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OBIJETIVO

Comprobar la evolucion de dos enterobacterias
(Escherichia coliy Serratia marcescens) a las que se le han
insertado el gen gfp, durante el tratamiento de aguas residuales
mediante fangos activados.

Escherichia coli: Bacteria gram negativa. Fam: Enterobacteriaceae. Indicador de
contaminacion fecal.

Serratia marcescens: Bacteria gram negativa. Fam: Enterobacteriaceae.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas

E. coli ABC,: El gen gfp incluido en el plasmido prk600 se introdujo por conjugacion
triparental en una cepa aislada de una muestra de agua residual de la EDAR
de Crispijana. Fenotipo: lact Amp® Gn" CIf"

Agua bruta EDAR Crispijana E. coli prk600 E. coli cc118Apir
lac* CIff lac-Amp' Gn'

Aislamiento E. coli \

L, Conjugacion
Seleccién 1ug

E. coli E.coli 118 Apir /prk600
Amps G/nS Clfs lac-Amp' Gn' CIf
D

\,Qonjugacién/

E. coli g
lact* Amps Gn' CIf"

S. marcescens . El plasmido pGen222 se introdujo por transformacion en la cepa
CECT159. Tipo Fenotipo: Amp’

En ambas bacterias, la expresion del gen gfp no modifico la
capacidad de crecimiento y de supervivencia.



MATERIAL Y METODOS

Planta de tratamiento a escala

Clarificador : Agua clarificador
Fango
Agua de salida (efluente)

. .. Agua de entrada (influente)
Tanque de aireacion: Agua

Floculo



MATERIAL Y METODOS
Enumeraciones

Peridodicamente se determind el numero total de células marcadas que habia en las
distintas fases:

Influente

Fase acuosa del reactor bioldgico
Floculo

Fase acuosa del decantador
Fango

Efluente

O O O0OO0OO0DOo

Extraccion de bacterias del fango

El niUmero de bacterias marcadas adheridas
al fango se determind utilizando el método
de extraccion de Orruio et al. (2011).
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Escherichia coli ABCgfp
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N2 células marcadas

RESULTADOS

Los mecanismos de eliminacion reflejados en esta seccion son:

o Pérdida de fluorescencia
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RESULTADOS

Escherichia coli ABCgfp
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Mayoritariamente las células se enumeraron en las fracciones sélidas (60-70%)
tanto del reactor bioldgico (floculos) como del clarificador secundario (fango).

La eliminacion atribuible a depredacion afecté al 30-40% de las células
introducidas.

En los efluentes apenas se recogido el 0,12% de las células marcadas
introducidas en el sistema.



RESULTADOS
Serratia marcescens gfp
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O Las células se distribuyeron equitativamente entre las fracciones liquidas y
solidas (12-15% en cada fraccion considerada).

O La depredacion parece ser el principal factor implicado en la eliminacion del
sistema (70% aprox.).

O Las células vertidas en los efluentes supuso el 1,5-2% de la poblacion del
influente.
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El nUmero de S. marcescens retiradas en el influente fue mayor que
el de E. col..
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que si bien los
mecanismos de eliminacion de bacterias introducidas en el
sistema son los mismos, la importancia relativa de cada uno de
ellos en el proceso global difiere con la bacteria estudiada:

O Serratia marcescens: depredacion

O Escherichia coli: adherencia a los fangos
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