes.  

 

2.4 Secuenciación masiva 

Se realizó  secuenciación masiva del gen de ARNr 16S con primers para el 

Dominio Bacteria de una muestra por reactor y las secuencias obtenidas se 

analizaron utilizando QIIME. Dichas muestras correspondieron a las  fechas: MO 

(3/11/2016), BA (3/11/2016) y RH (11/11/2016). 

 

2.4.1 Extracción de ADN, amplificación y purificación 

Para la extracción de ADN se realizó una centrifugación de las tres muestras por 

duplicado durante 1 minuto a 7000 g. Los duplicados se unieron. Los pesos de 

las mustras obtenidas fueron de 0,28 g (MO), 0,30 g (BA) y 0,36 g (RH) con un 

volumen de 2 ml cada una. Se extrajo el ADN utilizando el kit PowerSoil® DNA 

Isolation Kit según las especificaciones del fabricante (Anexo 3). 
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Posteriormente, la cantidad e integridad del ADN extraído fue verificaado en gel 

de agarosa 1% (p/v) y se almacenó a -20°C. 

 

Utilizando como molde las extracciones obtenidas se amplificó el gen del ARNr 

16S mediante PCR (Anexo 4). Para esta reacción se emplearon los cebadores 

520F (5-AYTGGGYDTAAAGNG-3´) y 802R (TACNNGGGTATCTAATCC) 

(Claesson et al., 2009). Se utilizaron barcodes de 10 pb (tag) para identificar las 

muestras luego de la secuenciación. Los productos de la amplificación se 

verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa 1,2% (p/v). Del mismo se 

extrajeron las bandas para su posterior purificación medante la utilización del kit 

Zymoclean™ Gel DNA Recovery según las especificaciones del fabriante 

(Anexo 5). Finalmente, la integridad y el tamaño del ADN purificado fue 

corroborado realizando electroforesis en gel de agarosa 1%. 

 

2.4.2 Secuenciación y Análisis bioinformático 

Las muestras de ADN del gen de ARNr 16S previamente amplificadas y 

purificadas fueron secuenciadas utilizando el equipo ION Torrent en la 

plataforma de secuenciación del Instituto de Investigaciones Biológicas 

«Clemente Estable» (IIBCE). Las secuencias obtenidas fueron procesadas 

mediante el software QIIME versión 1.9.1  (Caporaso et al., 2010). El software 

QIIME permite hacer el procesamiento de las muestras el cual consiste en: 

eliminación de primers y barcodes, filtrado de secuencias por calidad, detección 

y filtrado de quimeras, agrupación de  OTUs y posteriormente permite hacer la 

clasificación taxonómica.  

 

A partir del script split_libraries.py  se realiza el pre-procesamiento de las 

secuencias que estan inicialmente en formato fastq. En esta etapa, se asigna a 

cada barcode una de las muestras secuenciadas, se eliminan las secuencias de 

baja calidad (calidad menor a 25), primers y secuencias que estan fuera de 200-

320pb de largo. La detección de quimeras y su filtrado se realizó con los scripts 

identify_chimeric_seqs.py y filter_fasta.py. A partir de estas secuencias 

procesadas las secuencias se agruparon en OTUs utilizando un umbral de 

identidad del 97%. Luego estas se clasificaron de acuerdo a su taxonomía 

http://qiime.org/scripts/identify_chimeric_seqs.html
http://qiime.org/scripts/filter_fasta.html
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utilizando la base de datos  Silva release 128. Mediante QIIME se exportó la 

tabla de OTUs para todas las muestras con  su asignación taxonómica, la cual 

se utilizó para calcular abundancias relativas de los distintos grupos de interés. 

Por otro lado, se obtuvieron las secuencias representativas de cada OTU para 

realizar la costrucción de un árbol filogenético para mejorar la clasificaicón 

taxonómica. El método de construcción utilizado fue el de máxima verosimilitud 

(Maximum-Likelihood) y se estaleció un valor de bootstrap de 1000 réplicas. Las 

distancias evolutivas fueron calculadas de acuerdo con el metodo  Tamura 2-p. 

La construcción del árbol se realizó utilizando MEGA versión 7.0 (Kumar et al., 

2016), con el objetivo de analizar las relaciones filogenéticas de las OTUs más 

abundantes junto con secuencias de alta similitud. Estas últimas fueron 

obtenidas en la base de datos Genbank del servidor web National Center of 

Biotechnology Information (NCBI), mediante la herramienta BLAST. 
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3. RESULTADOS 
 

Características macroscópicas 

Las muestras de los tres reactores presentaron diferentes características 

macroscópicas. Las muestras de MO exhibieron color marrón, las de BA marrón 

oscuro y las de RH marrón claro. Estos colores no cambiaron durante los meses 

(ver Anexo 1).  

 

Los niveles de sedimentación también fueron distintos para los tres reactores. 

MO presentó un nivel de sedimentación media mientras que BA y RH 

presentaron un nivel bajo (Anexo 1). 

 

3.1 Características microscópicas 

A través de la observación al microscopio de contraste de fases se detectaron 

diferencias en las características de la biomasa de los tres reactores estudiados 

así como en un mismo reactor a lo largo del tiempo en algunos casos. Se 

detectaron diferencias en la estructura flocular y la morfología de las bacterias 

filamentosas. Los resultados de estas caracteristicas se muestran en las  Tablas 

8 y 9. 
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Tabla 8. Abundancia filamentosa relativa y características de los flóculos para cada reactor a 

través del tiempo.  

 

 

 

En el reactor MO se observaron bacterias filamentosas con tres morfologías 

distinguibles las cuales se muestran señaladas con  flechas en la Figura 11.A.  

  

Forma Estructura

27/5/2016 4 muy comunes irregular abierta

8/8/2016 5 abundantes irregular abierta

30/8/2016 4 muy comunes irregular media

19/9/2016 3 comunes irregular media

25/10/2016 4 muy comunes irregular media

3/11/2016 - - - -

28/3/2017 1 pocos irregular media

- - - - -

9/5/2017 2 algunos irregular media

23/5/2017 1 pocos irregular media

13/6/2017 1 pocos irregular media

20/5/2016 6 excesivos irregular media

10/8/2016 4 muy comunes irregular abierta

1/9/2016 5 abundantes regular media

20/9/2016 3 comunes irregular abierta

26/10/2016 2 algunos irregular media

3/11/2016 - - - -

24/3/2017 2 algunos irregular abierta

26/4/2017 1 pocos irregular abierta

10/5/2017 2 algunos irregular abierta

24/5/2017 2 algunos irregular media

15/6/2017 2 algunos irregular abierta

31/5/2016 6 excesivos regular media

10/8/2016 5 abundantes irregular media

1/9/2016 6 excesivos irregular media

19/9/2016 5 abundantes irregular media

26/10/2016 6 excesivos irregular media

11/11/2016 - - - -

- - - - -

- - - - -

10/5/2017 6 excesivos irregular media

24/5/2017 5 abundantes irregular media

15/6/2017 5 abundantes irregular media

RH

Abundancia 

filamentosa relativa

Valor 

numérico

Flóculos
FechasReactor

MO

BA



40 
 

 

Figura 11. Imágenes obtenidas de las muestras de MO a través del microscopio de contraste de 

fases Olympus Vanox. A) Aumento 1000X, fecha: 25-10-2016. Flóculo con bacterias 

filamentosas. Flecha roja: filamento recto; flecha celeste: filamento grueso con septos; flecha 

amarilla: filamentos largos. B) Aumento 400X, fecha: 28-3-2017. Flóculos irregulares C) Aumento 

400X, fecha: 23-5-2017. Flóculos y protozoos. Flechas rosa: amebas testáceas. D) Aumento a 

400X, fecha: 23-5-2017. Flóculos y protozoos. Flecha violeta: protistas alveolados. 

 

La flecha amarilla señala  filamentos largos y ligeramente curvados, mientras 

que  la roja muestra otros más cortos y rectos. Los primeros se observan 

dispuestos en el espacio interflocular mientras que los cortos se observan sobre 

el flóculo.  Con flecha celeste se muestra un filamento mas grueso en el espacio 

interflocular con septos visibles. Este tipo de filamento se observó raramente, por 

el contrario, las dos morfologías mencionadas anteriormente se detectaron con 

frecuencia (ver Anexo 7, MO). La disposición de estas últimas morfologías con 

respecto al flóculo se observaron de igual manera en todas las muestras a través 
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del tiempo con respecto a la abundancia filamentosa, en 2016 se pudo observar 

mayor cantidad (Tabla 8) comparado con los meses de 2017. Estos cambios se 

pueden apreciar en las imágenes correspondientes a MO que aparecen en el 

Anexo 7. 

 

Las estructuras floculares en las muestras de este reactor se caracterizaron por 

presentar forma irregular (Figura 11.B) y estructura poco densa a través del 

tiempo. Sin embargo, en los meses del 2017 (ver Anexo 7) aumentó la cobertura 

superficial de los flóculos (superficie ocupada por los flóculos en el campo visual 

del microscopio). Además de los flóculos y las bacterias filamentosas, también 

se observaron distintas especies de protozoos presentes en las muestras. En la 

Figura 11.C aparecen amebas testaceas señaladas con flechas fucsia y en la 

Figura 11.D se observan protistas alveolados indicados con una flecha violeta. 

Entre los protozoos tipicamente observados se encontraron rotíferos (género 

Rotaria y Lecane), protistas alveolados (sésiles), amebas testáceas y 

gastrotricos. 

 

En las muestras pertenecientes a BA se observaron bacterias filamentosas 

largas y rectas ligeramente curvadas extendiéndose desde los flóculos, en el 

espacio interflocular y libres. Estos filamentos se pueden apreciar en la Figura 

12.A y 12.B señaladas con una flecha amarilla. 
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Figura 12. Imágenes obtenidas de las muestras de BA a través del microscopio de contraste de 

fases Olympus Vanox. A) Aumento 400X, fecha 20-5-2016. Flóculos con bacterias filamentosas. 

Flecha amarilla: filamentos largos y rectos. B) Aumento 400X, fecha 10-5-2017. Flóculos con 

presencia de bacterias filamentosas. Flechas amarillas: filamentos curvos C) Aumento 400X, 

fecha: 10-5-2017. Flóculos y protozoos. Flecha azul: protista alveolado (género Paramecium). D) 

Aumento a 400X, fecha: 26-4-2017. Flóculos y protozoos. Flecha verde: protistas alveolados.  

 

También se observaron bacterias filamentosas con morfología celular ovalada y 

circular (ver Anexo 7: fecha 26-4-2017, aumento 1000X). Las estructuras 

floculares presentaban forma regular y de densidad media en los meses del 

2016. Con respecto a los protozoos, se observó la presencia de protistas 

alveolados (Blepharisma) rotíferos y reptantes como se muestran en la Figura 

12.C y 12.D. 
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Al igual que en MO la abundancia de las bacterias filamentosas fue considerable 

en el año 2016 y  luego disminuyó en el 2017. Las estructuras floculares fueron 

más regulares en los primeros meses del 2016 mientras que en 2017 se 

mostraron más abiertas. En este período tanto la densidad como la cobertura 

superficial de los flóculos aumentaron (ver fechas de BA 2017 en el Anexo 7).  

 

En las muestras del reactor RH se observaron bacterias filamentosas  muy 

torcidas  (Figura 13.A) y a diferencia de estas, se detectaron filamentosas curvas 

(Figura 13.C). Ambas presentes en el espacio inteflocular. 

 

 

Figura 13. Imágenes obtenidas de las muestras del reactor RH a través de contraste de fases. 

A) Aumento 400X, fecha:1-9-2016. Flóculos con bacterias filamentosas torcidas. B) Aumento 

1000X, fecha:1-9-2016. Diferentes morfologías de bacterias filamentosas. Flecha amarilla: 

filamento con celulas esféricas. C) Aumento 200X, fecha: 10-5-2017. Flóculos con bacterias 
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filamentosas. Flechas verdes: bacterias filamentosas levemente curvas. D) Aumento 400X, 

fecha: 24-5-2017. Flóculos y protozoos. Flecha violeta: Rotífero.  

 

Con aumento a 1000X se pudo observar bacterias filamentosas septadas 

(Figura 13.B) y algunas con morfología celular esférica y discoidal (Anexo 7, 

fecha 26-10-2016. Aumento 1000X). Con ese aumento también se pudo apreciar 

la presencia de crecimiento epifítico (crecimiento perpendicular de baterías sobre 

filamentos) en algunas filamentosas (ver fecha 19-9-2016, aumento 1000X. 

Anexo 7). Se observaron protozoos tales como sésiles, rotíferos (generos: 

Cephalodella y Lecane), protistas alveolados (género Paramecium) y 

gastrotricos (Chaetonus) (Figura 13.D). 

 

En general, los filamentos torcidos se observaron en muestras de todas las 

fechas, y fue la morfología predominante. Los flóculos presentaron densidad 

media y su forma era aproximadamente regular a lo largo del muestreo. No se 

observaron estructuras abiertas, aunque aumentó la cobertura superficial de 

flóculos en algunos meses tales como en Junio del 2017.  

 

Comparando las muestras de los tres reactores, el de RH fue el que presentó 

una morfología característica de bacterias filamentosas predominantes (largas y 

torcidas) que no se observaron en los reactores de las industrias de MO y BA. 

Esta morfología en particular se observó durante todos los meses de muestreo 

y en algunas fechas específicas su cantidad fue abundante. Además, las 

estructuras floculares predominantes observadas fueron compactas durante los 

meses, mientras que para MO y BA se observaron generalmente estructuras 

menos densas. Con respecto a los protozoos, los tres reactores presentaron 

diferencias entre sí. Para las muestras pertenecientes a MO y BA se observaron 

de manera reiterada protistas alveolados (sésiles) y rotíferos. Además de estos 

dos microorganismos, en MO también se observaron con frecuencia amebas 

testáceas. Mientras que en RH predominaban los rotíferos. En la Tabla 9 se 

muestran las características morfológicas de las bacterias filamentosas 

observadas en cada reactor. 
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Tabla 9. Principales características morfológicas de las bacterias filamentosas encontradas en 

los tres reactores. 

 

 

3.2 Hibridación in situ Fluorescente (FISH) 

A través de la técnica de FISH se observó la presencia del filo Chloroflexi en los 

tres reactores. Las bacterias que hibridaron con las sondas específicas para este 

grupo se observan en color verde. Todas las bacterias positivas para la sonda 

presentaron morfología filamentosa y a su vez, se observaron bacterias 

filamentosas que no hibridaron con la sonda las cuales se observaron a través 

de tinción con DAPI. Se lograron distinguir diferentes morfologías y determinar 

la abundancia  de las filamentosas Chloroflexi en los distintos reactores.  

Forma de filamentos Forma celular Disposición

Largos y  ligeramente 

curvados
Discoidal y esférica Espacio interflocular

Cortos y rectos Indefinida Sobre el flóculo

Largos y  ligeramente 

curvados
Discoidal y rectangular Espacio interflocular

Cortos y rectos Indefinida Sobre el flóculo

Largos  y torcidos Esférica
Extendiéndose desde el 

flóculo y libres

Largos y curvos Discoidal
Formando puentes 

interfloculares

Características morfológicas
Reactores

MO

BA

RH
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Figura 14. Micrografías de FISH con sondas específicas para el Filo Chloroflexi pertenecientes 

al reactor de MO. A1-A3) Fecha: 25-10-2016. Presencia de flóculos con bacterias filamentosas. 

Flecha rosa: filamento con células discoidales. B1-B3) Fecha: 25-10-2016. Filamentosas en 

estructura flocular y en el espacio interflocular con diferentes morfologías. Flecha verde: filamento 

con células esféricas; flechas: roja (filamento de mayor tamaño) y amarilla indicando filamentos 

positivos para la sonda (filamento de menor tamaño). Microscopio de laser confocal Zeiss 800 a 

1000X. La figura 1 corresponde a la señal de DAPI, la 2 a la de sonda y la 3 a la superposición 

de 1 y 2. 

 

Las filamentosas observadas en MO presentaron una baja abundancia de 

bacterias filamentosas del filo Chloroflexi y su abundancia fue variable con el 

tiempo  (Tabla 10 y ver Anexo 8, MO). De las bacterias filamentosas positivas 

para la sonda, se lograron diferenciar distintas mofologías (Tabla 11). En la 

Figura 14.A2 y 14.B2 se observan dos tipos de bacterias filametosas 

morfologicamente distintas señaladas con flechas, mientras que en la Figura 

14.A3 y 14.B3 se puede apreciar que se encuentran sobre el flóculo. Con 

respecto a la morfologías celulares, en las Figuras 14.A1 y 14.B1 se distinguen 

formas discoidales (flecha fucsia) y esféricas (flecha verde) respectivamente. 

 

Las bacterias filamentosas que se observaron en BA se muestran en la Figura 

15. 
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Figura 15. Micrografías de FISH con sondas específicas para el Filo Chloroflexi  pertenecientes 

al reactor de BA.  A1-A2) Fecha: 10-8-2016. Flóculos con pequeñas bacterias filamentosas 

rectas en él y con otras más grandes formando puentes interfloculares. Flechas: rosa (filamento 

recto); amarilla (filamento ligeramente curvado); verde (filamento de mayor tamaño); roja 

(filamento interflocular positivo para la sonda). B1-B3) Fecha: 26-10-2016. Diferentes bacterias 

filamentosas en el espacio interflocular. Flechas: rosa (filamentos con células discoidales); 

amarilla (filamento con céulas rectangulares); roja (filamentos de mayor tamaño positivos para la 

sonda). Microscopio de laser confocal Zeiss 800 a 1000X. La figura 1 corresponde a la señal de 

DAPI, la 2 a la de sonda y la 3 a la superposición de 1 y 2. 

 

En general, se detectó una abundancia de bacterias filamentosas del filo 

Chloroflexi media en la mayoría de las muestras (Tabla 10). Se observó un ligero 

aumento perteneciente a la muestra de la fecha 1-9-2016 (Anexo 8, BA). En la 

Figura 15.A2 y 15.B2 se pueden observar diferentes morfologías de bacterias 

filamentosas del filo Chloroflexi (ver también Tabla 11).  

 

La disposición de estas bacterias filamentosas con respecto a los flóculos 

aparece en las imágenes 15.A3 y 15.B3. Las más pequeñas aparecen sobre los 

flóculos mientras que las más grandes estan formando puentes interfloculares. 

Las morfologías celulares se pueden apreciar mediante tinción con  DAPI en la 

Figura 15.A1 y 15.B1.  
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Con respecto a RH, las muestras presentaron gran abundancia de bacterias 

filamentosas del filo Chloroflexi (Tabla 10). Esta abundancia fue constante en la 

mayoría de las muestras analizadas (Anexo 8, RH). En la imagen 16.A2 y 16.B2 

se ven filamentosas señaladas con flechas: en la primera la flecha roja señala 

un filamento largo y en la segunda imagen con flecha violeta se señalan 

filamentos más finos. 

 

Figura 16. Micrografías de FISH con sondas específicas para el Filo Chloroflexi pertenecientes 

al reactor de MO. La sonda se observa en color verde y DAPI en azul. A1-A3) imagen con 

Microscopio de laser confocal Zeiss 800 a 1000X, B1-B3) imagen con Microscopio Olympus 

FV300 a 1000X. La figura 1 corresponde a la señal de DAPI, la 2 a la de sonda y la 3 a la 

superposición de 1 y 2. 

 

Por otra parte, en 16.A1 las flechas rosa, blanca y amarilla muestran diferentes 

morfologías de bacterias filamentosas mientras que la verde muestra crecimiento 

epifítico. En 16.B1 también se observa crecimiento epifítico señalado con flecha 

amarilla.  

 

Con respecto a la disposición de las bacterias filamentosas detectadas, en las 

Figuras 16.A3 el filamento aparece en el espacio interflocular mientras que en 

la Figura 16.B3 los filamentos en se encuentran sobre el flóculo. 
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En general, las muestras de RH presentaron mayor abundancia de bacterias 

filamentosas positivas comparado con las muestras de los otros rectores y dicha 

abundancia se mantuvo constante durante los meses analizados. De manera 

contraria, la abundancia de las bacterias filamentosas del filo Chloroflexi en MO 

y BA presentó grandes variaciones a lo largo del tiempo de operación de los 

reactores. 

 

Tabla 10. Evaluación de la presencia de filamentososas que hibridan con sondas dirigidas al filo 

Chloroflexi a través del tiempo para cada reactor. Basado en las descripciones de Jenkins el al., 

1993; ninguno (-), pocos (+), algunos (++),  comunes (+++), dominantes (++++), excesivos  

(+++++). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

27/5/2016 No determinado

8/8/2016 +

30/8/2016 -

19/9/2016 -

25/10/2016 +++

3/11/2016 No determinado

28/3/2017 +

-

9/5/2017 +

23/5/2017 +++

13/6/2017 -

20/5/2016 No determinado

10/8/2016 -

1/9/2016 ++++

20/9/2016 ++

26/10/2016 ++

3/11/2016

24/3/2017 ++

26/4/2017 ++

10/5/2017 ++

24/5/2017 -

15/6/2017 -

31/5/2016 No determinado

10/8/2016 +++

1/9/2016 ++++

19/9/2016 ++++

26/10/2016 +++

11/11/2016 No determinado

-

-

10/5/2017 +++

24/5/2017 ++++

15/6/2017 ++++

RH

Abuncancia filamentosa relacionada 

con el filo Chloroflexi
Reactor Fechas

MO

BA
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Tabla 11. Tabla con las principales características morfológicas de las bacterias filamentosas 

Chloroflexi encontradas en las micrografías de FISH para cada reactor. 

 

 

3.3 Secuenciación masiva del gen de ARNr 16S 

Se realizó secuenciación masiva del gen de ARNr 16S a una muestra de cada 

reactor para conocer la composición de las comunidades microbianas presentes 

e identificar posibles bacterias filamentosas además de las pertenecientes al filo 

Chloroflexi. Las muestras correspondieron al mes de noviembre de 2016 (Tabla 

7). La información básica de las secuencias obtenidas de la secuenciación 

masiva se muestra en la Tabla 12. 

 

Tabla 12. Tabla de secuencias y OTUs obtenidas por secuenciación masiva para cada reactor.  

 

 

Se detectaron entre todas las muestras un total de 44 filos. Las  comunidades de 

los tres reactores contenían los mismos filos principales pero con abundancias 

relativas diferentes. En RH se observó una mayor variedad de filos en 

comparación con los otros dos reactores y los filos que presentaron en común 

se encontraron en distintas proporciones. El filo Proteobacteria, el cual se 

Forma de filamentos Forma celular Disposición

Largos y  ligeramente 

curvados
Discoidal y esférica Espacio interflocular

Cortos y rectos Indefinida Sobre el flóculo

Largos y  ligeramente 

curvados
Discoidal y rectangular Espacio interflocular

Cortos y rectos Indefinida Sobre el flóculo

Largos  y torcidos Esférica
Extendiéndose desde el 

flóculo y libres

Largos y curvos Discoidal
Formando puentes 

interfloculares

Características morfológicas
Reactores

MO

BA

RH

MO 65915 63192 1309

BA 70199 68080 892

RH 50661 48697 929

Cantidad de secuencias sin 

procesar

Cantidad de secuencias después 

de procesar
Muestra OTUs
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muestra en rojo en la Figura 17, fue el más abundante en MO y RH, con una 

abundancia de  75,1% y 28,6%, respectivamente, mientras que su abundancia 

sólo fue del 13,4% en BA. En este último, Acidobacteria fue el filo más 

predominante (violeta) (37,6%) pero su presencia en los otros dos reactores fue 

considerablemente menor. Otros filos predominantes fueron Chloroflexi y 

Verrucomicrobia. Chloroflexi presentó una abundancia de 26,86% en RH y 

Verrucomicrobia un 22,9% en BA, sin embargo la presencia de estos filos en MO 

fue inferior. 

 

Figura 17. Abundancia relativa de los filos pertenecientes a cada reactor obtenidos a través de 

secuenciación masiva. Cada color corresponde a un filo diferente. Se subrrayan los filos más 

predominantes. 

 

Con respecto a las OTUs se obtuvieron 1309 OTUs en la muestra de MO, 892 

OTUs en la muestra de BA y 929 OTUs en la muestra de RH. A este nivel las 

comunidades de los reactores presentaron una gran diversidad de organismos 

como se muestra con colores en la Figura 18. 
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Figura 18. Abundanca relativa de las OTUs predominantes en cada reator. Las OTUs menores 

al 0,4% en abundancia relativa fueron agrupadas y se muestran en color gris.  

 

Para profundizar el análisis nos enfocamos en las 15 OTUs mas abundantes en 

cada reactor. En la Tabla 13 se puede observar la asignación taxonómica de 

dichas OTUs obtenida mediante la utilización del software QIIME.  
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Tabla 13. Tabla de OTUs predominantes para cada reactor con su abundancia relativa 

porcentual y su asignación taxonómica. Las OTUs con valores mayores a 10% se indican con 

color. 

 

OTU MO BA RH Filo Clase Orden Familia Género

OTU 331 10,2 0,0 0,0 Proteobacteria  Gammaproteobacteria Thiotrichales Thiotrichaceae  Thiothrix

OTU 1963 8,2 0,2 0,0  Proteobacteria Betaproteobacteria  Burkholderiales Comamonadaceae -

OTU 1394 4,6 0,1 0,2 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Rhodobacter

OTU 3525 4,4 0,0 0,0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Anaerospora

OTU 1812 4,1 0,0 0,0 Firmicutes Clostridia Clostridiales Veillonellaceae Veillonella

OTU 2132 3,1 0,4 0,0 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae -

OTU 4278 2,6 0,0 0,0 Proteobacteria Deltaproteobacteria Myxococcales - -

OTU 3250 2,6 0,2 0,4 Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Novosphingobium

OTU 2902 2,4 1,3 0,0 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae -

OTU 2001 2,4 0,0 0,0 Chloroflexi Anaerolineae Caldilineales Caldilineaceae Caldilinea

OTU 3253 2,3 0,0 0,0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae -

OTU 408 1,9 0,0 0,0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales - -

OTU 3073 1,6 0,0 0,0 Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingobium

OTU 660 1,6 0,0 0,0 Firmicutes Bacilli Lactobacillales Carnobacteriaceae Trichococcus

OTU 3623 1,5 0,0 0,0 Proteobacteria Gammaproteobacteria Thiotrichales  Thiotrichaceae Thiothrix

OTU 4186 0,0 34,3 0,0  Acidobacteria Chloracidobacteria RB41 Ellin6075 -

OTU 3767 0,0 13,8 0,0 Verrucomicrobia Methylacidiphilae Methylacidiphilales  LD19 -

OTU 3552 0,0 3,6 0,0  Gemmatimonadetes Gemm-1 - - -

OTU 2604 0,0 2,8 0,0 Verrucomicrobia Spartobacteria Chthoniobacterales Chthoniobacteraceae -

OTU 4304 0,0 2,5 0,0 Chloroflexi  Anaerolineae Caldilineales Caldilineaceae -

OTU 1839 0,0 2,3 0,0 Bacteroidetes Saprospirae Saprospirales Saprospiraceae -

OTU 4217 0,1 2,1 0,0  Gemmatimonadetes Gemmatimonadetes - - -

OTU 2426 0,0 1,7 0,0 Verrucomicrobia Opitutae Opitutales Opitutaceae Opitutus

OTU 2864 0,4 1,4 0,3 Proteobacteria  Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Zoogloea

OTU 2902 2,4 1,3 0,0 Proteobacteria  Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae -

OTU 960 0,0 1,2 0,0  Chloroflexi Anaerolineae Caldilineales Caldilineaceae -

OTU 470 0,0 1,1 0,0 Chloroflexi Chloroflexi Chloroflexales Oscillochloridaceae Oscillochloris

OTU 1565 0,1 1,1 0,8 NKB19 TSBW08 - - -

OTU 1452 0,0 1,1 0,0 Verrucomicrobia  Methylacidiphilae Methylacidiphilales  LD19 -

OTU 3224 0,0 1,0 0,0 Acidobacteria  Chloracidobacteria] RB41 Ellin6075 -

OTU 177 0,0 0,0 21,7  Chloroflexi  Anaerolineae - - -

OTU 1387 0,0 0,0 7,5 Thermi  Deinococci Thermales Thermaceae Meiothermus

OTU 437 0,0 0,0 4,2 OD1 ZB2 - - -

OTU 1299 0,0 0,0 3,9  Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhodospirillales - -

OTU 273 0,0 0,1 3,1 Proteobacteria Alphaproteobacteria  Rhodospirillales Rhodospirillaceae -

OTU 3269 0,0 0,0 2,6 Verrucomicrobia Pedosphaerae Pedosphaerales - -

OTU 1115 0,0 0,0 2,1 Acidobacteria Acidobacteria-6 iii1-15 RB40 -

OTU 3464 0,0 0,0 1,7 Acidobacteria Acidobacteria-6 iii1-15 mb2424 -

OTU 1507 0,0 0,0 1,5  Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales - -

OTU 174 0,0 0,1 1,5 Chloroflexi  Chloroflexi  Chloroflexales Oscillochloridaceae Oscillochloris

OTU 4239 0,0 0,0 1,4  TM7 TM7-1 - - -

OTU 1570 0,0 0,0 1,3  OD1  ZB2 - - -

OTU 3358 0,0 0,0 1,2  Armatimonadetes  Fimbriimonadia  Fimbriimonadales  Fimbriimonadaceae Fimbriimonas

OTU 365 0,0 0,0 1,2  Planctomycetes 028H05-P-BN-P5 - - -

OTU 3275 0,0 0,0 1,1 Proteobacteria  Gammaproteobacteria  Legionellales  Coxiellaceae Aquicella

Abundancia 

relativa (%)
Asignación taxonómica
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Diferentes OTUs fueron abundantes en los distintos reactores. Como se observa 

la abundancia relativa de cada OTU predominante, se ve claramente que muy 

pocas OTUs fueron detectadas como abundantes en más de un reactor (Figura 

19).  

 

 

Figura 19. Abundancia relativa de las 15 OTUs mas abundantes en cada reactor. Las OTUs 

macadas con estrellas indican que podrían ser bacterias filamentosas. 

 

Con el objetivo de determinar si alguna de las OTUs abundantes podrían ser 

bacterias filamentosas, se compararon las secuencias con la base de datos 

EzTaxon y se realizó una búsqueda bibliográfica según su asignación 

taxonómica resultante. En la Figura 19 se marcan con una estrella las OTUs que 

podrían corresponder a bacterias filamentosas. 

 

Por otra parte, las OTUs que presentaron similitud de secuencia con bacterias 

filamentosas mediante la utilización de EzTaxon, mostraron algunas diferencias 

con respecto a los grupos taxonómicos asignados con QIIME. Las OTUs más 

abundantes para cada reactor, las cuales podrían corresponder a bacterias 

filamentosas  en base a la búsqueda en EzTaxon se muestran en la Tabla 14. 
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Tabla 14. Posibles bacterias filamentosas pertenecientes a las OTUs encontradas en cada 

reactor con su respectiva abundancia relativa. La clasificación se realizó mediante busqueda de 

similitud de secuencias  utilizando la base de datos EzTaxon. 

 

En rojo aparecen las OTUs con los valores más altos de abundancia relativa en 

cada reactor, seguido de color naranja para valores medios, amarillo para valores 

muy pequeños y verde para cero. Todos los miembros pertenecientes a la 

clasificación han sido reportados o asociados a bacterias filamentosas. Se puede 

apreciar que la OTU 177 fue la más abundante (21,7%) en el reactor RH y que 

presentó similitud de secuencia con el orden Ardenticatenales dentro del filo 

Chloroflexi. Para este mismo reactor, la OTU 1299 (3,9%) también se encontró 

en abundancia seguida de la OTU 1507 (1,5%), ambas pertenecientes a la clase 

Alphaproteobacteria. 

 

Con resepecto al reactor MO, las OTUs más abundantes fueron la 331 (10,2%), 

1963 (8,9%), seguido de la 2001 (2,4%), 660 (1,6) y la 3623 (1,5%). Presentaron 

similitud de secuencia con Thiotrix unzii, Curvibacter, Thiotrix caldifontis, Tipo 

0803 (filo Chloroflexi) y Trichococcus respectivamente. Por otra parte, en BA las 

más abundantes fueron las OTUs 4304 (2,5%) y 1839 (2,3%), seguido de 960 

(1,2%), correspondientes a Caldilinaceae, Saprospiraceae y Litorilinea. La 

familia Caldilinaceae y el género Litorilinea pertenecen al filo Chloroflexi. 

 

 

 

OTU Filo Clasificación MO BA RH

OTU 177 Orden Ardenticatenales 0,0 0,0 21,7

OTU 2001 Familia Caldilinaceae  Tipo 0803 2,4 0,0 0,0

OTU 960 Litorilinea 0,0 1,2 0,0

OTU 4304 Familia Caldilinaceae  no clasifcado 0,0 2,5 0,0

OTU 1299 Candidatus Alysiosphaera europaea 0,0 0,0 3,9

OTU 1507 Alysiosphaera 0,0 0,0 1,5

OTU 1963 Betaproteobacteria Curvibacter  Related 8,9 0,2 0,0

OTU 331 Thiothrix unzii 10,2 0,0 0,0

OTU 3623 Thiothrix caldifontis 1,5 0,0 0,0

OTU 660 Firmicutes Trichococcus 1,6 0,0 0,0

OTU 1839 Bacteroidetes Familia Saprospiraceae 0,0 2,3 0,0

Abundancia relativa (%)

Chloroflexi

Alphaproteobacteria

Gammaprotobacteria
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3.4 Análisis filogenético 

Se analizaron las relaciones filogenéticas de las OTUs más abundantes 

correspondientes a los organismos filamentosos candidatos, basado en la 

secuencias del gen del ARNr 16S. Las OTUs fueron comparadas con secuencias 

obtenidas de la base de datos EzTaxon. A partir de estos resultados  se llevó a 

cabo la construcción de un árbol filogenético (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Árbol filogenético que muestra la similitud entre las secuencias de las OTUs de 

posibles bacterias filamentosas y organismos relacionados. Su construcción se realizó en base 

a la comparación de secuencias de ADN de alta similitud utilizando el programa MEGA 7. Se 

utilizó neighbour-joining method. Bootstrap 1000. 

 

Las posibles bacterias filamentosas se distribuyen a nivel de diferentes filos, las 

cuales corresponden a Alphaproteobacteria, Betapreoteobacteria,  

Gammaproteobacteria, Firmicutes y Chloroflexi. Junto con las OTUs se pueden 

observar organismos provenientes de cultivos puros y también secuencias 

obtenidas de clones, los cuales comparten secuencias de ADN con alto grado 

de similitud. Puede observarse que la OTU 177 en el cluster de Chloroflexi no 

agrupa con ninguna cepa aislada. 
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4. DISCUSIÓN 

Durante este trabajo se llevó a cabo la caracterización de  bacterias filamentosas 

presentes en sistemas de lodos activados pertenecientes a tres industrias 

diferentes. Esto se realizó principalmente a través la observación al microsopio 

óptico, la técnica de FISH y secuenciación masiva del gen del ARNr 16S. En la 

observación al microscopio óptico de frescos además de las características de 

las bacterias filamentosas se observaron las estructuras floculares y los 

protozoarios. Los resultados mostraron que los tres reactores presentaban 

diferencias en las características microscópicas (bacterias filamentosas, flóculos 

y protozoarios) y macroscópicas (color y sedimentación), y  en sus  comunidades 

microbianas. Los análisis microbiológicos  de los sistemas de lodos activados 

son de gran utilidad para evitar o corregir los problemas que surgan en ellos.  

 

4.1 Diversidad de bacterias filamentosas en lodos activados alimentados 

con efluentes industriales en nuestro país 

Todos los métodos utilizados, revelaron que las bacterias filamentosas presentes 

en los sistemas de tratamiento de efluentes son diferentes. En esta parte de la 

discusión nos centraremos en los resultados obtenidos por secuenciación 

masiva debido a que nos brindan una identificación más profunda.  

 

Los resultados de secuenciación masiva indicaron que los filos más abundantes 

fueron Proteobacteria en MO y RH, Acidobacteria y Verrucomicrobia en BA, y 

Chloroflexi en RH. Estos filos han sido reportados como dominantes en sistemas 

de lodos activados y para cada uno, su presencia y abundancia depende de las 

características de las aguas residuales, las condiciones operativas e incluso la 

ubicación geográfica de los reactores (Purohit et al., 2016). Sin embargo, las 

bacterias filamentosas que estan asociadas al bulking pertenecen a filos como 

Proteobacteria, Chloroflexi, Firmicutes entre otros, y no a Acidobateria y 

Verrucomicrobia. Acidobateria y Verrucomicrobia son filos que no han sido bien 

descritos en estos sistemas hasta el momento (Zhang et al., 2012). 
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La clasificación filogenética realizada mediante la base de datos SILVA (Reliease 

128) utilizando la plataforma QIIME, mostró que varias de las OTUs 

predominantes en los reactores correspondían a grupos taxonómicos 

relacionados con bacterias filamentosas (Tabla 13). Las principales fueron: la 

OTU 331 en MO (Gammaproteobacteria), a la que se pudo asignar el género  

(Thiothrix), la 177 en RH y la 4304 en BA, ambas relacionadas al filo Chloroflexi, 

fueron las de mayor proporción en sus respectivos reactores. Entre otras 

bacterias más comunes que causan bulking filamentoso pertenecen a estos 

grupos taxonómicos (Nielsen et al., 2009).  

 

Posteriormente, mediante la comparación de secuencias de las OTUs 

predominantes con la base de datos EzTaxon y búsqueda bibliográfica, se 

encontraron más filamentosas candidatas y grupos relacionados (Tabla 14). 

  

De acuerdo al árbol filogenético, en muestras de MO, la OTU 331 mostró similitud 

de secuencia con la especie Thiothrix unzii, la 3623 con Thiothrix caldifontis, 660 

con Nostocoida limicola I y la OTU 2001 con el morfotipo 0803.  En BA la OTU 

1839 presentó similitud con Haliscomenobacter hydrossis y en RH la 1299 con 

Alysiosphaera europaea. Por otra parte, la OTU 177 presentó un un 95,11% de 

similitud de secuencia con Ardenticatena maritima (Ardenticatenales). Este 

organismo es filamentoso pero no es habitual que esté presente en sistemas de 

lodos activados (Kawaichi et al., 2013). Pertenece a la clase Ardenticatenia, la 

cual recientemente se ha correlacionado con el mofotipo 0092 (McIlroy et al., 

2016). Si bien en el árbol filogenético la OTU 177 no presenta similitud con este 

organismo, sí se encuentra relacionado con el orden Ardenticatenales.  

 

La OTU 1299 (Candidatus Alysiosphaera europaea), la cual le sigue en 

abundancia a la 177 en RH, pertenece al filo Alphaproteobacteria. Este subfilo 

es comúnmente encontrado en aguas residuales industriales. Se ha observado 

en algunos estudios que  este organismo prolifera cuando el afluente presenta 

una alta relación de DQO:N/P, es decir en condiciones limitantes de nutrientes 

(Mcilroy et al., 2011).  
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En BA, Haliscomenobacter hydrossis  es uno de los organismos candidato a ser 

predominante en dicho reactor. Esta bacteria filamentosa ha sido detectada en 

sistemas de lodos activados en todo el mundo y tanto en aguas residuales 

industriales como municipales. (Kragelund et al 2008). Algunos de los factores 

principales de estos sistemas que pueden contribuir a la proliferación de H. 

hydrossis son el OD, la relación F/M, la fuente de nitrógeno y la edad del lodo. 

Se detectó una alta correlación entre  la abundancia de H. hydrossis y la 

presencia de nitrógeno amoniacal (NH3-N), favoreciendo su crecimiento en 

presencia de este compuesto.  

 

En este mismo reactor las OTUs más abundantes restantes (4304 y 960) 

pertenecen al filo Chloroflexi. La clase Ardenticatenales, la familia Caldilinaceae 

(Tipo 0803), y el género Litorilinea corresponden al filo Chloroflexi, el cual es 

encontrado en diferentes ambientes tales como en aguas termales, ambientes 

hiper salinos, como así también en sistemas de lodos activados en plantas de 

tratamiento aguas residuales y en sistemas de tratamiento de aguas residuales 

de diferentes industrias (Kragelund et al., 2007) No se han descubierto 

condiciones particulares en las aguas residuales industriales que favorezcan su 

crecimiento (Figueroa et al., 2014). Sí se ha detectado que algunos miembros 

del filo Chloroflexi son abundantes en sistemas anaeróbicos-anoxicos aeróbicos, 

también presentes en sistemas con alto tiempo de retención de sólidos (SRT) y 

es posible que crezcan hidrolizando sustratos particulados (Marins et al., 2004). 

Estudios indican que la abundancia relativa de este filo presenta una correlación 

positiva con la edad del lodo, se encuentra en mayor cantidad para una edad de 

lodo avanzada en plantas de tratamientos con remoción de nutrientes 

(Miłobędzka et al., 2016). La edad del lodo no pudo relacionarse con la presencia 

de Chloroflexi en los reactores debido a que no contamos con ese parámetro. 

 

Con respecto al reactor de MO, los resultados sugieren que Thiothrix unzii  podría 

ser la filamentosa dominante seguida de Curvibacter y en menor proporción 

Thiothrix caldifontis.  Los miembros de Thiothrix spp son oxidantes de azufre y 

se caracterizan por almacenar azufre en forma de gránulos. Se encuentran  

comunmente  en plantas de tratamiento de aguas residuales con sistemas de 

lodos activados y algunos miembros en particular pueden presentar el morfotipo 
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021 N  (Aruga et al., 2002; Nielsen et al., 2000). Su crecimiento en sistemas de 

lodos activados es promovido por aguas residuales con altas concentraciones 

de sulfuro y de ácidos grasos de bajo peso molecular, alta tasa de carga 

orgánica, baja concentración de OD y déficit de nutrientes (Asvapathanagul y 

Olson, 2015; Henriet et al., 2017). Estos parámetros pertenecientes a MO, BA y 

RH no pudieron ser considerados debido a que no se encontraban disponibles.  

 

4.2 Problemas causados y control de las poblaciones de bacterias 

filamentosas detectadas 

Especies del género Thiothrix han sido reportadas como causante de graves 

problemas de bulking en aguas residuales industriales y a veces también de 

espumas (Nielsen et al., 2000). Algunos métodos específicos empleados para 

controlar el crecimiento de Thiothrix son: la inclusión de una etapa de eliminación 

de nitrógeno y/o la utilización de un selector anaerobio (que ofrezca nitrato o 

nitrito como aceptor de electrones), la adición de nutrientes, la eliminación de 

concentración de sulfuro y de  ácidos orgánicos  del afluente (Martins et al., 2004; 

Nielsen et al., 2009). Por otra parte, Asvapathanagul y Olson (2015)  propusieron 

la técnica de qPCR como diagnóstico temprano del bulking, con el fin de tomar 

medidas a tiempo como la cloración temprana. 

 

Otros organismos filamentosos asociados a episodios de bulking en lodos 

activados son los pertenecientes al filo Chloroflexi. Los miembros filamentosos 

de este filo son capaces de hidrolizar y degradar polisacáridos y proteínas, 

sustratos difíciles de eliminar del afluente, por lo cual se dificulta su control 

mediante medidas operacionales o por cambios en el diseño del sistema (Nielsen 

et al 2009). Como consecuencia, no se han establecido métodos de control 

eficientes para prevenir la proliferación de Chloroflexi. Sin embargo, se pueden 

aplicar ciertas medidas de control que son recomendables para controlar algunos 

miembros de este filo como son los tipos 0092, 0041 y 0675. Algunas de ellas 

son: remover el sustrato de partículas utilizando un skimmer, mantener una alta 

concentración de OD (1,5 mg/L O2) y una baja concentración de amonio (< 1 

mg/L N) (Martins et al 2004). También se ha sugerido que los lodos con edades 

avanzadas podrían reducir su crecimiento debido a la presencia de una mayor 
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proporción de biomasa y menor cantidad de sustratos particulados en el sistema, 

sin embargo no hay pruebas concretas de este efecto (Wanner, 1994). 

 

Con respecto a Ca. Alysiosphaera europaea, su presencia se encuentra 

relacionada con fenómenos de bulking. Presenta similitud morfológica con 

Nostocoida limicola y tipo 021N por lo cual cuando se emplea microscopía es 

necesario realizar la técnica de FISH para lograr su identificación (Kragelund et 

al., 2006). 

 

Se ha reportado alta abundancia de Ca. Alysiosphaera europaea en lodos 

activados que presentan afluentes con déficit de nutrientes (Levantesi et al 

2004). Este organismo es capaz de utilizar varios sustratos, lo que le proporciona 

mayor versitilidad. Sin embargo, se ha observado una disminución en la 

captación de sustratos cuando utiliza nitrito como aceptor terminal de electrones 

en condiciones anaeróbicas. En base a esto, la introducción de  un selector 

anaerobio con adición de nitratos y nitritos en el sistema de tratamiento podría 

controlar el crecimiento de A. europaea. (Kragelund et al., 2006). 

 

Haliscomenobacter hydrossis  ha sido reportada como una de las filamentosas 

causante de bulking en el mundo. Su crecimiento parece estar favorecido por la 

presencia de nitrógeno amoniacal, la relación de sustrato/crecimiento podría ser 

utilizada como método efectivo para controlar su proliferación. Aún no se han 

establecido medidas de control específicas para limitar su crecimiento (Cao y 

Lou,  2014; Cao y Lou, 2015).  

4.3 Rol de Chloroflexi en lodos activados  

Mediante la técnica de FISH se logró detectar y cuantificar las filamentosas del 

filo Chloroflexi en los tres reactores a través del tiempo, como también distinguir 

morfologías y disposición con respecto a los flóculos. En la Tabla 10 se muestran 

las abundancias estimadas para cada fecha y reactor. Se puede apreciar que en 

general la abundancia del filo Chloroflexi fue mayor y constante durante el 

transcurso de los meses para RH, pero no así para MO y BA. La diferencia de 

abundancia de filamentosas del filo Chloroflexi que presentaron  los tres 



62 
 

reactores podría estar sujeta a los sustratos particulares de los afluentes que 

presenta cada industria. Esta relación no pudo ser considerada debido a que no 

se disponía de la información sobre los tipos de sustratos que ingresaban a cada 

reactor. Por otra parte, la variación de abundancia de filamentosas Chloroflexi de 

un mes a otro en MO y BA puede estar asociada a cambios en los componentes 

de los afluentes, en los parametros y medidas operacionales del sistema. Para 

poder relacionar la abundancia de estos organismos con los factores que 

condicionan su crecimiento necesario realizar  un análisis de correlación entre 

ambos. 

 

Con respecto a las morfologías encontradas, se pudieron detectar diferentes 

tipos de filamentosas del filo Chloroflexi en los tres reactores (Tabla 11). Se 

observaron bacterias filamentosas sobre los flóculos como en el espacio 

interflocular. Sin embargo, la gran mayoría de estas filamentosas se encontraron 

sobre los flóculos. Esto coincide con estudios que indican que debido a su 

disposición intraflocular como «columna vertebral» y por su abundancia relativa, 

las filamentosas del filo Chloroflexi podrían cumplir una función estructural 

estabilizadora brindando sostén y resistencia a los flóculos (Björnsson  et al., 

2002). Morfotipos como el 0803 y el 0092 se ubican en los bordes de los flóculos 

y en el espacio interflocular, pero su sobrecrecimiento pueden «abrir» los 

flóculos, causando una disminución en la sedimentación del lodo (Kragelund et 

al., 2011). Por otra parte, FISH también permitió observar características 

morfológicas diagnósticas como por ejemplo, crecimiento epifítico. Las 

filamentosas que hibridaron con la sonda y que además presentaron esta 

característica podrían tratarse del morfotipo 0041. Esta particularidad fue 

detectada en las muestras de RH. 

 

Mediante secuenciación masiva también se detectó la presencia del filo 

Chloroflexi en los tres reactores (Figura 15), RH fue el que presentó mayor 

abundancia relativa de este filo. Estos resultados coinciden con la alta 

abundancia de este filo detectado por FISH en RH. A su vez, la asignación 

taxonómica indica que la OTU predominante en dicho reactor (177) también 

corresponde al filo Chloroflexi.  
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Los miembros asociados por comparación de secuencia,  Caldilinaceae (familia) 

y morfotipo 0803, y Litorilinea, también pertenecen al filo Chloroflexi. Yoon et al., 

2010 sugieren que las bacterias filamentosas de la clase Caldilineae son las que 

forman parte de las estructuras floculares. Las OTUs encontradas en abundancia 

que presentaron similitud de secuencia con Caldilineae podrían están 

cumpliendo una función estructural en los flóculos. Por otra parte, podrían 

tratarse de las mismas filamentosas intrafloculares observadas por FISH en las 

muestras de MO y BA. Sin embargo, bacterias filamentosas que pertenecen a 

esta clase como por ejemplo uno de los morfotipo 0803, se encuentran asociados 

a problemas de bulking cuando su crecimiento es excesivo. Este morfotipo se 

encuentra en al menos a dos filos diferentes, Chloroflexi y Betaproteobacteria, e 

incluso dentro del filo Chloroflexi, pertenece a dos clases diferentes; 

Anaerolineae y Caldilineae (Speirs et al., 2015). Por lo tanto, para lograr la 

identificación de estos organismos mediante microscopía es necesario realizar 

FISH utilizando sondas específicas, ya que con las técnicas convencionales de 

tinción no es posible discernir estas diferencias. 

 

Para poder detectar que especies de Chloroflexi estan presentes en los 

reactores, y en particular cuales son las que sobresalen de los floculos, sería 

conveniente utilizar sondas específias dirigidas hacia estos organismos. De este 

modo, se podrían tomar medidas mas específicas para su control o para evitar 

futuros problemas de proliferación. 

 

4.4 FISH como método de monitoreo de filamentosas en lodos activados 

La técnica de FISH permite la visualización, identificación, localización y 

cuantificación de células microbianas individuales. Presenta como ventaja que 

además de la detección de microorganismos cultivables in situ también es 

aplicable a muestras con comunidades microbianas complejas (Moter y Gobel, 

2002).  

 

En los sistemas de lodos activados, la técnica de FISH es una herramienta útil 

ya que permite detectar y cuantificar diferentes bacterias filamentosas presentes 

dependiendo de la sonda que se utilice. Durante los fenómenos de bulking, es 
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una técnica adecuada para caracterizar las bacterias filamentosas 

predominantes. Esto es muy importante debido a que es el primer paso para 

investigar qué factores del medio podrían estar asociados a su proliferación, con 

el fin de buscar medidas  tanto de control como preventivas. Debido a la 

utilización de sondas de ADN dirigidas específicamente a diferentes grupos 

taxonómicos, permite discernir diferentes tipos de bacterias filamentosas, incluso 

con igual morfotipo, lo cual no es posible realizar con  microscopía convencional. 

Además, la búsqueda y el desarrollo de nuevas sondas dirigidas hacia especies 

filamentosas han facilitado en gran medida su identificación en los sistemas de 

lodos activados. Otra ventaja de FISH es que se puede apreciar la morfología y 

disposición de las bacterias filamentosas con respecto a los flóculos. Con las 

técnicas de tinción convencionales es muy difícil poder observar los tipos de 

bacterias filamentosas que se encuentran presentes en los flóculos.  

 

FISH ha demostrado ser una herramienta práctica, rápida y poco costosa que 

brinda información sobre la morfología y disposición de las filamentosas con 

respecto a los flóculos. Estas características son difíciles de obtener con otras 

técnicas, como por ejemplo con tinción y microscopía óptica. Como desventaja, 

esta técnica requiere un microscopio de epifluorescencia o uno de microscopía 

de laser confocal, los cuales son equipos muy costosos y las industrias y muchos 

grupos de investigación no cuentan con estos aparatos. Pero por otro lado, la 

realización de la técnica de FISH no es costosa y en cuestión de horas se puede 

obtener información sobre qué organismos filamentososs se encuentran en el 

sistema. En particular, en este trabajo FISH aportó información relevante sobre 

la abundancia, morfología y disposición de bacterias filamentosas del filo 

Chloroflexi en los tres reactores. Fue útil para generar nuevos datos relacionados 

con los sistemas de lodos activados pertenecientes a industrias de nuestro país, 

de los cuales no existían registros. La incorporación de más sondas específicas 

para otras bacterias filamentosas, como por ejemplo Thiothrix o Ca. 

Alysiosphaera europaea  junto con el aporte adicional de los datos operacionales 

de los tres sistemas, hubieran brindando más información sobre las condiciones 

del medio de crecimiento asociados a presencia de las filamentosas más 

abundantes. 
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5. CONCLUSIONES 

Los tres reactores presentaron diferencias en sus características microscópicas 

tales como morfología y abundancia de bacterias filamentosas, estructuras 

floculares y protozoarios. Las comunidades bacterianas fueron muy difrefentes 

entre los tres sistemas y además, las OTUs predominantes encontradas en cada 

reactor fueron diferentes entre los reactores. Estas diferencias pueden estar 

relacionadas a la diversidad de sustratos que ingresan a cada reactor debido a 

que pertenecen a  industrias de diferentes rubros. 

 

La técnica de FISH permitó detectar y cuantificar bacterias filamentosas 

pertenecientes al filo Chloroflexi en los tres reactores a través del tiempo. En 

todos ellos se observó la presencia de este filo, siendo muy abundante en RH. 

Asimismo, también permitió distinguir diferentes morfologías de filamentosas 

Chloroflexi y otros tipos de bacterias filamentosas no pertenecientes a este filo.  

Mediante la secuenciación de amplicones de genes de ARN ribosómico 16 S con 

ION Torrent, se logró identificar potenciales bacterias filamentosas presentes en 

los reactores: Thiothrix, tipo 0803, tipo 0041, Haliscomenobacter hydrossis, 

Nostosoida limicola I y Ca. Alysiosphera europaea. Por otra parte, la OTU 

predominante en RH (177) presentó similitud de secuencia (95,11%) con 

Ardenticatena maritima, organismo filamentoso el cual no se encuentra 

comunmente en los sistemas de lodos activados. Debido a que no presentó 

similitud de secuencia con ningún organismo cultivado podría indicar que se trata 

de un organismo no reportado.  

 

En este trabajo se estudió por primera vez en Uruguay las bacterias filamentosas 

en sistemas de lodos activados para el tratamiento de aguas residuales 

industriales. La profundización de este estudio brindaría información relevante 

para comprender el comportamiento de estos organismos con el fin de obtener 

un adecuado funcionamiento en los sistemas de tratamiento de aguas 

residuales. 
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ANEXO 1 

Propiedades macroscópicas: Color y Sedimentación 

 

Año 2016 

 

 

 

Año 2017 
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ANEXO 2 

Control positivo: Cultivo de Sphaerobacter Thermophilus (Filo Chloroflexi) 

     

   

 

Control negativo: Cultivo de Escherichia Coli 
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ANEXO 3 

Kit de extracción de ADN PowerSoil® (PowerSoil® DNA Isolation Kit) 

 

Protocolo de Trabajo 

 

Usar guantes en todo momento 

1. Agregar 0,25 gramos de muestra de suelo a los tubos PowerBead. 

2. Agitar suavemente para mezclar. 

3. Verificar la solución C1. Si se precipita la Solución C1, calentar la solución a 

60°C hasta que se disuelva.  

4. Agregar 60 μl de Solución C1 y luego invertir varias veces o agitar brevemente. 

5. 5. Asegurar los tubos PowerBead de forma horizontal en el soporte adaptador 

de tubos Vortex MO BIO para el vórtex (catálogo MO BIO n.º 13000-V1-24) o 

asegurar los tubos horizontalmente en una almohadilla vortex de cama plana con 

cinta adhesiva. Utilizar el Vortex a velocidad máxima durante 10 minutos. 

6. Asegurarse de que los tubos PowerBead giren libremente en la centrífuga sin 

frotamiento. Centrifugar los tubos a 10,000 g por 30 segundos a temperatura 

ambiente. 

PRECAUCIÓN: no exceder 10,000g o los tubos pueden romperse. 

7. Transferir el sobrenadante a un tubo de colección limpio de 2 ml (incluido). 

8. Agregar 250 μl de solución C2 y colocar en el vortex durante 5 segundos. 

Incubar a 4 ° C durante 5 minutos. 

9. Centrifugar los tubos a temperatura ambiente durante 1 minuto a 10000 g. 

10. Evitar el sedimento (pellet) y transferir hasta, pero no más de 600 μl de 

sobrenadante a un tubo de colección limpio de 2 ml (incluido). 

11. Agregar 200 μl de solución C3 y vortexar brevemente. Incubar a 4 ° C durante 

5 minutos. 



80 
 

12. Centrifugar los tubos a temperatura ambiente durante 1 minuto a 10.000 x g. 

13. Evitar el sedimento, transferir hasta, pero no más, 750 μl de sobrenadante 

en un tubo de recogida limpio de 2 ml (incluido). 

14. Agitar para mezclar la Solución C4 antes de usar. Agregar 1200 μl de 

Solución C4 al sobrenadante y vortexear durante 5 segundos. 

5. Colocar aproximadamente 675 μl en un filtro de centrifugación y centrifugar a 

10000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente. Desechar el flujo y agregar 

675 μl adicionales de sobrenadante al filtro de centrifugación y centrifugar a 

10.000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente. Cargar el sobrenadante 

restante en el filtro de centrifugación y centrifugar a 10.000 g durante 1 minuto a 

temperatura ambiente. 

Se requieren un total de tres cargas por cada muestra procesada. 

16. Agregue 500 μl de solución C5 y centrifugue a temperatura ambiente durante 

30 segundos a 10.000 x g. 

17. Descartar el filtrado. 

18. Centrifugar nuevamente a temperatura ambiente durante 1 minuto a 10,000 

g. 

19. Colocar con cuidado el filtro de centrifugado en un tubo de colección limpio 

de 2 ml (incluido). Evitar salpicaduras de cualquier solución C5 en el filtro de 

centrifugado. 

20. Agregar 100 μl de solución C6 al centro de la membrana del filtro blanco. 

22. Descarta el filtro. El ADN en el tubo ahora está listo para cualquier aplicación 

posterior. No se requieren más pasos. 

Se recomienda almacenar el ADN congelado (-20°C a -80°C). La solución C6 no 

contiene EDTA. Para concentrar el ADN, consultar la Guía de sugerencias y 

solución de problemas. 
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ANEXO 4  

Amplificación por PCR 

 

Materiales: 

-Muestras de ADN previamente aislado 

-Primers universales  520F (5-AYTGGGYDTAAAGNG-3´) y 802R 

(TACNNGGGTATCTAATCC) 

-Ranger Mix (bioline) 

-H2O libre de DNAsa Sigma 

-Taq polimerasa 

-Ependorfs de 0,5 ml 

-Hielo 

 

Procedimiento:  

1) En eppendorf de 0,5 ml  agregar en orden los reactivos que se muestran en la 

siguiente tabla y mantener en hielo: 

 

Mix de PCR para una reacción de 50µl  

Reactivo Cantidad 

 H2O 19 µl 

Buffer Ranger Mix (1,5 mM) 25µl 

Primer 802R 1 µl 

Primer 520F 1 µl 

Polimerasa Taq (5 U/µl) 1 µl 

ADN 3 µl 
  

 

2) Las condiciones de amplificación utilizadas fueron:  

 

Etapa del ciclo Temperatura (°C) Tiempo  Ciclos 

Desnaturalización inicial 95 5 min   

Desnaturalización 94 30 seg 35 

Hibridación 55 30 seg 35 

Extensión 72 1,3 min 35 

Extensión final 72 10   
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3) Como control negativo se utilizaron los mismos reactivos que las muestras pero sin 

ADN (3 µl de H2O en su lugar). Y como control positivo, se utilizó una muestra de ADN  

diferente (1 µl si es concentrado + 2 µl de H2O) 
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ANEXO 4 

Kit Zymoclean™ Gel DNA Recovery  

 

Protocolo 

 

Todos los pasos de centrifugación deben realizarse entre 10,000 - 16,000 x g. 

1. Retirar el fragmento de ADN del gel de agarosa con un bisturí y transferirlo a 

un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. 

2. Agregar 3 volúmenes de ADB a cada volumen de agarosa extraída del gel (por 

ejemplo, para 100 µl (mg) de gel de agarosa agregar 300 µl de ADB). 

3. Incubar a 37-55 C durante 5-10 minutos hasta que la porción de gel se disuelva 

completamente. 

Para fragmentos de ADN> 8 kb, luego del paso de incubación, agregar un 

volumen adicional (igual al de la porción de gel) de agua a la mezcla para una 

mejor recuperación del ADN (por ejemplo, 100 µl de agarosa, 300 µl de ADB y 

100 µl de agua). 

4. Transferir la solución de agarosa derretida a una columna Zymo-Spin ™ en 

una tubo colector. 

5. Centrifugar durante 30-60 segundos. 

6. Agregar 200 µl de tampón de lavado de ADN a la columna y centrifugar 

durante 30 segundos. Repetir el paso de lavado. 

7. Agregar ≥ 6 µl de buffer de elución del ADN directamente a la matriz de la 

columna. Colocarla en un tubo de 1,5 ml y centrifugar durante 30-60 segundos 

para eluir el ADN. 
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ANEXO 6  

Tinción Gram 

 

Residuos Hospitalarios:  

Fecha: 9-5-2017  

Aumento: 40X 
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Aumento: 100X 
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Fecha: 24-5-2017 

Aumento 100X 
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ANEXO 7 

 

MALTERÍA 

Fecha: 27-5-2016 

Aumento: 40X 
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Fecha: 8-8-2016 

Aumento: 40X  
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Fecha 30-8-2017 

Aumento 40X 
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Fecha: 19-9-2016 

Aumento 40X 
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Aumento 100X 
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Fecha: 25-10-2016 

Aumento 40X 

 

Aumento 100X 
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Fecha: 28-3-2017 

Aumento: 40X 
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Aumento 100X  
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Fecha: 9-5-2017  

Aumento 10X 

 

Aumento 20X 
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Aumento 100X 
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Fecha 23-5-2017 

Aumento 40X 
         

Au metn 
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Aumento 100X 

  

 

 

Fecha: 13-6-2017 

Aumento 10X 
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Au men to 

Aumento 40X: 

  

Aumento 100X: 
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BEBIDAS NO ALCOHÓLICAS 

Fecha: 20-5-2016 

Aumento 40X 
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Fecha: 10-8-2016 

Aumento 40X 
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Aumento 100X 

 



111 
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Fecha: 1-9-2016 

Aumento 40X 

 

Fecha 20-9-2016 
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Fecha: 26-10-2016 

Aumento 40X 
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Au me 

 

Au men to 

Aumento 100X 
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Fecha: 24-3-2017 

Aumento 40X 

 

Aumento 100X 
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Fecha: 26-4-2017 

Aumento 40X 
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Aumento 100X 
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Fecha: 10-5-2017 

Aumento 40X 
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Fecha: 24-5-2017 

Aumento 40X 
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Fecha:15-6-2017 

Aumento 10X: 
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Aumento 20X: 

 

 

Aumento 40X: 
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Aumento 100X: 
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RESIDUOS HOSPITALARIOS 

 

Fecha: 31-5-2016 
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Fecha 10-8-2016 

Aumento 40X 
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Aumento 100X 
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Fecha: 1-9-2016 

Aumento 40X 
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Aumento 100X 
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Fecha: 19-9-2016 

Aumento 40X 
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Aumento 100X 

 

Fecha: 26-10-2016 

Aumento 40X 
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Aumento 100X 
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Fecha: 10-5-2017 

Aumento 40X 
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Aumento 100X 

 

 



140 
 

Fecha: 24-5-2017 

Aumento 40X 
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Fecha 15-6-2017 

Aumento 10X 
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Aumento 20X: 

 

 

Aumento 40X: 
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Aumento 100X: 
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ANEXO 8 

MALTERÍA 

Fecha: 8-8-2016 

Muestras fijadas con PFA 
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Muestras fijadas con Etanol 
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Fecha: 30-8-2016 

Muestras fijadas con PFA 
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Fecha: 19-9-2017 
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Fecha: 25-10-2016 
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Fecha: 28-3-2017 
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Fecha: 9-5-2017 
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Fecha: 23-5-2017 

    

     

  

 

 

Fecha: 13-6-2017 
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BEBIDAS NO ALCOHÓLICAS 

Fecha: 10-8-2016 

    

   

   

 

Fecha: 1-9-2016 
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 Fecha: 20-9-2016 
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Fecha: 26-10-2016 

   

   

   

 

Fecha: 24-3-2017 
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Fecha 26-4-2017 

       

   

 

Fecha: 10-5-2017 
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Fecha: 24-5-2017 
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Fecha: 15-6-2017 
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RESIDUOS HOSPITALARIOS 

Fecha: 10-8-2016 
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Fecha: 1-9-2016 
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Fecha: 20-9-2016 
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Fecha: 26-10-2016 
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Fecha: 10-5-2017 
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Fecha: 24-5-2017 
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Fecha: 15-6-2017 
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