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Resumen: Las colecciones bioldgicas son registros de biodiversidad. No obstante, el biodeterioro representa una amenaza para su
conservacion por lo que resulta crucial evaluar tratamientos que mitiguen los dafios asociados. Este articulo evalu6 la efectividad
antimicrobiana de la luz UV 222 nm frente a microorganismos en la piel de especimenes de vertebrados preservados en liquido de la
coleccion “José Ricardo Cure Hakim’, Universidad Militar Nueva Granada, Cajica, Colombia. Los microorganismos fueron obtenidos por
hisopado, aislados e identificados molecular y morfolégicamente. La actividad antimicrobiana in vitro se evalué con microorganismos
sobre perlas de vidrio en 4 tiempos. Tras la irradiacion se realizaron calculos de porcentajes de inhibicién. El efecto sobre ejemplares
se analizé mediante hisopado. Se identificaron géneros de Bacillus y Paenibacillus. La luz UV 222 nm mostré efecto inhibitorio sobre el
crecimiento bacteriano in vitro y en ejemplares. Los hallazgos sugieren nuevas estrategias para mitigar el biodeterioro en colecciones
bioldgicas en liquido.
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Evaluation of the antimicrobial effectiveness of 222 nm UV-C light as a treatment strategy for
the preservation of biological specimensin liquid from the“José Ricardo Cure Hakim” Collection
at Universidad Militar Nueva Granada

Abstract: Biological collections are records of biodiversity. However, biodeterioration threatens their conservation, making evaluating
treatments that mitigate the associated damage crucial. This article assessed the antimicrobial effectiveness of 222 nm UV light against
microorganisms on the skin of vertebrate specimens preserved in liquid from the “José Ricardo Cure Hakim” collection at Universidad
Militar Nueva Granada, Cajica, Colombia. Microorganisms were obtained by swabbing, isolated, and identified molecularly and
morphologically. In vitro, antimicrobial activity was evaluated with microorganisms on glass beads at four time points. After irradiation,
percentage inhibition was calculated. The effect on specimens was analyzed by swabbing. Bacillus and Paenibacillus genera were
identified. 222 nm UV light showed an inhibitory effect on bacterial growth in vitro and on specimens. The findings suggest new
strategies to mitigate biodeterioration in liquid biological collections.
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Avaliacao da eficacia antimicrobiana da luz UV-C de 222 nm como estratégia de tratamento
para a preservacao de espécimes biolégicos em liquido da Colecao “José Ricardo Cure Hakim”
da Universidade Militar Nueva Granada

Resumo: As colecdes bioldgicas constituem registos de biodiversidade. Contudo, a biodeterioracdo representa uma ameaca
a sua conservacao, sendo, por isso, essencial avaliar tratamentos que mitiguem os danos associados. Este artigo avaliou a eficicia
antimicrobiana da luz UV de 222 nm face a microrganismos presentes na pele de espécimes de vertebrados preservados em liquido da
colecdo“José Ricardo Cure Hakim”, da Universidade Militar Nueva Granada, em Cajicd, Colombia. Os microrganismos foram obtidos por
zaragatoa, isolados e identificados molecular e morfologicamente. A atividade antimicrobiana in vitro foi avaliada com microrganismos
sobre esferas de vidro em quatro intervalos de tempo. Apés a irradiacao, calcularam-se os percentuais de inibicdo. O efeito sobre os
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exemplares foi analisado através de zaragatoas. Identificaram-se géneros de Bacillus e Paenibacillus. A luz UV de 222 nm demonstrou
um efeito inibitério sobre o crescimento bacteriano in vitro e nos exemplares. Os resultados sugerem novas estratégias para mitigar a

biodeterioracdo em cole¢des bioldgicas conservadas em liquido.

Palavras-chave: colecdes bioldgicas, biodeterioro, microrganismos, Bacillus, Paenibacillus

Introduccion

Las colecciones bioldgicas son repositorios en donde se
encuentran almacenados especimenes bajo condiciones
que permiten mantenerlos en un estado adecuado a
través del tiempo (Trujillo, Trivifo y Salazar 2014: 97-106).
Los especimenes depositados en colecciones contienen
informacion detallada sobre su lugar de origen y estdn
acompafados de datos complementarios (Hilton, Watkins-
Colwell y Huber 2021:379-391).

En Colombia, existen aproximadamente 1.285.425
especimenes de vertebrados depositados en colecciones
bioldgicas a lo largo del territorio (Arbeldez-Cortés, Acosta-
Galvis, Donascimiento, Gonzalez Alvarado y Medina 2017: 97-
016). Tal es el caso de la coleccion “José Ricardo Cure Hakim”,
de la Universidad Militar Nueva Granada (CZCH), donde se
conservan alrededor de 645 especimenes depositados en
etanol al 75 %. Los ejemplares pasan primero por un proceso
de fijacion en formol durante 10 dias y posteriormente son
transferidos al etanol, que actia como medio de preservacion
a largo plazo.

La conservacion en liquido es una técnica utilizada en museos
y colecciones para preservar especimenes bioldgicos (Cersoy
y Herbin 2022: 157-169). Con el tiempo, esta metodologia ha
evolucionado para preservar tanto la apariencia externa como
los 6rganos y tejidos internos (Sablier, Davron y Herbin 2020: 87-
100). Sin embargo, los especimenes en liquido son vulnerables
al biodeterioro causado por microorganismos que degradan
lipidos y proteinas, afectando al color, la estructura y otros
caracteres externos. Asimismo, en especimenes almacenados
en seco también se han documentado procesos de deterioro
atribuibles a la accién de microorganismos (Carrillo Chavez,
Arias Bermudez, Nieto Vanegas, Pinto Sanchez y Patifio 2023).
Algunos, como Penicillium sp., Cladosporium sp., Scopulariopsis
sp., Aspergillus sp. y Trichophyton sp., desarrollan preferencia por
materialescomolaqueratinaylacelulosa, los cualessoncomunes
en los tejidos de reptiles y aves haciéndolos susceptibles a la
colonizacién microbiana (Arenas-Castro, Mufioz-Gomez, Uribe-
Acosta, Castaino-Castano y Lizarazo-Medina 2016).

Entre los factores que favorecen el fendmeno de biodeterioro se
destaca la contaminaciéon que ocurre durante la manipulacion
del ejemplar (Yeates, Zwick y Mikheyev 2016: 83-88).
Adicionalmente pueden presentarse fenémenos de resistencia
al etanol debido a respuestas de estrés de los microorganismos.
Ademas, la presencia de endosporas bacterianas permite
mayor resistencia a fendmenos adversos (Nguyet, Furutani,
Ander, Izawa 2022; Kampf 2018). De igual manera, la fijacién
inapropiada, el uso de alcohol de baja calidad, el estado de los
frascos de almacenamiento y la calidad de las etiquetas que

estan en contacto con el espécimen favorecen los procesos
de biodeterioro (Simmons 2014). Por ello, la eleccion del
liquido, calidad de los frascos de almacenamiento y fijacion
adecuada son esenciales para prevenir la contaminacion de los
especimenes y mantenerlos en condiciones favorables alo largo
del tiempo.

Debido a lo mencionado, el biodeterioro tiene graves
consecuencias al provocar pérdidas de especimenes de
colecciones que son el registro de la biodiversidad (Wen,
Ickert-Bond, Appelhans, Dorr y Funk 2015: 477-488). En
este sentido, la preservacién de especimenes cobra mayor
relevancia en la actualidad, ya que en los ultimos afos su valor
ha incrementado, gracias a la digitalizacién de la informacion
(Meineke, Davies, Daru y Dabis 2019). Para minimizar el riesgo
y asegurar su conservacion, es de gran importancia realizar la
identificacion de los microorganismos presentes. El proceso
de identificacion permite comprender la naturaleza de la
amenazay, al mismo tiempo, es fundamental para implementar
estrategias efectivas de conservacion y mitigacion (Branysova,
Demnerova, Durovic y Stiboroca 2022: 245-260). Estudios
previos han explorado métodos alternativos que minimizan
el biodeterioro en colecciones bioldgicas sin comprometer la
calidad de los especimenes. Dentro de estos destacan el uso
de aceites esenciales (Myristica fragrans) y biocidas (amonio
cuaternario, ¢xido de etileno, acroleina y aldehidos diaminas)
(Faheem 2019: 554-571; Kakakhel, Wu, Gu, Feng, Shah y Wang
2019). No obstante, estos compuestos pueden ser nocivos tanto
para el operador como para el espécimen, sin lograr erradicar
por completo los microorganismos.

En particular, se han evaluado biocidas como el alcohol
isopropilico y el etanol. En los operadores, su uso puede
provocar irritacion en la piel, vias respiratorias o el sistema
digestivo, e incluso afectar el higado y rifiones (Mohapatra,
Yutao, Goh, Ng, Luhua, Tran & Gin 2023; 3-10). Por su parte,
en los especimenes, estos compuestos pueden alterar el
color de los tejidos, plumajes y pieles, comprometiendo la
apariencia y la integridad visual del ejemplar (Neisskenwirth y
Troxler 2021; 69-73). Por lo tanto, es esencial implementar un
protocolo eficaz que garantice la preservacién adecuada de los
especimenes presentes en las colecciones bioldgicas. Entre las
herramientas utilizadas para el control de microorganismos, se
ha reportado el uso de luz ultravioleta (UV-C) a una longitud
de onda correspondiente a 222 nm. La luz UV-C suprime la
actividad microbiana al dafar su material genético, formando
dimeros en las bases de acidos nucleicos. Este proceso ocurre
cuando una muestra se expone a radiacion en el rango de 200
a 280 nm. Los fotones de la radiacién transforman las purinas
y pirimidinas del ADN o ARN en energia vibracional, alterando
su estado y generando danos en el material genético de los
microorganismos (Cutler y Zimmerman 2011: 15-23).
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Investigaciones con luz UV-C han mostrado resultados
efectivos en la inhibicion de la actividad bacteriana, sin inducir
lesiones mutagénicas en el tejido tratado (Buonanno, Ponnaiya,
Welch, Stanislauskas, Randers-Pehrson, Sminelov, Lowy, Owens
y Brenner 2017: 483-491). Una gran variedad de estudios ha
corroborado la efectividad de la luz UV-C a 222 nm, observando
inactivacion de mas del 90 % en bacterias como Escherichia coli
y Staphylococcus aureus tras solo dos minutos de exposicién
(Xie, Tse, Man, Cheung, Wong, Lam, Huang y Leung 2022: 17-
34).Estos avances, se encuentran relacionados con trabajos mas
actuales que examinaron el efecto bioldgico de laluzUVa222y
254 nm en la piel de humanos y ratones in vivo. Estos hallazgos
coinciden con estudios recientes donde se ha observado que la
exposicion alaluz UV a 222 nm resulta en menos lesiones en el
ADN que la exposicion a la luz UV a 254 nm (Tavares, Adamoski,
Girasole, Lima, Da Silva Justo-Junior, Domingues, Silveira,
Marques, De Carvalho, Amrosio, Leme y Dias 2023).

Actualmente, no existen estudios que evalten los efectos
de la luz ultravioleta sobre los especimenes preservados en
liquidos. A su vez, no se dispone de estudios que evallen
especificamente la radiacién a 222 nm en ejemplares de
colecciéon. No obstante, en otros contextos de aplicacién se
ha publicado que esta longitud de onda no causa dafos en
capas superficiales, lo que abre la posibilidad de explorar su
uso seguro en colecciones bioldgicas (Buonanno, Ponnaiya,
Welch, Stanislauskas, Randers-Pehrson, Sminelov, Lowy,
Owens y Brenner 2017: 483-491).

Sobre la base de lo anterior, la implementacion de la
metodologia con luz UV-C podria permitir la preservacion a
largo plazo de valiosas colecciones de especimenes, ampliando
asi el potencial de contribuciéon al conocimiento cientifico. Este
articulo es una continuacién y ampliacién de un estudio previo
que demuestra la efectividad de la luz UV 222 nm en la reducciéon
de microorganismos presentes en colecciones bioldgicas
preservadas en liquido (Gonzélez, Patifio y Sanchez, manuscrito
no publicado). A partirde estos resultados, se evalud la efectividad
antimicrobiana de la luz UV 222 nm frente a los microorganismos
presentes en la piel de especimenes de vertebrados conservados
en liquido de la coleccion zooldgica“José Ricardo Cure Hakim”. Es
importante mencionar que este estudio representa un primer
acercamiento al método; por lo tanto, los resultados obtenidos
serviran como referencia para investigaciones futuras, en las que
se espera aumentar el nimero de especimenes analizados (N) y
emplear herramientas adicionales que contribuyan a la mejora
del nuevo método expuesto.

Metodologia

—Seleccion de especimenes, toma de muestras y
caracterizacion morfoldgica de microorganismos

En primer lugar, se realizé la seleccién de los especimenes
mediante el criterio de observacion de posibles
indicadores de crecimiento de microorganismos sobre el
ejemplar. De los especimenes seleccionados, se tomaron
muestras mediante la técnica de hisopado, siguiendo el
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protocolo descrito por Simmons y Mufoz-Saba (2005).
Posteriormente, las muestras obtenidas se sembraron en
agar nutritivo a 37 °C y agar Sabouraud a 25 °C durante
7 dias. Las colonias bacterianas aisladas del liquido de
conservacion (etanol al 75 %) en el que se encontraban
preservados los especimenes se purificaron mediante
dilucion y agotamiento; posteriormente se caracterizaron
macroscépica y microscépicamente con tincion de Gram.

— Identificaciéon molecular de microorganismos

Una vez obtenidos los cultivos puros, se almacenaron a una
temperatura de 3,5 °C para su transporte al Laboratorio
Instrumental de Alta Complejidad (LIAC) de la Universidad
de La Salle. En primer lugar, se realizé la extraccién del ADN
bacteriano utilizando un kit de extraccién, siguiendo los
protocolos estandar del LIAC. Este proceso involucré lisis
celular para liberar el ADN y su purificacion. Posteriormente, el
ADN se us6 para la amplificacion del gen 16s del ARN mediante
PCR, utilizando los cebadores 27F y 1492R. EI ADN amplificado
se purificéd y se secuencié mediante la técnica de Sanger
(Muhoz, Morenoy Verri 2011). Las secuencias obtenidas fueron
analizadas con programa Nucleotide BLAST®, que realizd
comparaciones con la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI).

—Evaluacion del efecto antimicrobiano de la luz UV 222 nm (in
vitro)

Para evaluar el efecto antimicrobiano de la luz UV 222
nm, se seleccionaron los microorganismos aislados de los
especimenes. Dado el tipo de crecimiento de las bacterias sobre
los ejemplares bioldgicos en capas que forman biopeliculas, se
adapto la metodologia propuesta por Alharbi, Bakitian y Alenzi
(2021) para verificar sila luz UV 222 nm inhibe el crecimiento de
los microorganismos. Para tal fin, cada aislamiento bacteriano
se cultivé en caldo CASO y se incub6 durante 24 horas a 37 °C.
Posteriormente, se dispusieron perlas de vidrio estériles (4 mm)
en tubos Eppendorf de 2 ml que contenian 1 ml de caldo CASO,
cada placa seinoculd con 100u del cultivo y se llevo a incubacién
durante 5 dias a 37 °C (Konrat, Schwebke, Laue, Dittmanny Levin
2016). La exposicion a la luz UV 222 nm se realizé disponiendo
las perlas con crecimiento en la tapa de una caja de Petri, de tal
manera que la luzimpactara directamente sobre la superficie de
la biopelicula (tres perlas por cada tratamiento y tres perlas de
control sin exposicion).

Se evaluaron diferentes tiempos de exposicion a la luz UV
222 nm utilizando la ldampara de referencia UV Gerani Far-
UV Light, UV-CAN (tecnologia de KrCl) con intervalos de 5 a
35 minutos y aumentos de 10 minutos (Narita, Asano, Naito,
Ohashi, Sasaki, Morimoto, Igirahi y Nakane 2020; Fukuda,
Nishikawa, Kobayashi, Okabe, Fujii, Kubota, Otsuyama,
Tsuneoka, Hashimoto, Suehiro, Yamasakiy Takami 2022:1268-
1270). De igual manera, se evalué una distancia de exposicién
correspondiente a 8 cm bajo la ldmpara que emite radiacion
ultravioleta de 222 nm para comprobar el efecto sobre los
microorganismos de prueba (Alharbi, Bakitian y Alenzi 2021).
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Los tratamientos descritos se aplicaron en una camara de
exposicién construida con madera.

Tras la exposicién alaluzUV 222 nm, las perlas se depositaron en
un tubo Eppendorf con 2 ml de solucién salina al 0,85 % estéril, y
se realiz6 el desprendimiento de los microorganismos sobre las
perlas, utilizando vértex tres minutos. Cabe aclarar que se usaron
tubos Eppendorf estériles diferentes con solucién salina estéril
para el antes y el después del tratamiento (Alharbi, Bakitian y
Alenzi 2021). De los tubos con los respectivos tratamientos,
se realizaron diluciones seriadas correspondientes a 102 y
10, Posteriormente, se sembraron 0,1 ml en agar nutritivo
por cada caja de Petri para el recuento de UFC/ml (Alharbi,
Bakitian y Alenzi 2021). Se calculd el porcentaje de inhibicion
con respecto al control sin exposicion a la luz UV (Porcentaje de
inhibicidén=(Control)-(Tratamiento)/(Control)*100).

— Evaluacion del efecto antimicrobiano de la luz UV 222 nm sobre
ejemplares bioldgicos

Se seleccionaron especimenes para aplicar el tratamiento
con mayor efectividad en el ensayo in vitro. Los especimenes
estaban conservados en frascos de vidrio transparente,
que contenian etanol al 75 % como liquido conservante. La
seleccion se basé principalmente en la observacion de signos
visibles de contaminacién microbianay en el estado general de
conservacion. Entre las alteraciones registradas se evidenciaron
capas superficiales de color amarillo claro con consistencia
seca, depdsitos viscosos y pegajosos amarillos adheridos a la
piel, asi como turbidez amarillenta en el liquido conservante.
En algunos frascos también se observé el almacenamiento de
multiples especimenes en un mismo recipiente. A partir de estos
ejemplares, se tomaron muestras de piel mediante la técnica de
hisopado en un drea de 1 cm? con el fin de determinar la carga
microbiana inicial. Posteriormente, se sometié el espécimen
a tratamiento de luz UV 222 nm durante 15 minutos (Katara,
Hemvani, Chitnis, Chitnis y Chitnis 2008: 241) y después de la
exposicion se volvid a tomar una muestra microbioldgica en el
mismo cm2 de la piel del espécimen (postratamiento). Para la
exposicion, cada ejemplar se retir6 del frasco de conservaciéon
y se dispuso individualmente en una caja de Petri estéril,
irradiando Unicamente 1 cm? de la superficie, de manera que el
area seleccionada de la piel quedara directamente expuesta a
la radiacién. Esta metodologia se aplicé con el fin de garantizar
una irradiacién uniforme y evitar la interferencia del material de
los frascos de conservacion.

Las muestras fueron depositadas en tubos de ensayo con 9 ml
de caldo CASO durante 24 horas a 37 °C, para posteriormente
realizar diluciones correspondientes a 10-3y 10-4, sembrarlas en
placa y realizar el recuento UFC/cm? Se reportaron los cambios
mediante porcentaje de inhibicion de los especimenes de
prueba con respecto a la concentracion de microorganismos
antes de la exposicion a la luz UV 222 nm (Porcentaje de
inhibicion=(Antes)-(Después)/(Antes)*100). Se realizd |la
caracterizacion visual con registros fotograficos del antes y el
después de los ejemplares. Al finalizar el procedimiento, el fluido
conservante fue reemplazado por etanol fresco al 75 %, con el

fin de evitar la permanencia de posibles depdsitos cromaéforos
u otros compuestos liberados por los tejidos en el medio
original. Asimismo, se recomienda el uso de un colorimetro en
futuros ensayos, a fin de cuantificar de manera objetiva y precisa
eventuales variaciones en la coloracion del fluido.

—Andlisis estadisticos

Dado que los datos no seguian una distribucién normal y los
valores presentes en el eje X fueron categoéricos (5 min, 15
min, 25 min y 35 min), se utiliz6 la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (H) para evaluar si el porcentaje de inhibicion
varia con respecto a los tiempos de exposicidn (Sawyer, 2009).
Tras identificar diferencias significativas, se llevé a cabo la
prueba post hoc de Dunn para determinar qué pares de
tiempos de exposicion presentaban diferencias significativas.

Finalmente, para la evaluacion antimicrobiana de la luz UV
222 nm sobre los ejemplares bioldgicos, se aplicé una prueba
pareada de Wilcoxon. Esta prueba permitié verificar si existian
diferencias significativas entre las mediciones de UFC/cm?
antes y después del tratamiento con luz UV 222 nm.

Resultados

—Diagnéstico y caracterizacion de indicadores de biodeterioro

Inicialmente, se realizé una revisién de los 645 especimenes
conservados en etanol presentes en la colecciéon CZCH. Tras
la revisidn, se seleccionaron 18 especimenes de aves, anfibios
y reptiles que presentaban posibles indicadores iniciales
de biodeterioro como capas viscosas y filamentosas de
colores blancos y amarillos sobre la piel. Sin embargo, tras el
muestreo solo se obtuvo crecimiento bacteriano a partir de
tres especimenes confirmando la afectacion por biodeterioro.
Entre los especimenes mencionados se encontré un ave
(Megascopus choliba), un reptil (Anolis tolimensis), y un
anfibio (Pristimantis).

—Caracterizacién morfolégica de los microorganismos aislados
a partir de los ejemplares bioldgicos

Se realizd la identificacién morfoldgica de los microorganismos
presentes en las muestras recolectadas, teniendo en cuenta las
caracteristicas macroscdpicas de las colonias y la tincién de Gram,
lo que permitié detectar untotal de tres bacterias con morfologias
diferentes de bacilos como se observa a continuacién. Para
identificar cada ejemplar evaluado se utilizaron las siguientes
abreviaturas: Av (aves), A (anfibios) y R (reptiles).

— Identificacién molecular de los microorganismos aislados a
partir de los ejemplares bioldgicos

Las bacterias aisladas fueron secuenciadas utilizando
amplificacién en el gen 16S. La amplificacién permitié la
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identificacion de distintas especies bacterianas con altos
niveles de similitud [Tabla 1].

Ejemplar Especie Porcentaje identidad
CZCH-AV60 Bac:llys pa.rallche.mforr.ms 99,58
Bacillus lincheniformis

Paenibacillus xylanexeden
CZCH-A17 — - 97,37

Paenibacillus amylolyticus

Bacillus tequilensis

CZCH-R112 100

Bacillus velezensis

Tabla 1.- Identificacién de especies bacterianas aisladas
mediante secuenciamiento del gen 16S. CZCH, Coleccién
Zooldgica "José Ricardo Cure Hakim" de la Unviersidad Militar
Nueva Granada. CZCH-A (Anfibios), CZCH-R (Reptiles), CZDH-Av
(Aves).. El porcentaje de identidad se refiere a cuanto se parecen
dos secuencias de ADN, siendo 100 % idénticas y 0 %, totalmente
diferentes.

— Evaluacion del efecto antimicrobiano de la luz UV 222 nm
(in vitro)

Las bacterias evaluadas alcanzaron una reduccion de 2 a
3 unidades logaritmicas en la concentracion de UFC/ml. A
los 5 minutos de exposicion a luz UV 222 nm, la reduccién
varia entre 1y 2 unidades logaritmicas, mientras que a los
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15 minutos de exposicién a luz UV 222 nm, la disminucién
comienza a acercarse a las 3 unidades logaritmicas en las
bacterias evaluadas. Se evidencia que el control, donde
no se aplica ninguin tiempo de exposicion con luz UV 222
nm, la concentracién de bacterias es elevada [Figura 1]. A
partir de los 5 minutos de exposicién a la luz UV 222 nm, se
observa una disminucién en la concentracién bacteriana.
Este descenso alcanza los valores mas bajos en tiempos
prolongados de 25y 35 minutos.

En la Figura 2 se refleja lo obtenido en términos de porcentajes
de inhibiciéon de crecimiento bacteriano para cada una de las
bacterias extraidas por ejemplar. A partir de los 5 minutos de
exposicion, la mayoria de las bacterias alcanzan valores cercanos
al 90 % de inhibicién. Mientras que alos 15 minutos de exposicién
aluz UV 222 nm la inhibicion se acerca al 99 % en la mayoria de
las bacterias evaluadas. Para evaluar la existencia de diferencias
significativas entre los tratamientos con luz UV 222 nm, se
aplicé la prueba de Kruskal-Wallis (H), la cual mostré diferencias
significativas entre los tratamientos (p<0,05). Posteriormente,
se realizd la prueba Post hoc de Dunn para identificar las
diferencias especificas, encontrando diferencias significativas
Unicamente entre los tiempos de exposicion de 5y 15 minutos
(p<0,05). A partir de los 15 minutos, no se observaron diferencias
significativas, lo que indica que los porcentajes de inhibicion son
muy similares después de los 15 minutos de exposicion.
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Figura 1.- Recuento en placa en funcién del tiempo de exposicion
a luz UV 222 nm de bacterias aisladas a partir de los ejemplares (in
vitro). CZCH, Colecciéon Zooldgica "José Ricardo Cure Hakim" de
la Unviersidad Militar Nueva Granada. CZCH-A (Anfibios), CZCH-R
(Reptiles), CZDH-Av (Aves).

Figura 2.- Recuento en placa en funciéon del tiempo de exposicion
a luz UV 222 nm de bacterias aisladas a partir de los ejemplares (in
vitro). CZCH, Colecciéon Zooldgica "José Ricardo Cure Hakim" de
la Unviersidad Militar Nueva Granada. CZCH-A (Anfibios), CZCH-R
(Reptiles), CZDH-Av (Aves).
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— Evaluacién del efecto antimicrobiano de la luz UV 222 nm sobre
ejemplares bioldgicos

Basado en la evaluacion in vitro, se determiné un tiempo de
prueba correspondiente a 15 minutos. El tiempo de exposicion
a luz UV 222 nm seleccionado se aplicé sobre los ejemplares, ya
que las pruebas estadisticas demostraron que, a partir de este
tiempo, no habia diferencias significativas en los porcentajes de
inhibicién alcanzados de manera in vitro.

El andlisis reflejé una disminucién en el nimero de colonias y
UFC/cm2 después de los 15 minutos de exposicién a luz UV 222
nm sobre cada uno de los ejemplares. Al realizar la prueba de
Wilcoxon se encontraron diferencias significativas entre el antes
y el después del tratamiento con exposicién durante 15 minutos
con luz UV 222 nm (p<0,05) [Figura 3].

Ejemplar Porcentaje de inhibicion (%)
CZCH-Av60 76,19
CZCH-A17 70,56
CZCH-R112 67,85

Tabla 2.- Porcentaje de inhibicién alcanzado por ejemplar después
delaexposicionaluz UV 222 nmdurante 15 minutos. CZCH, Coleccion
Zooldgica "José Ricardo Cure Hakim" de la Unviersidad Militar Nueva
Granada. CZCH-A (Anfibios), CZCH-R (Reptiles), CZDH-Av (Aves).

Antes de la irradiacion Después de la irradiacion

CZCH-Av60

CZCH-A17

CZCH-R112

Tabla 3.- Evaluacién antimicrobiana de luz UV222 nm sobre los
ejemplares. CZCH, Coleccion Zooldgica "José Ricardo Cure Hakim"
de la Unviersidad Militar Nueva Granada. CZCH-A (Anfibios), CZCH-R
(Reptiles), CZDH-Av (Aves).
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Figura 3.- Recuento en placa por ejemplar evaluado antes y después
de la exposicién a luz UV 222 nm. CZCH, Coleccién Zooldgica "José
Ricardo Cure Hakim" de la Unviersidad Militar Nueva Granada.
CZCH-A (Anfibios), CZCH-R (Reptiles), CZDH-Av (Aves).

Discusion

— Diagnéstico y caracterizacion de indicadores de biodeterioro

Unicamente 3 de los 18 especimenes con indicadores
visuales de biodeterioro mostraron crecimiento de bacterias,
confirmando asi la existencia de biodeterioro. Esto sugiere que
los signos visibles de biodeterioro pueden tener origenes no
bioldgicos, como reacciones quimicas provocadas durante la
conservacion de los especimenes (Negi y Sarethy 2019:1014-
1029). En algunos de los especimenes que no tuvieron
crecimiento microbiano se observaron capas viscosas de
colores rosados y amarillos, que pudo haber sido originado
por la descomposicion de los compuestos organicos en el
liquido preservante.

Estos hallazgos permiten afirmar que la coleccién tratada
se encuentra en buenas condiciones. Sin embargo,
deben considerarse otros factores que pueden afectar su
preservacion, como el uso de frascos con cierres inadecuados
o0 materiales de baja calidad, que pueden favorecer la
evaporacion del liquido y, con ello, comprometer la integridad
de los especimenes a largo plazo (Simmons y Mufoz-Saba
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2005). Durante la revision se evidencié este problema en
algunos frascos, lo que ocasiond la evaporacién del liquido y
una disminucién en la concentracion de etanol, condicién que
pudo favorecer la proliferacién microbiana. En este sentido, se
recomienda el uso de alcoholimetros en posteriores estudios
para verificar la concentracion de etanol.

Los analisis realizados evidenciaron la presencia de bacterias,
por lo que la evaluacién inicial se enfocé Unicamente en ellas.
No obstante, se proyecta ampliar la investigacion hacia el
andlisis del efecto antifungico en ejemplares conservados en
liquido y seco.

— Identificacion molecular de los microorganismos aislados a
partir de los ejemplares bioldgicos

La mayoria de los microorganismos aislados fueron
identificados como miembros del género Bacillus. Este
género ha sido ampliamente documentado en diversos
estudios sobre microorganismos extraidos de colecciones
zooldgicas. Un andlisis realizado por Carrillo Chavez, Arias
Bermudez, Nieto Vanegas, Pinto Sanchez y Patifio (2023),
documento la presencia de estas bacterias en plumas y piel
de aves conservadas en seco presentes en una coleccién
bioldgica de Colombia. Lo anterior sugiere la gran capacidad
del género Bacillus para colonizar este tipo de sustratos.
Asimismo, se ha observado que Bacillus coloniza la piel de
anfibios y reptiles en colecciones zooldgicas (lenes-Lima,
Prichula, Abadie, Giaretta, Cechin, Lucas y Oliveira 2023), lo
cual respalda los resultados obtenidos en el presente estudio.
En este contexto, la alta humedad ambiental registrada en la
coleccién analizada (75 % a 80 %) podria haber favorecido
el crecimiento del género Bacillus, ya que la disponibilidad
de agua es un factor determinante para la proliferacion
microbiana en especimenes preservados.

Por otro lado, algunas de las especies aisladas como
Bacillus amyloliquefaciens presentan una alta produccién
de proteasas, las cuales descomponen proteinas como el
colagenoy la queratina que estan presentes en las plumas de
las aves. A su vez, la especie Bacillus velezensis produce lipasas
que degradan lipidos y grasas, componentes de las capas
externas de la piel (Latorre, Hernandez-Velasco, Wolfenden,
Vicente, Wolfenden, Menconi, Bielke, Hargis y Téllez 2016).
Estos hallazgos concuerdan con los resultados del presente
trabajo, en el cual se identificé la presencia de Bacillus
amyloliquefaciens en un ejemplar de ave [Tabla 1].

En un andlisis realizado en una coleccién anatémica
conservada en liquido se encontraron especies como Bacillus
cereus y Bacillus thuringiensis (Domanski, Janczura, Wanat,
Wiglusz, Grajzer, Simmons, Domagata y Szepietowski 2023).
Esto difiere un poco de lo encontrado en el presente estudio
ya que no se hallaron ese tipo de especies bacterianas debido
a la diferencia de especimenes tratados y otros factores como
la variacion en las condiciones ambientales (temperatura
y humedad) y la concentracién del liquido conservante.
Sin embargo, se observa una similitud en cuanto al género
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Bacillus. Por otro lado, el género Paenibacillus no ha sido
documentado con la misma frecuencia en el ambito de
colecciones bioldgicas. No obstante, Paenibacillus ha sido
encontrado en la piel de anfibios como Pelophylax perezi,
antes de ser recolectados (Proenca, Fasola, Lopes y Morais
2021). Esto sugiere que, tras la conservacién, almacenamiento
y manipulacion, estas bacterias pueden permanecer activas
y contribuir al biodeterioro de los especimenes. Las bacterias
aisladas se caracterizan por desarrollar resistencia al liquido
de preservacién en el que se encuentran junto al espécimen,
en este caso, el etanol. Especies como Bacillus spp. y algunas
relacionadas como Paenibacillus, se caracterizan por presentar
esta resistencia, generada por endosporas (Pious 2011).

Es importante mencionar que la eficacia del etanol como
conservante depende en gran medida de su concentracion.
En condiciones ideales debe mantenerse al 75 %. Sin embargo,
factores como la evaporacion del liquido, que incrementa
la proporcién de agua frente al alcohol, o el uso de frascos
mal sellados, pueden disminuir la concentraciéon y con ello
favorecer la persistencia y proliferacién bacteriana. Asimismo,
es fundamental garantizar que el volumen de etanol cubra
completamente el espécimen, ya que una coberturadeficiente
representa un riesgo adicional para su preservacion a largo
plazo. Estas condiciones facilitan la supervivencia bacteriana
y pueden ejercer presion selectiva que favorece la resistencia
de ciertos microorganismos al medio de conservacion.

— Evaluacién del efecto antimicrobiano de la luz UV 222 nm (in
vitro)

Los resultados obtenidos indican que la exposicidonin vitroala
luz UV 222 nm reduce la concentracion de microorganismos.
Esta disminucidon se hace mas pronunciada a medida que
aumenta el tiempo de exposicién, lo que muestra una
inhibicién del crecimiento bacteriano con valores cercanos
o iguales al 90 % a los 5 minutos. Sin embargo, a partir de
los 15 minutos, la inhibicién se estabiliza en un 99 %, lo que
sugiere que los cambios adicionales en la inhibicién y la carga
microbiana son minimos a partir de ese punto. Esto indica
que se ha alcanzado un umbral donde el tiempo adicional
de exposicion a la luz UV 222 nm no aumenta notablemente
el porcentaje de inhibicion del crecimiento bacteriano,
evidenciando que la inhibicién se mantiene constante. Por lo
tanto, para evitar posibles riesgos asociados a una exposicién
prolongada, esrecomendable utilizar un tiempo de exposicion
menor (Ning, Han, Liu, Liu, Sun, Wang, Wang, Gao, Wang,
Wang, Gao, Chen, y Li 2023). No obstante, aun bajo estas
condiciones no se logra una esterilizacién absoluta, lo que
plantea la necesidad de considerar tratamientos peridédicos
o complementarios con otras medidas de conservacion,
como el cambio del liquido preservante y el control de
condiciones ambientales. Asimismo, es importante sefalar
que este estudio corresponde a una fase inicial exploratoria,
por lo que se recomienda continuar con investigaciones
futuras que integren herramientas adicionales como el uso de
colorimetria y analisis genético de los ejemplares, con el fin de
evaluar de manera mas precisa los efectos de la luz UV.
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En linea con estos hallazgos, el comportamiento observado
en los porcentajes altos de inhibicion a partir de los 15
minutos en la mayoria de las bacterias tratadas sugiere
que el tratamiento con luz UV-C genera reduccién de
la carga microbiana. En 2024, Peterson y colaboradores
emplearon dosis acumulativas de luz UV de 222 nm,
ajustando lairradiancia (mW/cm?) en funcién de los tiempos
de exposicion. En su estudio, observaron que la luz UV-C
a 222 nm lograba una inhibicion del 90 % en bacterias
como Bacillus pumilus y Bacillus subtilis con una irradiancia
de 4,0 mW/cm?. Estos resultados difieren de los obtenidos
en el presente trabajo. Esta disparidad podria atribuirse
a multiples factores, como la diferencia entre el tipo de
microorganismos, la distancia de luz sobre las muestras, y la
potencia y configuracién de la lampara UV-C. No obstante,
en un andlisis realizado por Gérny, Golofit-Szymczak, Palak,
Lawnickek-Walczyk, Cyprowski, Stobnicka, Plocinska vy
Kowalska (2024), se demostré que Bacillus subtillis presenta
inhibicién del 99 % a los 20 minutos de exposicion a la luz
UV 222 nm. Este resultado concuerda con lo obtenido en
el presente estudio donde se observaron porcentajes de
inhibicién del 99 % a partir de los 15 minutos de exposicion.

Es importante recordar que las ldmparas de luz UV usadas
convencionalmente como germicidas tienen una longitud
de onda de 254 nm. La longitud de 254 nm genera dafos
en la superficie de la piel tanto de humanos como animales
penetrando profundamente y causando dimerizacién de
las pirimidinas presentes en el ADN. Sin embargo, la luz
UV manejada a una longitud de onda de 222 nm tiene una
penetracion superficial que afecta Unicamente las capas
mas externas de la piel sin inducir efectos genotodxicos
significativos (Yamano, Kunisada, Kaidzu, Sugihara, Nishiaki-
Sawada, Ohashi, Yoshioka, Igarashi, Ohira, Tanito y Nishigori
2020). Por tanto, el uso de una longitud de onda de 222
nm es fundamental, ya que permite la prevencion y/o
disminucion del biodeterioro, sin causar dafos en el ADN de
los ejemplares, preservando asi su integridad para estudios
futuros. Esto garantiza que los especimenes puedan ser
monitoreados y analizados sin comprometer su informacion
genética ni la calidad de su piel tras la exposicion.

— Evaluacién del efecto antimicrobiano de la luz UV 222 nm
sobre ejemplares

En la evaluacion del efecto antimicrobiano sobre los
ejemplares bioldgicos, se observd que los porcentajes de
inhibiciéon fueron menores en comparacién conla evaluacion
antimicrobiana in vitro, debido a multiples factores [Tabla 2].
Entreellosseencuentranlasestructurasdelapiel,los pliegues
y las texturas de los especimenes las cuales pueden impedir
una exposicion uniforme, creando areas menos expuestas
a la radiacion UV (Linnie 2000:295-300). Ademas, estudios
previos sobre la luz UV 222 nm en organismos in vivo han
demostrado mayor inhibicion en entornos mas controlados.
Esto se debe a que los ejemplares biologicos presentan
variabilidad en cuanto a estructura y tamafo. Factores como
la absorcién desigual de la radiacién y la proteccion natural

de los tejidos presentes en los ejemplares pueden reducir los
niveles de inhibicion (Weihs, Schmalwieser y Schaudberger
2012:609-688). En comparacion, los estudios in vitro ofrecen
condiciones completamente controladas y homogéneas.

Por otro lado, los especimenes no mostraron cambios
notorios en sus caracteristicas fisicas, lo que sugiere que
la longitud de onda utilizada en el tratamiento no causa
alteraciones superficiales [Tabla 3]. Los cambios en las
caracteristicas fisicas de los especimenes se midieron de
manera cualitativa, mediante observaciones visuales de
color, textura y forma de los tejidos, plumajes y pieles,
complementadas con fotografias, dado que el presente
estudio constituyd un acercamiento preliminar al método.
Sin embargo, se recomienda que en estudios futuros se
realice una evaluacion cuantitativa utilizando instrumentos
como colorimetros, lo que permitiria medir con mayor
precision posibles alteraciones. En contraste, Nishigori,
Yamano, Kunisada, Nishiaki-Sawada, Ohashi y Igarashi
(2023), realizaron mediciones cuantitativas y encontraron
que la luz UV 222 nm no genera dafos en la epidermis
de organismos como ratones en comparaciéon con otras
longitudes de onda como 254 nm y 300 nm. Tomando en
cuenta estos hallazgos y tras evaluar diferentes tiempos de
exposicion, se determiné que un tiempo de 15 minutos es
el mas apropiado para la irradiacion con luz UV 222 nm, ya
que no provoca desecacidon en los especimenes durante
el proceso, logra altos porcentajes de inhibicion y reduce
la carga microbiana. El tratamiento con luz UV 222 nm
puede ser eficaz para reducir y mitigar el biodeterioro en
las colecciones bioldgicas, disminuyendo asi el riesgo de
que los microorganismos presentes desarrollen resistencia
a productos como el etanol.

Conclusiones

Los microorganismos aislados fueron bacterias Gram
positivas, identificadas como Bacillus 'y Paenibacillus
mediante andlisis molecular del gen 16S. La luz UV 222
nm redujo la concentracién bacteriana en un 90 % a los 5
minutos de exposicién, estabilizandose en un 99 % a los 15
minutos, sin incrementos adicionales. Por lo expuesto, se
recomienda este tiempo para evitar los riesgos asociados
con exposiciones prolongadas. Estos resultados demuestran
la efectividad de la luz UV 222 nm para controlar la carga
microbiana en especimenes preservados en etanol,
ofreciendo una estrategia prometedora para la conservacion
de la coleccion zooldgica “José Ricardo Cure Hakim” y el
control del biodeterioro en colecciones bioldgicas. No
obstante, para garantizar la reduccién microbiana, es crucial
la correcta eleccion de los métodos de conservacion, los
materiales de almacenamiento y los productos utilizados
en la preservacion, asegurando que minimicen las
condiciones de crecimiento microbiano. La combinacion
de una irradiacién adecuada con practicas de conservacién
adecuadas contribuye a mantener la integridad de los
ejemplares a largo plazo y a reducir significativamente los
riesgos de biodeterioro en colecciones biolédgicas.
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