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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en muestras de aguas termales obtenidas del
Balneario Rumiloma de la parroquia Guangopolo provincia de Pichincha. EI desarrollo del
analisis microbioldgico se llevo a cabo en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
Laboratorio de Anélisis Bioquimicos y Bacteriol6gicos de la Facultad de Ciencias, en el que se
realizaron diferentes pruebas como la cuantificacion de bacterias aerobias meséfilas, coliformes
totales, fecales, mohos y levaduras. La metodologia utilizada para la cuantificacién de
microorganismos se realizé por el método de placas Petrifilm™, posteriormente las colonias
fueron aisladas mediante repiques en Agar Mueller-Hinton, se realiz6 la descripcion
macroscépica, tincion Gram, pruebas bioquimicas y pruebas de sensibilidad antimicrobiana a
cada una de las colonias aisladas. Se aislaron e identificaron 11 cepas bacterianas que
corresponden a los tipos morfolégicos de bacilos Gram negativos (73%), bacilos Gram positivos
(18%) y cocos Gram positivos (9%) lo que indica que en el balneario hay prevalencia de bacilos
Gram negativos, lo que es caracteristico de aguas termales. Las especies encontradas fueron
Xenorhabdus beddingii (37%), seguida con un 18% de la bacteria Brevundimonas diminuta y
con un 9% la presencia de las siguientes bacterias: Budvicia aquatica, Pseudomonas stutzeri,
Bacillus mycoides, Bacillus spp. y Staphylococcus spp. Es asi que en las aguas termales del
Balneario Rumiloma se encontr6 la presencia de una poblacion bacteriana diversa, en la que
algunos forman parte de la poblacién autoctona y otros se encuentran en el suelo y aguas
superficiales y desde estos habitats pueden llegar al manantial. Se recomienda realizar estudios

periodicos para evitar riesgos en la salud de los usuarios.

PALABRAS CLAVE: <BALNEARIO RUMILOMA> <PICHINCHA [PROVINCIA] >
<AGUAS BICARBONATADA SODICA> <AGUAS TERMALES> <MICROBIOTA
AUTOCTONA> <ANTIBIOGRAMA> <PLACAS PETRIFLIM [METODO] >

xviii



SUMARY

This research was performed based on hot springs samples obtained from Rumiloma spa,
Guangopolo parish, Pichincha province. The microbiological analysis was developed at
biochemical and bacteriological analysis laboratory of Science Faculty of Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, where aerobic mesophyllic bacteria, total coliforms, fecal coliforms,
yeasts and moulds quantifying tests were developed. The microorganisms quantifying methodology
was performed by Petrifilm ™ plates method, later colonies were isolated by Mueller-Hinton Agar,
macroscopic description, Gram staining, biochemical tests and antimicrobial susceptibility testing
from each one of isolated colonies were carried out. Eleven bacterial strains were isolated and
identified corresponding to the morphological types of Gram negative bacilli (73%), Gram positive
bacilli (18%) and Gram coconut positive (9%) indicating that there is the prevalence of Gram
negative bacilli in spa, which is characteristic of hot springs. The species found were Xenorhabdus
beddingii (37%), (18%) Brevundimonas diminuta bacteria and (9%) of other bacteria such as:
Budvicia aquatica, Pseudomonas stutzeri, Bacillus mycoides, Bacillus spp. and Staphylococcus
spp. In fact, in hot springs of Rumiloma spa the presence of a diverse bacterial population were
found, some of these as part of the native population and others are on the ground and surface
water, that is why from these habitats may reach the spring. We recommend that regular studies be
done in order to avoid risks to the health of users.

KEY WORDS: <RUMILOMA SPA> <PICHINCHA [PROVINCE]> <SODIUM
BICARBONATED  WATER> <HOT  SPRINGS> <NATIVE MICROBIOTA>
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INTRODUCCION

Debido a su ubicacién geogréfica a lo largo del llamado Cinturdn de Fuego del Pacifico, las cuatro
regiones de Ecuador: Sierra, Oriente, Costa y Galapagos, cuentan con actividad volcanica. Ello
convierte al pais en uno de los mejores lugares del mundo para relajarse en un bafio termal de aguas
ricas en minerales. Los habitantes ancestrales de Ecuador han usado estas aguas célidas y remotas

con poderosos efectos curativos gracias a sus altos contenidos de minerales y sulfuros. (Hopey, 2013.

http://www.ecuadorexplorer.com/es/html/aguas-termales-y-spas.html)

A medida que crece la popularidad de estos ecosistemas acuaticos, muchos habitantes de los sitios
donde estos manantiales se encuentran, han construido balnearios que se convierten en un
verdadero paraiso de aguas termales destinado a tratamientos naturales, debido a que tienen

diferentes efectos en el cuerpo humano. (Gibert, 2010, p. 2)

Las fuentes de aguas termales poseen una poblacién microbiana autdctona que suele ser
caracteristica y que depende de sus propiedades fisico-quimicas. Son ambientes extremos por
sus altas temperaturas, mayor concentracion de sales, condiciones que no son favorables para el

crecimiento de ciertos seres Vvivos.

En Ecuador solo existen estudios realizados por el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia
(INAMH]I) cuyo objetivo ha sido investigar los pardmetros fisico-quimicos de las fuentes de aguas

termo-minerales en el Ecuador.

En vista de que no existen estudios realizados en el Ecuador sobre la importancia de las aguas
termales se escogié al Balneario Rumiloma para realizar el estudio, siendo uno de los muchos

balnearios con los que cuenta el Ecuador.

El gobierno en la actualidad impulsa el Plan Nacional del Buen Vivir y uno de los principales
objetivos es garantizar mejores condiciones de vida fomentando la salud a la que tienen derecho los
ciudadanos ecuatorianos, asi también al de vivir en un ambiente sano libre de contaminacion. Por
esta razon el estudio microbioldgico evaluara la calidad del agua debido a que a través de ella se

pueden adquirir enfermedades que causen dafio a los usuarios del balneario.

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo el estudio microbioldgico de las aguas termales
del Balneario Rumiloma de la Parroquia Guangopolo perteneciente a la Provincia de Pichincha con

el fin de conocer si existe contaminacion microbiolégica y establecer la presencia de bacterias y


http://www.ecuadorexplorer.com/es/html/aguas-termales-y-spas.html

hongos, asi también conocer la biodiversidad microbiana de estas aguas termales y garantizar la
calidad sanitaria descartando la presencia de microorganismos patdgenos para fomentar un turismo
de salud indicando los beneficios terapéuticos que tienen dichas aguas.

Los resultados obtenidos se darén a conocer a los administradores y en caso de ser necesario se les
sugerira algin tratamiento sanitario que garantice la calidad y seguridad de los usuarios del

balneario.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Aguas Termales

Agquellas aguas minerales que brotan del suelo a una temperatura mayor de 5°C que la temperatura
ambiental se las llaman aguas termales. Dichas aguas surgen de capas subterraneas a las cuales se

debe su alta temperatura y sus componentes minerales. (Méndez, 2010, p. 4)

Las aguas termales son minero-medicinales, pero no todas las aguas mineromedicinales son

termales, ya que podemos encontrar aguas mineromedicinales frias.

1.1.1 Origen de las aguas termales

SegUn Cibeira, (2000) existen dos tipos de aguas termales de acuerdo a su origen geolégico:

- Magmaéticas.- Estas aguas nacen de filones metalicos o eruptivos su temperatura es por lo
general mayor a 50°C y los elementos que comunmente se encuentran son arsenico, boro,

bromo, cobre, fésforo y nitrégeno.

- Teldricas.- Conocidas también como aguas de infiltracion, son aquellas que pueden surgir de
cualquier terreno. Su caudal es variable, segun los regimenes de lluvia y estaciones del afio.
Las temperaturas rara vez llegan a los 50° C y tienen generalmente bicarbonatos, cloruros,

sales de calcio y otros.

1.1.2 Caracteristicas fisicas de las aguas termales

- Temperatura en la fuente mayor a 20°C, o superior en 5°C a la temperatura media anual del
lugar en el que emergen.

- Contenido total de sélidos disueltos mayor que 1g/L.

- Las especies quimicas que asignan el nombre para su clasificacion (cloruradas,
bicarbonatadas, sulfatadas, etc) deben tener una concentracion mayor al 20% respecto a las

especies de la misma carga (aniones o cationes). (Carrasco & Naula, 2012, p.82)



1.1.3 Clasificacion de las aguas termales

El criterio de clasificacion de las aguas termales puede ser asumido desde varios puntos de

vista: de acuerdo a su temperatura, a su composicién quimica, a su origen geoldgico, etc.

1.1.3.1 De acuerdo a su Temperatura

Segun el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI, 2013, p.10) clasifica a las aguas

termales de acuerdo a su temperatura en: frias, hipotermales, termales, hipertermales. (Tabla 1-1)

Tabla 1-1. Clasificacion de las aguas termales de acuerdo a la temperatura

Aguas Frias Menos de 20 °C
Hipotermales De 20°a 30 °C
Termales De 30°a40°C
Hipertermales Mas de 40 °C

Fuente: INAMHI, 2013. (Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia. Octubre 2013)

1.1.3.2 De Acuerdo a su Composicién Quimica

Las aguas termales cuando presentan mas de un gramo por litro de mineralizacion global, suelen
ser clasificadas de acuerdo a su contenido aniénico y cationico predominante (Cuadro 1-1).
(Larraiza, 2014, p. 9)

Cuadro 1-1. Clasificacion de las aguas termales de acuerdo a su composicion quimica

Provienen de las profundidades de la tierra, sus composiciones son muy

Aguas variadas. Predomina el anién cloruro y los cationes sobresalientes suelen ser
Cloruradas el sodio, el calcio o el magnesio.

Aguas Predominan los aniones sulfato con diferentes cationes. La mineralizacion
Sulfatadas total debe superar a 1g/L. Su mineralizacion y temperatura son variables.

Aguas Predomina el anién bicarbonato y su mineralizacion global es superior a 1g/L.

Bicarbonatadas ~ Suelen ser de baja mineralizacion y de temperatura de emergencia fria.

Fuente: LARRAIZA, 2014.



1.1.3.3 De Acuerdo a la Cantidad de Residuos Secos

De acuerdo al total de solidos disueltos, se ha dividido a las aguas termales (Tabla 2-1).

Tabla 2-1. Clasificacion de las aguas termales de acuerdo a la cantidad de residuos secos

Oligometalicas No superior a 110mg/L
Mineralizacion muy debil Entre 110 y 250mg/L
Mineralizacion débil Entre 250 y 500mg/L
Mineralizacion media Entre 500 y 1000mg/L
Mineralizacion fuerte Superior a 1000mg/L

Fuente: MARAVER, et al., 2003.

1.1.4 Beneficios de aguas termales

El agua termal tiene varios efectos en el cuerpo humano siendo los mas importantes el aumento de
temperatura del cuerpo y de la presion hidrostética lo cual conlleva al aumento de la oxigenacion y
circulacion sanguinea ayudando asi a la depuracion de la sangre y a la eliminacion de toxinas del
cuerpo mediante la sudoracion y diuresis. Las aguas termales presentan propiedades curativas
siendo asi utilizadas para estimular las defensas del cuerpo, las secreciones del higado y del tracto
digestivo ayudando a la digestion, a mas de servir de relajante y sedante para el ritmo de vida actual
y para el estrés debido a que sedan al sistema nervioso. Para todos los casos mencionados los bafios
termales deben efectuarse de 3 a 4 semanas para que haya mayor efectividad, siendo fundamental
una consulta previa con un especialista particularmente en caso de embarazos, edad avanzada y

enfermedad. (Vitor, 2010, p. 19)

1.2 Control de Calidad de Aguas Minero-Medicinales

Todas las aguas sean minero-medicinales, termales 0 no poseen caracteristicas fisicas, quimicas,
microbiolégicas mediante las cuales se puede definir sus propiedades y por ende sus aplicaciones.
Entre las principales caracteristicas de las aguas minero-medicinales se encuentran:

- Caudal

- Temperatura

- Otros pardmetros fisicos: olor, turbidez, pH, conductividad, etc.

- Radiactividad



- Calidad microbiolégica: Flora autdctona: algas, hongos, termofilos, mesofilos, aerobios,

anaerobios, haldfilos, etc.

1.2.1 Caudal

En una estacién termal o balneario el caudal de las aguas minero-medicinales puede alterarse
por fendmenos naturales sean estos por movimientos sismicos lejanos o cercanos, por la
acumulacién de sedimentos en las vias de emergencia del agua formado por fendbmenos de su
propia composicién. Es asi que cualquiera de estos factores puede alterar la cantidad de agua
minero-medicinal ya sea en su punto de emergencia o de captacién ocasionando una imprevista

interrupcién o un paulatino descenso hasta su agotamiento total. (Rodés, 2000, p.76)

1.2.2 Temperatura

En el punto de emergencia del agua la temperatura no siempre suele ser constante debido a
fendmenos del subsuelo el cual puede dar origen a aguas homotérmicas (aquellas que mantienen
constante su temperatura) y a aguas heterotérmicas (aquellas que presentan cambios
estacionales), por lo que es indispensable conocer el cambio estacional debido a que pueden
darse variaciones en las caracteristicas del agua debiendo realizarse mediciones periddicas para

poder detectar algin fendmeno anémalo. (Rodés, 2000, p. 77)

1.2.3 Radiactividad

Hasta el momento no se han determinado limites legales por lo que se suele tomar de referencia
los valores guia establecidos para las aguas de consumo publico siendo su valor de radiactividad
alfa total de 0,1 Bg/L y 1,0 Bg/L para la radiactividad total. En las aguas minero-medicinales el

valor de radiactividad es mayor en aguas termales. (Rodés, 2000, p. 80)

1.3 Agua Termal de Rumiloma de la Parroquia Guangopolo

1.3.1 Parroquia Guangopolo (Aquicito, Parroquias del Distrito Metropolitano de Quito, 2014)

Esta parroquia se encuentra ubicada en las faldas del cerro Ilald, muy cerca del rio San Pedro, al

este de la ciudad de Quito. Sus atractivos son las piscinas de aguas termales y las artesanias

elaboradas con crin de caballo.



Guangopolo es una de las comunidades més antiguas originada de la tribu de los Quitus-Caras.
Su nombre surge por la union de dos reyes provenientes de comunidades diferentes por lo que

“Guango” en quichua significa “Princesa” y “Pulu” “Principe”.

Guangopolo fue parte de la red de sefiorios del Quito preincésico. Durante la época de La
Colonia estas tierras estuvieron anexadas a Tumbaco y posteriormente, a Conocoto y Alangasi.
En 1953, finalmente Guangopolo se constituyé como parroquia rural del Distrito Metropolitano
de Quito la misma que se encuentra al este de Quito a 0°15” 33,48” S y 78°27°8.04” W al pie

del cerro Ilalo.

PARBOCOUIA
GUANGOPOLO

N

Figura 1-1. Ubicacién de la parroguia Guangopolo
Fuente: http://www.guangopolo.gob.ec/pichincha.

El 4rea total de Guangopolo es de 29.95 km? a una altura de 2475 m.s.n.m, con una presion
atmosférica promedio de 548 milibares, temperatura ambiente anual de 18°C y con humedad
relativa alrededor del 76%. El centro poblado de Guangopolo cuenta con una poblacion de 6500
habitantes, dicha parroquia esta conformada por tres comunas las cuales son: Rumiloma,

Sorialomay La Toglla.

1.3.2 Agua termal del Balneario Rumiloma (Gobierno Parroquial de Guangopolo, 2008)

El balneario Rumiloma que en idioma ancestral significa “Montaia de piedra” estd ubicado en
la parroquia Guangopolo, en plena via Intervalles, entre Tumbaco y El Tingo, el balneario
ostenta el privilegio de llenar sus piscinas con agua pura que nace literalmente de las entrafias de

una montafia.

Los pobladores de Guangopolo acuden con frecuencia a estas piscinas para disfrutar de sus

aguas termales que alcanzan una temperatura de 31,5°C con propiedades minerales curativas



que benefician a la salud, ayudando a mejorar problemas reumaticos, artrosis, artritis, afecciones
cronicas del aparato respiratorio como: laringitis, rinitis, bronquitis, asma; asi también son

tonificantes y embellecedores de la piel.

Luego de la remodelacion efectuada por el Municipio el balneario Rumiloma cuenta con las
siguientes instalaciones: dos piscinas, canchas multiusos, senderos, bar, chozones y un camino

para descender hasta el rio San Pedro.

Piscina Balneario de Guangopolo

Figura 2-1. Ubicacion del Balneario Rumiloma
Fuente: http://deportesyturismo.com/galeria%20B%20Rumiloma.htm

1.4 Microbiologia

Las aguas minero-medicinales en su punto de emergencia presentan una poblacién
microbioldgica acondicionada a las caracteristicas del agua como temperatura, oxigenacion,
nutrientes, pH, etc, no son consideradas aguas estériles a pesar de que surjan a altas
temperaturas. La contaminacion del agua por microorganismos autoctonos originarios de las
capas superiores del suelo de donde son llevadas por aguas de infiltracién las mismas que se
mezclan con aguas de origen profundo suelen ser un problema que conlleva a graves
consecuencias. ElI agua minero-medicinal puede contaminarse por bacterias especialmente
coliformes, estreptococos, clostridios cuya presencia pueden ser sefial de la falta de cuidado de
la surgencia o captacion del agua, asi como también la presencia de Escherichia coli,
Salmonella y Pseudomonas aeruginosa indican un riesgo sanitario debido a que son

microorganismos patdgenos. (Rodés, 2000, p. 80)


http://deportesyturismo.com/galeria%20B%20Rumiloma.htm

1.4.1  Analisis Microbiologico

“Se puede definir el analisis microbioldgico como el conjunto de operaciones encaminadas a

caracterizar los microorganismos presentes en una muestra”. (Gémez, et al., 2002, p. 535)

1.4.1.1 Microorganismos Totales y Vivos

Se trata de conocer el nimero total de microorganismos presentes en el agua, este valor es usado
como indicador de las caracteristicas higiénicas generales del agua. Este nimero no guarda
relacién con el de microorganismos patdgenos puesto que no puede utilizarse como indice de su

presencia. (Glynn & Heinke, 1996, p. 274)

1.4.1.2 Microorganismos Indicadores

Los microrganismos indicadores son aquellos cuya presencia indica una posible contaminacion

o la existencia de patdgenos potenciales. (Garcia, et al., 2006, p. 598)

1.4.1.2.1 Bacterias Aerobias Mesofilas

Son bacterias que descomponen la materia organica capaces de crecer a temperaturas que
oscilan entre 30 y 40 ° C. Este recuento de colonias sirve para determinar el estado de los
recursos de agua en su origen y la eficacia del tratamiento e indica la limpieza y el estado de los

sistemas de distribucion. (Obén, sf, p. 20)

1.4.1.2.2 Coliformes Totales

Son bacterias de morfologia bacilar, gram-negativas, aerobias o anaerobias facultativas, no
formadoras de endosporas, oxidasas negativas y que fermentan la lactosa con produccion de

acido y gas en 24-48 horas a 36°C. (Garcia, et al., 2006, p. 23)
1.4.1.2.3 Coliformes Fecales
Bacterias aerobias gram-negativas, no formadoras de esporas, de forma bacilar y que, incubadas

44.5° C, fermentan la lactosa en un término de 48 horas, con produccion de gas, pudiendo ser

residentes del tracto digestivo humano y de animales de sangre caliente por lo que se consideran



indicadores de contaminacion fecal un ejemplo de este grupo lo constituye la Escherichia coli.
(Gémez, et al., 2002, p. 535)

1.4.1.2.4 Mohos y Levaduras

Los mohos y levaduras son microorganismos eucariotas ampliamente distribuidos en la
naturaleza, la mayoria de ellos son saprofitos pero algunos de ellos pueden llegar a ser dafiinos
para el ser humano y otros seres vivos llegando a producir diferentes patologias clasificadas
como: micosis profundas, oportunistas, subcutaneas y superficiales. (Salgado, 2002, p. 9)

1.5 Microorganismos Presentes en Aguas Termales

1.5.1 Brevundimonas diminuta

Brevundimonas diminuta es un bacilo Gramnegativo previamente asignado al género
Pseudomonas. Son bacterias no fermentadoras de lactosa, aerdbicas, no esporuladas
activamente mdviles las cuales cuentan con un Unico flagelo polar, crecen muy rapidamente en
una solucién de peptona simple a pH éptimo de 7 y a una temperatura 6ptima alrededor de
35°C. Son microrganismos ambientales con distribucion mundial aislados del agua, el suelo, las

plantas y ocasionalmente de especimenes clinicos. (Rocha, et al., 2006, p. 239)

Figura 3-1. Brevundimonas diminuta
Fuente: www.microbewiki.kenyon.edu/index.php/Brevundimonas_diminuta

1.5.2 Xenorhabdus beddingii

Xenorhabdus beddingii son bacterias Gram-negativas en forma de bastoncillos, colonia de
pigmentacion amarilla/parda, crecen en medios selectivos por debajo de una temperatura de
37°C, anaerobios facultativos, moviles de la familia de las Enterobacteriaceae. Son bacterias
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grandes, entomopatégenos que estan intimamente asociados con nematodos, siendo su hébitat
normal el lumen intestinal de nematodos o la cavidad del cuerpo de los insectos huésped en la
que han sido introducidos por los nematodos. Algunas cepas pueden tener actividad
antibacteriana o antifungica. (Thomas & Poinar, 1979, p. 352)

1.  Xenorhabdus viven en el intestino del
nematodo hospedero.

2. El nematodo de acogida infecta un
insecto.

3. Xenorhabdus son liberados dentro del
insecto. Las bacterias simbidticas
producen algunos compuestos
inmuno-moduladores y téxicos que
matan a los insectos con el tiempo.

4.  Xenorhabdus producen un conjunto de
moléculas antibiéticas que evitardn
los competidores microbianos del
entorno para degradar el cadaver del
insecto.

J. El nematodo utiliza la biomasa del
insecto como una fuente de nutrientes
para  reproducirse.  Xenorhabdus
coloniza a los nematodos que

surgiran del cadaver del insecto.

Figura 4-1. Xenorhabdus beddingii

Fuente: www.lookfordiagnosis.com

1.5.3 Budvicia aquatica

Budvicia aquatica son bacterias Gram-negativas en forma de barra, pueden ser no moviles asi
como también son capaces de desarrollar flagelos peritricos cuando crecen a 22 ° C, a
temperaturas superiores a 37 °© C su motilidad se reduce, no forman esporas y no son
encapsulados. Son bacterias capaces de crecer en agar nutritivo a temperaturas entre 4 y 37 ° C,
sus colonias son pequefias, transltcidas con bordes lisos, no colonizan a 42 ° C. Son bacterias de
agua dulce que se las puede encontrar en agua potable como también en arroyos, rios y piscinas

no estan asociadas con heces o aguas residuales humanas. (Dworkin, et al., 2006, p. 9)

1.5.4 Pseudomonas stutzeri

Pseudomonas stutzeri es una bacteria Gram negativa, no esporulada, aerobia que cuenta con un
solo flagelo polar, su tamafio es de 1-3um de largo y 0.5um de didmetro aproximadamente, sus
colonias tienen forma de nervios que irradian desde su centro. Es una bacteria implicada en los

procesos de desnitrificacion, es decir que puede utilizar nitrato como aceptor de electrones en su
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metabolismo en lugar de oxigeno. Es una bacteria ampliamente distribuida en la naturaleza por

lo que se considera “casi universal”. (Lalucat, et al., 2006, p. 510)

Figura 5-1. Pseudomonas stutzeri
Fuente: www.ncbi.nlm.nih.gov

1.5.5 Bacillus mycoides

Bacillus mycoides es una bacteria Gram positiva, no movil, su tamafio oscila entre 1,0- 1,2 X
3,0- 5,0 um, capaz de formar esporas las cuales pueden ser elipsoidales, central, paracentral o
subterminal, no presentan capsula y los bacilos tienden a presentarse en cadenas. Las colonias
son de color blanco a crema opaco y caracteristicamente rizoide, son anaerobios facultativos,
crecen a una temperatura maxima de 35 a 40 ° C y como temperatura minima de 10 a 15°C. (Di
Franco, et al., 2002, p. 33)

Figura 6-1. Bacillus mycoides
Fuente: www.exploringtheinvisible.com

1.5.6 Género Staphylococcus

Son bacterias Gram positivas dispuestas en forma de racimos, anaerobias facultativas,

productoras de coagulasa, catalasa, inmdviles, no esporuladas, normalmente no poseen capsula.
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Tras ser incubadas por 24 horas crecen formando colonias lisas, elevadas, brillantes, de bordes
enteros, consistencia cremosa, su tamafo suele ser de 1 a 3 mm de didmetro, la mayor parte de
cepas presentan un halo de B-hemolisis alrededor de la colonia cuando crecen en medios con

sangre. (Pahissa, 2009, p. 17)

Figura 7-1. Staphylococcus aureus
Fuente: http://fundacionio.org/img/bacteriology/cont/Staphylococcus_aureus.html

1.6 Cultivo de Microorganismos

1.6.1 Medios de Cultivo

Son un conjunto de nutrientes que en concentraciones adecuadas y en condiciones fisicas
Optimas permiten el desarrollo de los microorganismos. Estos nutrientes aportan energia y
elementos quimicos para la sintesis de los constituyentes celulares de un microrganismo. Los
medios de cultivo se encuentran constituidos quimicamente de sales inorganicas
(macroelementos y microelementos), una fuente de energia y de carbono para el metabolismo
(generalmente un azlcar), complementos organicos (principalmente vitaminas, y fuente de

nitrégeno reducido), reguladores de crecimiento y un gelificante. (Barrios & Berthouly, 1987, p. 2)

1.6.1.1 Condiciones generales para el cultivo de microorganismos

En un medio de cultivo el crecimiento de microorganismos se ve afectando por varios factores
gue en ciertos casos son ajenos al propio medio. Por lo tanto se debe tener en cuenta:

- Disponibilidad de nutrientes apropiados

- Consistencia del medio

- Presencia 0 ausencia de oxigeno y otros gases

- Condiciones adecuadas de humedad

= Luz ambiental
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-pH

= Temperatura

= Esterilidad del medio (Casado, et al., 2012, p. 4)

1.6.1.2 Clasificacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo se pueden clasificar de acuerdo a su utilizacién. (Cuadro 2-1)

Cuadro 2-1. Clasificacion de los medios de cultivo segln su utilizacion

Agar
Nutritivo
Caldo
Cerebro Corazén
(BHI)
Agar

BASICOS

Triptona de Soya
(TSA)
Agar
Sangre
ENRIQUECIDOS
Agar

Mueller-Hinton

Agar
Manitol

SELECTIVOS Agar

Sabouraud

Agar
MacConkey
Agar
Eosina azul de
DIFERENCIALES metileno (EMB)
Agar
TSI (Agar Triple
Azucar Hierro)
Fuente: CASADO, M?, et al. 2012.

Es un medio rico utilizado generalmente para el
crecimiento de todo microorganismo.

Medio utilizado para el crecimiento de una gran variedad
de microorganismos, con frecuencia usado como medio
para hemocultivo

Medio rico generalmente usado para el crecimiento de
una variedad amplia de microorganismos, con frecuencia
usado como agar base.

Medio empleado para el aislamiento de la mayoria de
microorganismos.

Medio de cultivo rico, utilizado especialmente para hacer
ensayos de sensibilidad y estandarizacion de pruebas de
susceptibilidad.

Medio

concentracion de cloruro

selectivo para estafilococos por su alta

sodico, utilizado como
indicativo de la presencia de Staphylococcus aureus.
Medio utilizado para el cultivo de hongos patdgenos
especialmente para el aislamiento primario de
dermatofitos, con el agregado de cicloheximida y
cloranfenicol.

Utilizado para el aislamiento de bacterias gram negativas
(Enterobacterias).
Empleado para el aislamiento de bacterias gram

negativas (Enterobacterias).

Medio que determina la fermentacion de carbohidratos y
la produccion de acido sulfhidrico, caracteristicas que

son utilizadas para la diferenciacion de Enterobacterias.
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1.7 Identificacion de Microorganismos

1.7.1 Morfologia Bacteriana

La morfologia bacteriana debe estimarse desde dos puntos de vista:

- Caracteristicas macroscépicas de las bacterias.

- Caracteristicas microscopicas de las bacterias.

1.7.1.1 Caracteristicas macroscopicas de las bacterias

En este apartado se incluye el estudio de los aspectos macroscopicos o visibles de las bacterias.
Las células microbianas suelen reproducirse con rapidez ya sea en 18 - 24 horas dandose asi la
aparicion de masas visibles de células sobre medios sélidos denominadas colonias. Las colonias

poseen una morfologia caracteristica (Cuadro 3-1) la cual es estudiada a simple vista o con la

ayuda de una lupa. (Montoya, 2008, p. 22)

Cuadro 3-1. Caracteristicas morfoldgicas de las bacterias

Puntiforme, circular, irregular, filamentosa,

FORMA rizoide u ovalada.
TAMANO Se mide en mm.
ELEVACION Plana, elevada, convexa.
Entero, ondulado, lobulado, dentado,
BORDE filamentoso y rizado.
SUPERFICIE Lisa, rugosa, plegada.

CONSISTENCIA Cremosa, membranosa.

Presencia de colores caracteristicos y difusién
COLOR de pigmentos en el medio.

LUZ TRANSMITIDA Opaca, traslucida y transparente.

LUZ REFLEJADA  Opaca, brillante.

Fuente: DIAZ, G. 2010.
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1.7.1.2 Caracteristicas microscopicas de las bacterias

En esta seccion se estudia la estructura de las bacterias como pared celular, membrana
citoplasmética y citoplasma, ademas de otros organelos citoplasméticos. La forma de las
bacterias al microscopio estd establecida por la rigidez de su pared celular, por lo que se
diferencian segun su forma en cocos (esféricas u ovaladas), bacilos (cilindrica o de bastones;
rectos o curvos) y espirilos (espiral). Las bacterias pueden permanecer unidas unas con otras
después de la division celular conservando siempre su independencia celular. En caso que su
plano de divisién sea Unico, se puede encontrar diplococos o cocos en cadena (microorganismos
del género Streptococcus), pero si los planos de divisién son muchos, pueden agruparse los
cocos en tétradas o en racimos (Staphylococcus), los bacilos pueden ser muy cortos
(cocobacilos) o muy largos. Sus extremos pueden ser redondeados o rectos; estar aislados, en
cadenas o en filamentos. La morfologia bacteriana debe ser observada con el microscopio 6ptico

o0 el microscopio electronico, debido al tamafio pequefio de estos microorganismos. (Bado, et al.,
2008, p. 24)

1.7.1.2.1 Tincién Gram

El bacteriélogo danés, Christian Gram, en 1884 desarrolld una técnica de tincién a través de la
cual se puede separar a las bacterias en dos grandes grupos: Gram positivas y Gram negativas,
fundamentada en si retienen o no, el colorante primario (cristal violeta) luego del proceso de
decoloracion. La tincion de Gram se basa en las caracteristicas de la pared celular de los

microorganismos, la cual le confiere propiedades determinantes a cada bacteria. (Lopez, et al.,
2014, p. 12)

En las bacterias Gram negativas su pared celular estd constituida por una fina capa de
peptidoglicano y una membrana celular externa compuesta de fosfolipidos, lipoproteinas y
lipopolisacaridos, mientras que la pared celular de las bacterias Gram positivas es gruesa y esta
constituida por peptidoglicano y acido teicoico, pero no cuentan con membrana celular externa.
Los organismos que retienen el cristal violeta luego de afiadir el agente decolorante, el alcohol,
aparecen como azul oscuro o violeta, designandolo como gram positivos; mientras que son
asignados como gram negativos aquellos que pierden el cristal violeta y se tifien con el
colorante secundario, la safranina, apareciendo de color rojo. Un examen meticuloso de un
extendido bacteriano tefiido diferencialmente, proporciona una informacion muy significativa

sobre la identificacion y caracterizacion morfoldgica de la muestra. (Lépez, et al., 2014, p. 12)
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Figura 8-1. Tincion Gram
Fuente: VIZCARRONDO, M. 2011.

1.7.2 Placas Petrifilm

Las placas Petrifilm han sido disefiadas para el recuento de unidades formadoras de colonias
(UFC) en muestras de agua y alimentos. Consiste en delgadas ldminas con un medio de cultivo
y un agente solidificante soluble en agua, también pueden estar recubiertas por una pelicula de
polipropileno para atrapar el gas producido por ciertas bacterias. Ademas de tener incorporados
indicadores de pH los cuales colorean las colonias facilitando su identificacion, asi como una
cuadricula para realizar el recuento de las UFC. Se han disefiado placas para recuento aerobico,

de coliformes, Escherichia coli, mohos, levaduras, etc. (Rodriguez, et al., 2005, p. 141)

Las placas Petrifilm tienen ventajas sobre las placas Petri tradicionales, debido a que ocupan
menor espacio, se almacenan por méas tiempo y son féciles de manipular en el laboratorio;
algunos tipos de placas Petrifilm permiten hacer recuentos bacterianos en menos tiempo que el

requerido en los métodos tradicionales. (Rodriguez, et al., 2005, p. 141)
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Figura 9-1. Placas Petrifilm
Fuente: www.edicionesespeciales.elmercurio.com
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1.8 Pruebas Bioquimicas

Las pruebas bioquimicas sirven generalmente para determinar la actividad de una via
metabolica partiendo de un sustrato el cual es incorporado en un medio de cultivo y que la
bacteria al crecer lo transforma o no, una vez conocida su reaccion permite identificar diferentes
microorganismos presentes. Las actividades que se determinan con mayor frecuencia son la

capacidad para fermentar carbohidratos, para catabolizar aminoacidos y urea. (Aquiahuatl, et al.,
2012, p. 29)

1.8.1 Oxidasa

Es una prueba que se fundamenta en la identificacién de una enzima bacteriana de nombre
citocromo C oxidasa. El sistema citocromooxidasa se encuentra en microorganismos aerobios o
microaerofilos y anaerobios facultativos. La reaccion de la oxidasa se da debido a que la enzima
citocromo C oxidasa le quita electrones al citocromo C, estos electrones son transferidos por la
enzima al oxigeno molecular siendo este el Gltimo aceptor de electrones en la cadena
respiratoria, debido a que el oxigeno tiene un exceso de electrones puede atraer dtomos de
hidrégeno formando agua o peréxido de hidrégeno. Los diferentes colorantes para la prueba de
oxidasa son aceptores de electrones artificiales, la presencia de un color violeta a negro indica

la positividad de la prueba. (Silva, et al., 2006, p. 187)

Figura 10-1. Prueba Oxidasa
Fuente: www.scielo.org.co

1.8.2 Catalasa

La catalasa es un enzima que se encuentra presente en la mayoria de microorganismos aerobios
estrictos, facultativos y anaerobios aerotolerantes que poseen citocromos, su principal objetivo
es separar Micrococacceae (positiva) de Streptococcus spp. y Enterococcus spp. (negativa). La
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enzima catalasa descompone al peréxido de hidrégeno en agua y en oxigeno molecular, cuya
reaccion se da con dos moléculas de peréxido de hidrégeno, actuando una de ellas como
sustrato reducido y la otra como donador de atomos de hidrégeno. La produccion rapida de
burbujas cuando el cultivo bacteriano se mezcla con peréxido de hidrégeno se interpreta como
prueba positiva. (Rodriguez, et al., 2005, p. 217)

A.

o+
Catalasa
Negativa

Catalasa
Positiva

Figura 11-1. Prueba Catalasa

Fuente: aprendeenlinea.udea.edu.co

1.8.3 Oxidacién- Fermentacion (OF)

El uso de hidratos de carbono por parte de bacterias puede darse por via oxidativa (proceso
aerdbico, presencia de oxigeno) o por via fermentativa (proceso anaerébico, ausencia de
oxigeno). El agar OF es utilizado para poder identificar si bacilos Gram negativos usan hidratos
de carbono oxidativa o fermentativamente, o si no los utilizan del todo lo cual tiene importancia
taxonomica. La produccion de acido provoca disminucion del pH en el medio y este se detecta
mediante el viraje del indicador rojo de fenol a amarillo en caso que sea fermentativa, mientras

que durante la degradacion oxidativa la cantidad de &cidos formados es mucho menor.
(Rodriguez, et al., 2005, p. 275)
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Figura 12-1. Prueba Oxido-Fermentacion (OF)
Fuente: KONEMAN, E. 2006.
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1.8.4 Agar Hierro de Kligler (KIA)

Esta prueba se basa en la capacidad que tiene un microorganismo de fermentar dos azlcares
(glucosa y lactosa) los cuales son incorporados a un medio de crecimiento basico asi como
también la de producir &cido sulfhidrico y gas. Es una prueba usada en la identificacion de
bacilos Gram negativos especialmente de la familia Enterobacteriaceae. Cuando existe
fermentacion de glucosa se aprecia el cambio a amarillo del indicador de pH (rojo de fenol)
Unicamente en la parte inferior del tubo, en la fermentacion de lactosa se pone de manifiesto por
el cambio a amarillo del indicador, tanto en el fondo del tubo como en la superficie, la
produccién de gas en la fermentacidn se aprecia por la aparicién de burbujas, rotura o elevacién
del agar del fondo del tubo y en caso de produccién de H,S se observa un ennegrecimiento del

medio en la linea de inoculacion o sobre la capa superficial. (Garcia & Silva, 2004, p. 125)
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Figura 13-1. Prueba Kligler
Fuente: ARANGUREN, Y. 2011.

1.8.5 SIM (Sulfhidrico Indol Movilidad)
EL SIM es un medio semisélido sin hidratos de carbono el cual sirve para determinar si un

microorganismo es capaz de liberar &cido sulfhidrico por accidn enzimatica sobre aminoacidos

gue contienen azufre produciendo una reaccion visible de color negro. (Bailén, et al., 2003, p. 92)
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1.- H,S positive 2.~ H2S negativo

Figura 14-1. Prueba SIM (Produccion de H,S)

Fuente: www.microbiologia-monitoria.weebly.com/medios-diferenciales.html

El indol es uno de los productos de degradacion del metabolismo del aminoécido triptéfano. La
presencia de la enzima triptofanasa en el microorganismo provoca la degradacion del triptéfano
y su desaminacién, produciendo indol, acido piravico y amoniaco. El indol se puede detectar en
un medio adecuado observando el desarrollo de un color rojo después de agregar el reactivo de

Kovacs indicando una prueba positiva. (Sahm & Weissfeld, 2009, p. 244)

negative Indole positive Indole

- R ps
Figura 15-1. Prueba SIM (Indol)

Fuente: www.slideplayer.es/slide.

La movilidad bacteriana es otra caracteristica importante en la identificacion final de especie,
esta prueba se interpreta realizando un cuidadoso examen macroscopico del medio para

observar una zona de desarrollo difuso que parte de la linea de inoculacion. (Marrero, 2006, p. 8)
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Figura 16-1. Prueba SIM (Movilidad)
Fuente: WELLS, J. 2003.

1.8.6 Citrato

Mediante esta prueba se define si un microorganismo es capaz de usar citrato como Unica fuente
de carbono para el metabolismo. EI medio contiene citrato de sodio como fuente Unica de
carbono y fosfato de amonio como Unica fuente de nitrégeno. El indicador de pH es el azul de
bromotimol el cual en presencia de alcalinidad vira al color azul indicando que la prueba es

positiva. (Silva, et al., 2006, p. 64)

Figura 18-1. Prueba Citrato
Fuente: IZURIETA, N. 2011.

1.8.7 Reaccidn de la Ureasa

Mediante esta prueba se puede determinar la capacidad de un microorganismo de desdoblar la
urea mediante la formacion de dos moléculas de amoniaco por accion de la enzima ureasa. Esta
actividad enzimatica es caracteristica de todas las especies de Proteus y se usa sobre todo para

diferenciar este género de otras enterobacterias. El indicador de pH es rojo de fenol, el cual en
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alcalinidad vira a un color violeta indicando una prueba positiva y al presentar un color

amarillo la prueba sera negativa. (Bailén, et al., 2003, p. 69)

Positivo Negativo

Figura 18-1. Prueba Ureasa
Fuente: OSUNA, M. 2011.

1.8.8 Hidrolisis de Almidén

Esta prueba permite determinar si un microorganismo es capaz de hidrolizar el almidén por
accién de una enzima denominada amilasa, esta enzima es muy comun en distintos miembros
del género Bacillus. Cuando el almidon (amilosa) es hidrolizado por accion de exoenzimas
amilasas, se degrada a maltosa (disacarido de dos glucosa) y glucosa. Estos azucares son
transportados al citoplasma de la célula y usados como fuente de carbono y fuente de energia.
Al agregar la solucion de lugol se formara un color azul si la bacteria no hidroliza el almidon,
mientras que la aparicion de una zona clara alrededor de las colonias significa la hidrélisis del

almidon. (Olivas & Alarcén, 2004, p. 35)

. -
Resultado Resultado
Positivo Negatiy

Figura 19-1. Hidrdlisis de Almidon
Fuente: MILIAN, T. 2012.
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1.8.9 Hidrodlisis de Gelatina

Esta prueba muestra la capacidad de ciertos microorganismos para hidrolizar la gelatina a
péptidos y aminodcidos, a través de la accion de enzimas especificas denominadas gelatinasas.
Un precipitado blanco tras la adicion del reactivo cloruro mercurico &cido indica la presencia de
gelatina no hidrolizada y la ausencia del precipitado en la regién de crecimiento bacteriano

indica hidrolisis de la gelatina. (Bailon, et al., 2003, p. 48)

Crecimiento antes de Resultado Neeativo Resultado Positivo

anadir el reactivo

Figura 20-1. Hidrolisis de Gelatina

Fuente: www.ucv.ve/fileadmin/user_upload/facultad_farmacia/catedraMicro/gelatina.pdf

1.9 Sistema Multipruebas (MICROGEN™ GN-ID)

El sistema Microgen GN-ID es un método rapido que permite la identificacion de
microorganismos de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos no exigentes Gram negativos
a través de la realizacion de diferentes pruebas bioquimicas. Este sistema utiliza dos tiras por
separado (GN A y GN B) en la cual cada tira contiene 12 substratos bioquimicos, es un
dispositivo de pléastico con una serie de pequefios depositos, denominados microposillos y que
contienen los substratos deshidratados para diversas pruebas como fermentacion de
carbohidratos, determinacion de la produccion de H,S, determinacion de la hidrolisis de la

gelatina, etc; las cuales se reconstruyen con la suspension bacteriana. (Rodriguez, et al., 2005, p. 323)

Las reacciones se leen luego de un periodo de incubacion generalmente de 18 a 24 horas, ya sea
directamente por el desarrollo de un color o bien después de agregar los reactivos reveladores
del producto de reaccion. En el mercado se encuentra una variedad de galerias para ser usadas
en la identificacion de diversos tipos de microorganismos, por lo que todos estos sistemas tienen

el mismo fundamento, se diferencian en el nimero y tipo de pruebas que permiten realizar,
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puesto que su seleccion esta directamente relacionada con la actividad metabdlica del género al

que pertenece el microorganismo a identificar. (Rodriguez, et al., 2005, p. 323)
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Figura 21-1. Galerias Microgen ™
Fuente: http://www.labm.com/identification-and-confirmation

1.10 Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

La mayor parte de las bacterias de importancia clinica pueden adquirir y demostrar resistencia a
los agentes antimicrobianos que se utilizan en forma frecuente para tratar las infecciones que
causan. Una vez que se aisla un microorganismo en el laboratorio su caracterizacion con
frecuencia incluye pruebas para detectar resistencia a los antimicrobianos. Los procedimientos
utilizados para determinar los perfiles de sensibilidad y detectar resistencia a los agentes que

pueden usarse con fines terapéuticos se denomina pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos.
(Sahm & Weissfeld, 2009, p. 187)

1.10.1 Antibiograma

Es uno de los métodos mas utilizados que se fundamenta en el enfrentamiento de un indculo
bacteriano estandarizado a una Unica concentracion o a un rango de concentraciones de un
antibidtico determinado. La interpretacion de los resultados obtenidos permite clasificar los
microorganismos en categorias clinicas (sensible, intermedio, resistente) que guian la eleccién

del antimicrobiano ante un proceso infeccioso. (Zaragoza, et al., 2008, p. 55)

1.10.1.1 Difusion con disco

La técnica de difusion con discos debido a su sencillez es una de las mas utilizadas, emplea
discos de papel impregnados con una solucion estandarizada del antibiético que se disponen

sobre la superficie con una suspension bacteriana. Dicha prueba se fundamenta en la presencia o
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ausencia de una zona de inhibicion de crecimiento la cual es medida en milimetros. La
interpretacion de la prueba estd basada en la correlacion entre el didmetro de la zona de

inhibicion (mm) con la concentracion minima inhibitoria (ug/mL) para cada antimicrobiano y
microorganismo. (Zaragoza, et al., 2008, p. 57)

Figura 22-1. Antibiograma por difusién de disco
Fuente: ELLIOTT, J. 2003.
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CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de Investigacion

El trabajo de investigacion se realizd en el Balneario “Rumiloma” ubicado en la Parroquia
Guangopolo, Provincia de Pichincha lugar en el que se efectud el muestreo y pruebas in situ. El
desarrollo del analisis microbiolégico se realizd en la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo, Laboratorio de Anélisis Bioquimicos y Bacteriolégicos de la Facultad de Ciencias.

Fotografia 1: Punto de muestreo (Fuente) Fotografia 2: Punto de muestreo (Chorro)
Fuente: JACHO, K., 2015 Fuente: JACHO, K., 2015

2.2 Unidad de Anélisis
- Muestras de agua termal.
2.3 Factores de Estudio
- Poblacién: Aguas termales del Ecuador.
- Muestra: Agua del manantial termal del Balneario Rumiloma de la Parroquia
Guangopolo Cantdn Quito Provincia de Pichincha.

2.4 Tamafio de Muestra

- Durante el proceso de estudio se realizaron dos muestreos (ojo de agua y chorro) por
duplicado.
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2.5 Materiales, Equipos, Reactivos

2.5.1 Materias Primas y/o Muestras

- Agua termal

2.5.2 Materiales

- Tubos de ensayo

- Pinzas para tubos

- Gradilla

- Probetas 50 y 100mL
- Erlenmeyer 500 mL

- Mechero

- Reverbero

- Pipetas 100 y 1000 pL

- Puntas amarillas y azules

- Asade inoculacion

- Placas porta y cubre objeto

- Parafilm

- Placas 3M Petrifilm: Aerobios totales, E. coli/ Coliformes, Staph Express, Mohos y
Levaduras

- Tiras indicadoras de pH

- Palillos

- Cajas petri

- Envases de plastico estéril

- Cooler

- Guantes

- Mascarilla

- Cofia

2.5.3 Equipos

- Balanza analitica
- Estufa
- Multiparametro
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- Microscopio
- Cémara de flujo

- Autoclave

2.5.4 Reactivos

- Cristal violeta

- Lugol

- Alcohol-acetona
- Safranina

- Medios de cultivo

2.6 Métodos y Técnicas

2.6.1 Muestreo

La muestra se tomo del chorro y del punto de donde emerge el agua. El volumen de la muestra
necesaria depende de las determinaciones a realizarse, siendo importante la homogeneidad de la

muestra y que durante su extraccién no se alteren las propiedades del agua que se va analizar.

La extraccion del agua se realizd con un recipiente de plastico estéril una vez destapado se
sumergid para extraer el agua, para ello se debié mover el recipiente en semicirculo, una vez
lleno se levantd y tap6 rapidamente dejando un espacio de aire después de colocar la tapa. Esto
permitié mezclar la muestra antes del analisis y evitar una contaminacién accidental. La muestra

fue transporta al laboratorio a temperatura ambiente.

A la muestra recogida se la puede identificar rotulando el recipiente con una etiqueta en la cual
conste lo siguiente:

- Localizacion y nombre del sitio del muestreo

- Detalles del punto de muestreo

- Fecha de la recoleccion

- Meétodo de recoleccion

- Hora de la recoleccion

- Nombre del recolector

- Condiciones atmosféricas (temperatura, lluvia, clima, etc.).

- Datos recogidos en el campo (NTE INEN 2176:2013)
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2.6.2 Analisis Fisico-Quimico

Se realizd un muestreo in situ utilizando el Multiparametro HANNA para lo cual se sumergi6 la
sonda en el agua y a continuacion se determind los siguientes parametros: temperatura,
conductividad y solidos totales; y para tomar la temperatura del ambiente se utilizd un

termdémetro de mercurio.

2.6.3 Analisis Microbiolégico

Una vez transportada la muestra al laboratorio se procedié a realizar el anlisis antes de las 48
horas segun la norma NTE INEN 2169:2013.

2.6.3.1 Recuento de bacterias aerobias mesdfilas, coliformes totales y fecales, Staphylococcus

aureus, mohos y levaduras por el método de placas con pelicula secas rehidratables petrifilm

La placa petrifilm se colocé en una superficie plana, posteriormente se alz6 el film superior, en
el centro del film inferior de la placa petrifilm se coloc6 1 mL de la muestra, se bajé con
cuidado el film superior evitando la formacion de burbujas de aire. Sobre el indculo se ubico el
aplicador para distribuir la muestra de forma homogénea, luego se alzé el aplicador dejando de
2 a 5 minutos para que solidifique el gel. Las placas se incubaron a 35°C boca arriba, finalmente

se realizo la lectura de las placas reportando los resultados en UFC/mL.

2.6.3.2 Descripcion macroscopica de las colonias

Una colonia es una agrupacion de bacterias formada a partir de la reproduccion de una Unidad
Formadora de Colonia (UFC) sobre un medio s6lido la cual puede variar en su tamafio pero es
visible a simple vista, por tal razén es importante anotar la morfologia que presenta la colonia
aislada. Por lo que se realiz6 la descripcién macroscopica de las colonias de acuerdo a las
siguientes caracteristicas:

- Forma

- Borde

- Color

- Elevacion

- Superficie

- Consistencia

- Luz transmitida
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- Tamafo

2.6.3.3 Estabilizacion del aislado bacteriano

De cada placa de petrifilm sembrada (bacterias aerobias mesofilas, coliformes fecales y totales,
Staphylococcus) se escogio al menos un representante bacteriano de cada tipo de las colonias
obtenidas por ejemplo colonias que crecieron primero y las de mayor tamafio. Luego se prepard
el medio de cultivo Mueller Hinton, en cuya base de la placa se colocé una cuadricula para
inocular cada colonia que fue seleccionada. Se realizard al menos 3 repiques para estabilizar al
aislado bacteriano, consiguiendo asi un crecimiento de las colonias inoculadas. Finalmente el

altimo repique fue sembrado por agotamiento para la obtencidn de clones puros.

2.6.3.4 Tincion Gram del aislado bacteriano puro

Se prepard 2 extensiones de bacterias para lo cual en una placa porta objeto se colocé una gota
de suero fisiolégico, luego con un palillo se tom6 una parte de la colonia y se mezclo, se fijé el
extendido preparado por calor. Se recubrid la extension con cristal violeta por un minuto, se
lavé con agua corriente cuidando que no se arrastre la preparacion. Se recubrié la extension con
lugol por un minuto, luego se lavo, se decolor6 con alcohol-acetona aproximadamente 30
segundos, posteriormente se lavd con agua corriente. Se recubrié la extension con safranina por
un minuto, nuevamente se lavd con agua corriente y se dejo secar la preparacion al aire. Luego
se colocd una gota de aceite de inmersion sobre la preparacion y se observé al microscopio con

lente de 100X. (Garcia, et al., 1997, p. 23)

2.6.4 Pruebas Bioquimicas del aislado bacteriano puro

Estas pruebas bioquimicas son utilizadas para determinar la actividad de una via metabdlica
partiendo de un sustrato el cual es incorporado en un medio de cultivo y que la bacteria al crecer
lo transforma o no, una vez conocida su reaccion permite identificar diferentes microorganismos
presentes. (Aquiahuatl, et al., 2012, p. 29)

2.6.4.1 Oxidasa

Con un palillo de madera se tomé una pequefia cantidad del aislado bacteriano puro y se colocd

en la tira reactiva de oxidasa, en segundos la presencia de un color violeta a negro indico la

positividad de la prueba. (Silva, et al., 2008, p. 187)
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2.6.4.2 Catalasa

Con un asa o palillo de madera se tom6 una parte de la colonia bacteriana y se colocé en la
superficie de un portaobjetos, se afiadid una gota de peroxido de hidrogeno (H,0,). La
produccion rapida de burbujas fue interpretada como prueba positiva. (Rodriguez, et al., 2005, p. 217)

2.6.4.3 Oxidacion-Fermentacion (OF)

Se inocularon dos tubos con el medio O-F mediante siembra en picadura hasta la mitad del
medio. Uno de los tubos quedd expuesto al aire mientras que al otro se le afiadié vaselina estéril.
Se incubd a 37°C por 24 horas. La prueba es positiva si el tubo abierto presenta un color
ligeramente amarillo en la superficie (via oxidativa), si el tubo cerrado presenta un color
amarillo que empieza desde el fondo del tubo (via fermentativa), en caso de presentar un color

verde o azulado indica que no hay produccion de acidos. (Rodriguez, et al., 2005, p. 275)

2.6.4.4 Kligler

Se inocul6 el medio mediante estria por picadura y siembra en estria en la superficie inclinada.
Se incubd por 24 horas a 37°C. La presencia de un color amarillo Gnicamente en la parte
inferior del tubo indica fermentacion de glucosa, el cambio de color (amarillo) tanto en el fondo
del tubo como en la superficie indica que existe fermentacion de lactosa y glucosa, la
produccion de gas en la fermentacion se aprecia por la aparicion de burbujas, rotura o elevacion
del agar del fondo del tubo y en caso de produccion de H,S se observa un ennegrecimiento del

medio en la linea de inoculacion o sobre la capa superficial. (Garcia & Silva, 2004, p. 125)

2.6.4.5 SIM (Sulfhidrico Indol Movilidad)

Se tomd una colonia pura de 24 horas y en un medio semisélido de SIM se procedié a sembrar
por puncion profunda con aguja de inoculacién hasta la mitad del medio. Se incubd por 24 horas
a 37°C, luego de la incubacion se afiadio 2 gotas del reactivo de Kovacs por la pared del tubo.
La reaccion visible de un color negro indica produccion de acido sulfhidrico, la presencia de un
color rojo después de agregar el reactivo de Kovacs indica una prueba positiva para indol y el

desarrollo de turbidez hacia los lados de la estria de inoculacion indica motilidad positiva. (Sahm
& Weissfeld, 2009, p. 244)
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2.6.4.6 Citrato

En un tubo con agar citrato de Simmons se sembré por estria un indculo de la colonia bacteriana
y se dejé a 37° C por 24 horas. El indicador de pH es el azul de bromotimol el cual en presencia
de alcalinidad vira al color azul indicando que la prueba es positiva. (Silva, et al., 2006, p. 64)

2.6.4.7 Reaccion de la Ureasa

En un tubo con agar ureasa se sembro la colonia bacteriana por estria pico de flauta. Se incub6
por 24 horas a 37°C. El indicador de pH es rojo de fenol, el cual en alcalinidad vira a un color

violeta indicando una prueba positiva y al presentar un color amarillo la prueba serd negativa.
(Bailén, et al., 2003, p. 69)

2.6.4.8 Hidrolisis de Almidon

Se inocul6 la colonia bacteriana realizando una estria sobre el medio, se dejé a 37°C por 2 a 8
dias. Al agregar la solucién de lugol sobre la estria la presencia de un halo transparente
alrededor de la colonia indica que la prueba es positiva es decir que la bacteria hidroliza el

almidon mediante la amilasa. (Olivas & Alarcén, 2004, p. 35)

2.6.4.9 Hidrolisis de Gelatina

Se inoculé la colonia bacteriana realizando una estria en la superficie del medio. Se incubé a
37°C por 2 a 8 dias. Un precipitado blanco tras la adicion del reactivo cloruro mercurico acido
indica la presencia de gelatina no hidrolizada y la ausencia del precipitado en la region de

crecimiento bacteriano indica hidrolisis de la gelatina. (Bailén, et al., 2003, p. 48)
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2.6.4.10 Esquemas del Estudio Microbiol6gico con cada una de las Identificaciones de las

Bacterias encontradas en el Balneario Rumiloma

Estudio microbiolégico del manantial termal del Balneario
Rumiloma de la parroquia Guangopolo provincia de Pichincha

v

Plan de muestreo

v
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¥
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[ Analisis Microbiolégico ]
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Siembray cultivo en medios
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— > Coliformes Totales y Fecales
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+ n
[ Incubacion
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Recuento y enumeracién
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Identificacion por galerias
MICROGEM

Figura 23-2. Esquema General del Analisis Microbiol6gico
Realizado por: JACHO, Katy, 2015
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Figura 24-2. Esquema General de Identificacion de Bacterias Aisladas en el ojo de agua
Realizado por: JACHO, Katy, 2015
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| BALNEARIO RUMILOMA |
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Figura 25-2. Esquema General de Identificacion de Bacterias Aisladas en el chorro de agua

Realizado por: JACHO, Katy, 2015
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Muestra 1
(Fuente)

v

Género y Especie: Xenorhabdus beddingii

v

TINCION GRAM

v

Bacilos Gram Negativo |

v

DESCRIPCION
MACROSCOPICA
« Forma: Irregular
+ Borde: Ondulado

\4

* Elevacién: Elevada
¢ Color: Crema

+ Superficie: Lisa

¢ Tamaiflo: 4 mm

| PRUEBAS |
Oxidasa Catalasa OF Kligler Citrato Urea
Negativo Negativo Inerte Alcalino/Alcalino Positivo Positivo
v v v
Mac Conkey SIM EAM
Crecimiento + H28:() Crecimiento
+ Indol: (-)
« Motilidad: (+)
Figura 26-2. Esquema de ldentificacion de Xenorhabdus beddingii
Realizado por: JACHO, Katy, 2015
Muestra 1
(Fuente)
Género y Especie: Budvicia aquatica
\ll DESCRIPCION
MACROSCOPICA

TINCION GRAM

v

Bacilos Gram Negativo

v

+ Forma: Circular

3 * Borde: Entero

+ Elevacion: Elevada
+ Color: Durazno
* Superficie: Lisa
+ Tamafo: 5 mm

| PRUEBAS |
Oxidasa Catalasa OF Kligler Citrato Urea
Negativo Positivo Inerte Alcalino/Alcalino Positivo Negativo
v ! ¥
Mac Conkey SIM EAM
Crecimiento « H2S: (9) Crecimiento
+ Indol: (-)
+ Motilidad: (+)

Figura 27-2. Esquema de Identificacion de Budvicia aquatica
Realizado por: JACHO, Katy, 2015
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Muestra 1
(Fuente)

v
| Géneroy Bspecie: Prendomonas arceri |

J, DESCRIPCION
| MACROSCOPICA
TINCION GRAM « Forma: Irregular
* Borde: Ondulado
¢ B * Elevacion: Elevada
| Bacilos Gram Negativo | * Color: Durazno
« Superficie: Lisa
¢ + Tamafio: 2 mm
| PRUEBAS |
Oxidasa Catalasa OF Kligler Citrato Urea
Positivo Positivo Inerte Alcalino/Alcalino Negativo Negativo
v v v
Mac Conkey SIM EAM
Crecimiento e H2S:(9) Crecimiento
* Indol: (-)
* Motilidad: (+)

Figura 28-2. Esquema de ldentificacion de Pseudomonas stutzeri
Realizado por: JACHO, Katy, 2015

Muestra 1
(Fuente)

DESCRIPCION
B MACROSCOPICA
TINCION GRAM + Forma: Irregular
* Borde: Ondulado
¢ * Elevacion: Plana

\4

| Cocos Gram Positivo | ¢ Color: Amarillo palido
¢ Superficie: Lisa
J’ * Tamaflo: 3 mm

| PRUEBAS |

) ¥

Oxidasa Catalasa
Negativo Positivo

¥ v v v

Mac Conkey Agar Manitol EAM
No hay Crecimiento pero no Sensible a la No hay
Crecimiento fermentacion de Novobiocina Crecimiento

manitol

Figura 29-2. Esquema de Identificacién de Staphylococcus spp.
Realizado por: JACHO, Katy, 2015
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Muestra 1
(Fuente)

TINCION GRAM

v

Bacilos Gram Positivo

v

PRUEBAS

v

DESCRIPCION

MACROSCOPICA
Forma: Filamentosa
Borde: Filamentoso
Elevacion: Plana
Consistencia; Membranosa
Color: Blanco hueso
Superficie: Rugosa
Tamafio: 9 mm

v

v

v

v

Oxidasa Catalasa Hidrolisis de Hidrolisis de
Negativo Positivo Almidon Gelatina
Positivo Negativo
Figura 30-2. Esquema de Identificacion de Bacillus mycoides
Realizado por: JACHO, Katy, 2015
Muestra 2
(Chorro)
DESCRIPCION
; MACROSCOPICA
TINCION GRAM Forma: Trregular
- Borde: Ondulado
- Elevacion: Elevada
Bacilos Gram Negativo | Color: Blanco Hueso
Superficie: Lisa
‘L Tamaflo: 4 mm
PRUEBAS |
y v Vll \ A
Oxidasa Catalasa OF Kligler Citrato Urea
Positivo Negativo Inerte Alcalino/Acido Positivo Negativo
v v v
Mac Conkey SIM EAM
Crecimiento o H2S: () Crecimiento
* Indol: (+)
* Motilidad: (+)

Figura 31-2. Esquema de Identificacion de Brevundimonas diminuta

Realizado por: JACHO, Katy, 2015
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Muestra 2
(Chorro)

v

Género: Bacillus spp.

DESCRIPCION
. MACROSCOPICA
TINCION GRAM + Forma: Irregular
¢ « | * Borde: Ondulado
“| + Elevacioén: Elevada
| Bacilos Gram Positivo | + Color: Amarillo
¢ + Superficie: Lisa
+ Tamano: 3 mm
| PRUEBAS |
v v
Oxidasa Catalasa
Positivo Positivo
Mac Conkey Hidrolisis de Hidrolisis de EAM
No hay Almidon Gelatina No hay
Crecimiento Positivo Negativo Crecimiento

Figura 32-2. Esquema de Identificacion de Bacillus spp.
Realizado por: JACHO, Katy, 2015

2.6.5 Identificacion de colonias bacterianas puras por galerias MICROGEN™ GN-I1D

Para la identificacion de colonias puras mediante galerias MICROGEN™ GN-ID se realiz6
principalmente la prueba de oxidasa ya que en caso de ser oxidasa positiva se utiliza las tiras

GN Ay GN By en caso de oxidasa negativa la tira GN A.

Para las tiras GN A y GN B se tom6 una colonia pura de 24 horas de incubacién y se mezcl6
bien en 5 mL de solucion salina estéril 0.85%. Posteriormente se retird cuidadosamente la
lamina adhesiva que sella a los pocillos de la tira y con una pipeta estéril se afiadié 100 uL de la
suspensién bacteriana a cada pocillo. Después de la inoculacion se coloco 3-4 gotas de aceite
mineral en los pocillos marcados con un circulo negro 1,2y 3 de latira GN Ay pocillo 24 de la
tira GN B, se sell6 la parte superior de la tira con la lamina adhesiva que fue retirada

anteriormente. Se incubd las tiras a 35°C por 48 horas. Finalmente se dio lectura a las tiras.

2.6.6 Prueba de sensibilidad antimicrobiana

Para la determinacion del antibiograma se utiliz6 el método de difusion con disco para lo cual se
tomo una colonia pura de 24 horas de incubacion, se ajusto la turbidez del indculo con solucion

salina hasta una concentracion de 0,5 de la escala de MacFarland mediante una comparacion
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visual con el estandar. Posteriormente se sembro en placas de Miuller-Hinton con la ayuda de
un hisopo estéril inoculando toda la placa en tres dimensiones distribuyendo completamente al
indculo. Se colocaron los discos con ayuda de una pinza estéril en la superficie inoculada
realizando cierta presion para asegurarse que los discos se compacten con la superficie del agar,
los discos fueron colocados a una distancia no menor de 24 mm desde un centro al otro. Las
placas se incubaron de forma invertida a 35°C por 24 horas. Después del tiempo de incubacion
se examino las placas. Para reportar los resultados el criterio que se utilizd fue la presencia de

un halo como sensibilidad y la ausencia de halo como resistencia. (Zaragoza, et al., 2008, p. 57)

2.6.7 Prueba fenotipica para la determinacion de Metalo f-Lactamasas

Se tomo una colonia pura de 24 horas de incubacion, se ajust6 la turbidez del inéculo con
solucion salina hasta una concentracién de 0,5 de la escala de MacFarland. En placas de
Miuller-Hinton se sembr6 con un hisopo estéril inoculando toda la placa en tres dimensiones. Se
colocd un disco de Imipenem y Meropenem, en el centro de los dos discos se ubicé un disco de
papel de filtro estéril conteniendo 10 uL de EDTA 0,5 M. Se incub6 a 35°C por 24 horas y
luego de la incubacion se realizé la lectura de la prueba. (Navajas, 2013, p. 27)
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS
Los resultados que se muestran en las siguientes tablas pertenecen a los valores conseguidos en
las diferentes determinaciones microbioldgicas realizadas tanto en la fuente como en el chorro

de agua del Balneario Rumiloma de la parroquia Guangopolo provincia de Pichincha.

3.1 Parametros In Situ

Tabla 3-3. Determinacion de parametros in situ del Manantial Termal del Balneario

“Rumiloma”.
SITIO
PARAMETROS IN SITU Fuente Chorro PROMEDIO
Temperatura (°C) 31 30 30,5
Temperatura Ambiente (°C) 22 22 22
pH 8,0 8,0 8,0
Conductividad (uS/cm) 983 998 990,5
So6lidos Totales Disueltos (ppm) 492 493 4925

Realizado por: JACHO, K., 2015

En la Tabla 3-3 se muestra los valores de cada uno de los pardmetros in situ realizados
presentando una temperatura promedio del balneario de 30,5°C y una temperatura promedio
ambiente de 22°C lo que demuestra que la temperatura promedio del balneario es 8,5°C superior

a la temperatura ambiente por lo cual es considerada como agua termal.

La INAMHI en el afio 2013 realiz6 una investigacién sobre Aguas termominerales en el
Ecuador reportando que el balneario Rumiloma presenta una temperatura de 31,5°C lo cual
indica que la diferencia es minima con la temperatura obtenida en el estudio realizado.

Flores, (2013, pp. 74) estudioé las Aguas del Manantial Termal Santa Apolonia del Estado de
Mérida cuya temperatura promedio del afluente termal de Santa Apolonia fue de 35°C vy la

temperatura promedio ambiental fue de 25,5°C siendo considerada agua termal.
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En nuestro estudio para clasificar a las aguas mineromedicinales de acuerdo a su temperatura se
lo ha hecho segtn la INAMHI (2013) la cual considera agua termal aquella cuya temperatura se
encuentra entre 30 y 40°C, es asi que la temperatura promedio del balneario en estudio es de
30,5°C lo que hace que se la denomine como termal. Autores como Caseres et al., Maraver y
Armijo et al en el Vademécum de Aguas Mineromedicinales Espafiolas (2003) clasifican a las
aguas mineromedicinales segln su temperatura inferior a 35°C como hipotermales. (Francés, et al.,
2011, p. 43)

El valor de pH obtenido es de 8 lo que indica que las aguas del balneario Rumiloma son
alcalinas, valor que concuerda con el INAMHI (2013) el cual reporta un pH de 8,1.

En los manantiales las diferencias de los valores de pH puede deberse a la composicion quimica
de cada manantial. En los balnearios Albacete, Alicin de las Torres, Valdelateja y de Jaraba
presentan valores de pH entre 7,5-7,9, valores no tan dispersos en comparacion al valor de pH

del balneario en estudio.

El pH afecta al crecimiento microbiano ya que cada microorganismo posee un intervalo
definido de pH para su desarrollo, siendo asi que la mayoria de las bacterias suelen crecer entre
pH 5,5-8 por lo que en el balneario Rumiloma puede encontrarse una variedad de

microorganismos. (Flores, 2013, p. 74)

En cuanto a los so6lidos disueltos y a la conductividad eléctrica los valores obtenidos fueron
(492,5 ppm y 990,5 uS/cm), al comparar estos valores con un estudio reportado por el INAMHI
en el 2013, se observa que existen diferencias muy pequefias que pueden deberse a variaciones

estacionales normales en el agua o a diferencias en los equipos de medicidn.
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3.2 Recuento de bacterias Aerobias Meséfilas

El conteo de bacterias aerobias mesofilas se realiz6 por el método de Petrifilm, para lo cual se
sembraron las muestras de la fuente y del chorro, y tras incubar a 35°C por 48 horas se
obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 4-3).

Tabla 4-3.  Recuento de bacterias Aerobias Mesofilas (UFC/mL) del Manantial Termal del

Balneario “Rumiloma”.

SITIO NUMERO DE MEDIA VARIANZA DESVJACION
UFC/mL (%) UFC/mL EST(ADNS;I)AR
Fuente  Muestra 1 2,0x10°
Muestra 2 2,0x103 2,0X103 1302853,667 1141,426155
Chorro  Muestra 1 2,7x10*
Muestra 2 1,9x10" 2,3x10"
PROMEDIO BALNEARIO 1,01X103

Realizado por: JACHO, K., 2015

En la Tabla 4-3 y Gréafico 1-3 se expresa el nimero de bacterias aerobias mesdéfilas tanto de la
fuente como del chorro de agua, notdndose que en la fuente existe un mayor nimero de
bacterias aerobias meséfilas de 2,0 x10° UFC/mL representando un 97,73% del total de
bacterias existentes en el balneario siendo superior al nimero de aerobios mesdéfilos del chorro
de agua que es de 2,3x10" UFC/mL representando solo 2,27% de aerobios mesofilos del

balneario.

El nimero alto de bacterias aerobias mesdfilas en la fuente puede deberse a la infraestructura
del sitio como a la presencia de insectos que tienen libre acceso. En tanto la razon por la que el
chorro de agua presente un nimero mucho menor al de la fuente puede deberse a que al agua
que sale de la fuente se le coloca una cierta cantidad de cloro (hipoclorito de sodio) el cual es

una sustancia bactericida que va a inhibir el crecimiento de las bacterias.
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Recuento de Bacterias Aerobias Mesofilas
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Grafico 1-3. Recuento de bacterias Aerobias Mesofilas (UFC/mL) del Manantial Termal del
Balneario “Rumiloma”

Realizado por: JACHO, K., 2015

Torija., et al. (2006) en el Balneario Cervantes y Francés., et al. (2009) en el Balneario de
Alicin de las Torres tras un analisis microbioldgico reportaron que el nimero de bacterias
heterdtrofas y oligotroficas aerobias viables en cada uno de los balnearios antes mencionados ha
sido inferior a 100 UFC/mL y el de esporuladas inferior a 5 UFC/mL, mostrando que la
proteccion de los manantiales es apropiada. El valor de bacterias aerobias mesotfilas es

equivalente con el del chorro de agua del Balneario “Rumiloma” el cual es de 2,3x10* UFC/mL.

Francés., et al. (2011) hicieron un estudio microbiol6gico del Balneario de Bafios de la
Concepcion de Villatoya obteniendo como resultado en el punto de emergencia de los tres
manantiales un valor menor a 20 UFC/mL de bacterias heterdtrofas y oligotrofas aerobias

viables. Estos valores son inferiores a los obtenidos en el Balneario “Rumiloma”.
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3.3 Recuento de bacterias de Coliformes Totales y Fecales

El conteo de bacterias coliformes totales y fecales se realizé por el método de Petrifilm, para lo
cual se sembraron las muestras de la fuente y del chorro, obteniéndose los resultados que se

muestran a continuacion (Tabla 5-3).

Tabla 5-3. Recuento de bacterias de Coliformes Totales y Fecales (UFC/mL) del Manantial

Termal del Balneario “Rumiloma”.

MEDIA MEDIA

SITIO COLIFORMES  COLIFORMES ¥ T VARIANZA  DESVIACION
TOTALES FECALES () (*) ESTANDAR
(cT) (CF) (CT) (CF) (Ds)
UFC/mL  UFC/mL
Muestra
Fuente 1 7,4x10" 2,0
Muestra 8,6x10* 1,0
2 9,8x10" 0,0
Muestra 2338 48,352869
1 5,0 0,0
Chorro  Muestra 4,0 0,0
2 3,0 0,0

PROMEDIO BALNEARIO 4,5x10"  5,0x10™

Realizado por: JACHO, K., 2015

En la Tabla 5-3 y Gréfico 2-3 se muestra el nimero de coliformes totales y fecales encontrados
tanto en la fuente como en el chorro de agua, 8,6x10" UFC/mL de coliformes totales y de 1,0
UFC/mL de coliformes fecales (Escherichia coli) en la fuente, mientras que en el chorro de
agua 4,0 UFC/mL de coliformes totales y ausencia de coliformes fecales lo cual indica una clara

diferencia entre ambos sitios de muestreo.

El bajo nimero de coliformes totales y la ausencia de coliformes fecales en el chorro de agua
puede deberse a una cierta cantidad de cloro que se coloca en el agua lo que hace que la carga

microbiana disminuya.

La presencia de coliformes totales en el Balneario “Rumiloma” no indica un riesgo sanitario
debido a que pueden surgir del suelo y sobrevivir en ambientes acudticos por su facilidad de

adaptacion.

Hood., et al. (1983) considera que los niveles bajos de coliformes de origen fecal son buenos

indicadores de ausencia de organismos patdgenos, es asi que el nimero promedio de coliformes
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fecales (Escherichia coli) en el Balneario “Rumiloma” es 5,0x10™" UFC/mL siendo un valor bajo

lo cual no constituye un riesgo de contaminacion para los bafistas.

Recuento de Bacterias de Coliformes Totales y
Fecales
T 1,00E+02
S~
pre
& 8,00E+01
[e]
%  6,00E+01
£
2 4,00E+01
2,00E+01
v o
0,00E+00
Coliformes Totales Coliformes Fecales
B Fuente 8,60E+01 1,00E+00
MW Chorro 4,00E+00 0,00E+00

Gréfico 2-3. Recuento de bacterias de Coliformes Totales y Fecales (UFC/mL) del Manantial

Termal del Balneario “Rumiloma”
Realizado por: JACHO, K., 2015

Mosso., et al. (2006) investigaron la microbiologia de los manantiales mineromedicinales del
Balneario Cervantes reportando que en los puntos de muestreo realizados no se hallaron
indicadores fecales (Escherichia coli, enterococos y Clostridium perfringens) pero si se

encontraron coliformes totales en nimero muy bajo, menos de 10/100 mL de agua.

Los valores obtenidos de UFC de coliformes totales en la fuente y en el chorro de agua del
Balneario en estudio son superiores en comparacion a los del Balneario Cervantes cuya

presencia no se considera indicadora de contaminacion ya que pueden proceder del suelo.

De La Rosa., et al. (2007) Balneario Puente Viesgo, De La Rosa., et al. (2009) Balneario Alicin
de las Torres y Mosso & De La Rosa (2011) Balneario de Bafios de la Concepcion realizaron un
estudio microbiolégico de cada uno de los balnearios antes mencionados reportando la ausencia
de microorganismos indicadores de contaminacion fecal (Escherichia coli, enterococos,
Clostridium sulfito-reductores y Clostridium perfringens) cumpliendo las muestras con la
normativa de aguas de consumo humano. Estos resultados concuerdan con los del chorro de
agua del Balneario “Rumiloma” por no presentar indicadores de contaminacion fecal

(Escherichia coli) lo que muestra que estas aguas no son un riesgo para la salud de los usuarios.
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3.4 Recuento de Staph Express (Staphylococcus aureus)

La estimacion del nimero de bacterias del género Staphylococcus se lo realiz6 por el método de
Petrifilm, usando las placas Staph express, para lo cual se sembré las muestras de la fuente y del
chorro, tras incubar a 35°C por 48 horas se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 6-3).

Tabla 6-3. Recuento de bacterias del género Staphylococcus (UFC/mL) del Manantial Termal

del Balneario “Rumiloma”.

] MEDIA DESVIACION
SITIO NUMERO DE (x ) VARIANZA ESTANDAR
UFC/mL UEC/mL (Ds)
Muestra 1
Fuente 6,0
Muestra 2 1,0x10"
1,4x10"
Muestra 1 44 6,633249581
Chorro 0,0
Muestra 2 0,0
0,0
PROMEDIO BALNEARIO 50

Realizado por: JACHO, K., 2015

En la Tabla 6-3 y Grafico 3-3 se aprecia el recuento de bacterias del género Staphylococcus
observandose que en la fuente existe un mayor nimero de bacterias del género Staphylococcus
de 1,0 x10* UFC/mL representando el 100% del total del promedio del balneario debido a que

en el chorro de agua no hubo presencia de bacterias de dicho género.

La razén por la se encontraron mayor nimero de bacterias del género Staphylococcus en la
fuente puede deberse a que se encuentran en el ambiente las cuales pueden ser llevadas a través
del aire, el suelo y la lluvia, asi como también por el personal que tiene acceso al sitio y como se
conoce que los Staphylococcus son miembros tipicos de la microflora habitual de la piel a més

de tener gran resistencia a condiciones medioambientales.

En el caso del chorro de agua la ausencia de bacterias del género Staphylococcus puede ser al
proceso de limpieza y desinfeccion que se le da al agua que sale de la fuente mediante la adicion
de cloro el cual se disocia al estar en contacto con el agua produciendo acido hipocloroso el cual

va a destruir a las bacterias presentes. (Castro & Chaides, 2003, p. 18)
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Recuento de Bacterias del Género
Staphylococcus
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Gréfico 3-3. Recuento de bacterias del género Staphylococcus (UFC/mL) del Manantial

Termal del Balneario “Rumiloma”.
Realizado por: JACHO, K., 2015

De La Rosa., et al. en el 2007 analizaron las aguas del manantial mineromedicinal del Balneario
Puente Viesgo reportando la ausencia de bacterias patdgenas (Staphylococcus aureus) y la
presencia de bacterias del género Staphylococcus en baja proporcion (10,8%), valores que
concuerdan con los obtenidos por nosotros en este estudio por la ausencia de Staphylococcus
aureus en ambos puntos de muestreo.

En el afio 2009 De La Rosa., et al. realizaron estudios de microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario Alicun de las Torres en el cual no se encontrd presencia de
bacterias patdgenas (Staphylococcus aureus) en 250 mL de agua. Al comparar con los
resultados obtenidos en este trabajo concuerda debido a la ausencia de Staphylococcus aureus
en la fuente como en el chorro de agua.

Mosso & De La Rosa en el afio 2011 en los manantiales mineromedicinales del Balneario de
Bafios de la Concepcion de Villatoya (Albacete) realizaron un analisis microbiolégico
reportando la ausencia de Staphylococcus aureus, bacteria que puede transmitirse a través del

agua de las vias mas frecuentes de aplicacién como oral, respiratoria o tdpica.
El Staphylococcus aureus suele encontrarse como flora normal en la nariz de portadores que

pueden introducirlo en el agua o a través de personas que se bafien teniendo alguna lesion en la

piel causada por dicha bacteria. (Gestion de Aguas y Residuos, sf, p. 36)
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3.5 Recuento de Mohos y Levaduras
El conteo de mohos y levaduras se realizo por el método de Petrifilm, para lo cual se sembraron
las muestras de la fuente y del chorro, obteniéndose los resultados que se muestran a

continuacion (Tabla 7-3).

Tabla 7-3. Recuento de Mohos y Levaduras (UFC/mL) del Manantial Termal del Balneario

“Rumiloma”.
MEDIA MEDIA DESVIACION
SITIO MOHOS  LEVADURAS X X VARIANZA ESTANDAR
) wL ) ( (Ds)
(M) L)
Muestra 4,0 4,0
Fuente 1 3,5 5,0
Muestra 3,0 6,0
2 4,57142857  2,138089935
Muestra 0,0 1,0
Chorro 1 0,0 15
Muestra 0,0 2,0
2
PROMEDIO BALNEARIO 1,75 3,25

Realizado por: JACHO, K., 2015

En la Tabla 7-3 y Gréafico 4-3 se aprecia que en el chorro de agua existe bajo nimero de
levaduras (1,5 UFC/mL) y ausencia de mohos, mientras que en la fuente hay un mayor nimero

de mohos y levaduras 3,5 UFC/mL y 5,0 UFC/mL respectivamente.

Los hongos y levaduras se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, la mayoria

suele proceder del suelo los cuales se aclimatan a las condiciones de ambientes acuaticos.

La presencia de mohos y levaduras no afectan a la calidad sanitaria de las aguas siempre y
cuando se encuentran en un numero bajo ya que al encontrarse en un gran nimero podria
multiplicarse rapidamente y causar infecciones en los bafiistas como micosis la cual puede ser

profunda y cutanea. (Mosso & De La Rosa, 2011, p. 62)
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Gréfico 4-3. Recuento de Mohos y Levaduras (UFC/mL) del Manantial Termal del

Balneario “Rumiloma”
Realizado por: JACHO, K., 2015

En el caso de las muestras de mohos nuestros resultados no coinciden con los reportados por De
la Rosa., et al. (2004) quienes reportaron el aislamiento de hongos en un nimero menor a 10
UFC/mL en el Balneario de Jaraba, Mosso., et al. (2006) reportaron 20 UFC/mL en los
manantiales mineromedicinales del Balneario Cervantes en el cual aislaron hongos, De La
Rosa., et al. (2013) encontraron mayor nimero de hongos en Balneario EI Raposo indicando
gue su presencia es poco frecuente debido a que la mayoria de hongos proceden del suelo pero
gue se adaptan a las condiciones de ambientes acuéticos, siendo la mayoria saprofitos en el que
algunos de ellos pueden ser dafiinos para el ser humano llegando a producir diferentes

patologias como micosis superficiales, subcutaneas y profundas.
En caso de las levaduras los resultados encontrados por nosotros coinciden con De la Rosa., et

al. (2004) quienes reportaron el aislamiento de dos cepas de levaduras a partir de ambientes
acuéticos
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3.6 NUmero de Clones Aislados
En el presente trabajo se lograron aislar un total de 45 clones (Tabla 8-3) y (Gréfico 5-3) de los
cuales 13 (29%) fueron bacterias Gram positivas, 27 (60%) Gram negativos y 5 (11%) que no

pudieron ser separados.

Tabla 8-3. Numero de clones aislados del Manantial Termal del Balneario “Rumiloma”.

NUMERO DE % NUMERO DE % NUMERO DE %
SITIO CLONES CLONES CLONES
GRAM (+) GRAM () MEZCLADOS
Fuente 9 20% 17 38% 4 9%
Chorro 4 9% 10 22% 1 2%
TOTAL 13 29% 27 60% 5 11%

Realizado por: JACHO, K., 2015

A partir de las muestras de la fuente se aislaron un total de 30 clones de los cuales fueron 9
(20%) Gram positivos, 17 (3%) Gram negativos y 4 (9%) clones mezclados los cuales tras

realizar una tincién gram y ser observados en el microscdpico no pudieron ser separados.
El otro punto de muestreo fue el chorro de agua de donde se aislaron 4 (9%) clones bacterianos
Gram positivos, 10 (22%) Gram negativos y uno mezclado dando un total de 15 clones aislados

en dicho punto de muestreo.

Es importante indicar que en los sitios de muestreo las bacterias predominantes fueron los Gram

negativos (60%).
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Porcentaje de Clones Aislados
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Gréfico 5-3. Porcentaje de clones aislados del Manantial Termal del Balneario “Rumiloma”
Realizado por: JACHO, K., 2015

En el caso de las bacterias Gram negativas y Gram positivas aisladas los resultados obtenidos
son similares a lo reportado por De La Rosa., et al. (2004) quienes tras realizar un estudio
microbioldgico del Balneario de Jaraba aislaron 254 cepas de bacterias heterétrofas
identificando 244 (96,1%) de las cuales corresponden a bacilos Gram negativos 165 (65%),
cocos Gram positivos 44 (17,3%) y bacilos Gram positivos 35 (13,8%), predominando en estos
manantiales los bacilos Gram negativos; De La Rosa, et al. en el 2007 investigaron al Balneario
Puente Viesgo (Cantabria) mediante un estudio microbiol6gico, aislando 37 cepas de bacterias
heterétrofas que compete a tipos morfolégicos de bacilos Gram negativos (62,2%), bacilos y
cocos Gram positivos (18,9%); Mosso, et al. en el 2008 en el Balneario Valdelateja aislaron
114 cepas de bacterias viables heterétrofas y oligotrofas, identificando un 83,3% de los cuales
corresponden a los tipos morfoldgicos de bacilos Gram negativos fermentadores (45,6%) y no
fermentadores (31,6%), bacilos y cocos Gram positivos (22,8%). Al comparar los resultados
obtenidos en los diferentes estudios de los Balnearios de Espafia (Mosso; De la Rosa), con lo
encontrado por nosotros en el Balneario “Rumiloma” coinciden los resultados con los de

nuestro estudio en que existe un predominio de bacilos Gram negativos.
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3.7 Numero y Tipos de Cepas Aisladas Seleccionadas

Del total de los 45 clones aislados se escogieron 11 clones de acuerdo al tamafio, color y forma
(Tabla 9-3).

Tabla 9-3. Numero y Tipos de cepas aisladas seleccionadas del Manantial Termal del

Balneario “Rumiloma”.

NUMERO DE BACTERIAS NUMERO DE BACTERIAS
SITIO GRAM (+) GRAM (-)
AISLADAS AISLADAS
Bacilos Cocos Bacilos
Fuente 1 1 6
Chorro 1 0 2
TOTAL 3 8

Realizado por: JACHO, K., 2015

Porcentaje de Cepas Seleccionadas

L1 BACILOS GRAM (+)
14 COCOS GRAM (+)
 BACILOS GRAM (-)

Grafico 6-3. Porcentaje de cepas aisladas seleccionadas del Manantial Termal del

Balneario “Rumiloma”.
Realizado por: JACHO, K., 2015

De los 11 clones seleccionados segun la morfologia bacteriana pertenecen en un alto porcentaje
a bacterias Gram negativas (73%), seguido de bacilos Gram positivos (18%) y cocos Gram

positivos (9%).
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En el caso de las bacterias Gram negativas y Gram positivas aisladas los resultados obtenidos
son diferentes a lo reportado por Mosso, Sanchez y De La Rosa (2002) quienes mediante un
analisis microbioldgico en aguas mineromedicinales del Balneario de Alhama de Granada
aislaron e identificaron 53 cepas de bacterias heterdtrofas que pertenecen a bacilos Gram
positivos (49,1%), cocos Gram positivos (30,2%) y bacilos Gram negativos (20,7%), ya que en
los manantiales hipertermales predominan las bacterias Gram positivas por tener mayor

resistencia a la temperatura y a la concentracién de sales.

Mosso, et al. en el 2006, al igual que lo reportado por nosotros en el Balneario “Rumiloma”
encontré un predominio de bacilos Gram negativos caracteristico de aguas termales en el
Balneario Cervantes; De La Rosa, et al. (2009) realizaron un estudio de Microbiologia de los
manantiales mineromedicinales del Balneario de Alicin de las Torres y reportaron el
aislamiento de 60 cepas de bacterias viables heterotrofas y oligotrofas que corresponden a
bacilos Gram negativos (54,5%), bacilos Gram positivos (29,1%) y cocos Gram positivos
(16,4%); De La Rosa, et al. (2013) en el Balneario El Raposo realizaron un estudio de la
microbiota de los manantiales mineromedicinales y reportaron el aislamiento de 115 cepas de
bacterias viables heterdtrofas y oligotrofas, que corresponden a bacilos Gram negativos (73 %),
bacilos Gram positivos (23,5 %) y cocos Gram positivos (3,5 %). Al comparar los resultados
obtenidos en los diferentes estudios de los Balnearios de Espafia con lo encontrado por nosotros
en el Balneario “Rumiloma”, se observa que los resultados coinciden con los de nuestro estudio

en que existe un predominio de bacilos Gram negativos.
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3.8 Identificacion de Bacterias Gram Negativas

De los 11 clones seleccionados 8 fueron bacterias Gram negativas a las cuales se les realiz6 pruebas bioquimicas y la descripcion de las caracteristicas

macroscopicas (Tabla 10-3).

Tabla 10-3.  Origen, Morfologia y Pruebas bioquimicas de bacilos Gram negativos aislados del Manantial Termal del Balneario “Rumiloma”.
NUMERO
DE CLON 1 3 4 6 17 18 19 21
> Petrifilm Aerobios Staph E. coli/ Staph E. coli/ Aerobios E. coli/ Aerobios
U totales Express coliformes Express coliformes totales coliformes totales
o4
© Punto de Fuente Fuente Fuente Fuente Chorro Fuente Chorro Fuente
muestreo
Forma Circular Irregular Irregular Irregular Circular Circular Irregular Irregular
Borde Entero Ondulado Ondulado Ondulado Ondulado Entero Ondulado Ondulado
Color Crema Blanco Durazno Blanco Durazno Durazno Blanco Crema
g Hueso hueso hueso
8 Elevacion Elevada Plana Elevada Plana Elevada Elevada Elevada Elevada
|
8 Superficie Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa Lisa
[0
g Consistencia Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa
Luz
Transmitida Opaca Traslucida Traslucida Traslucida Traslucida TraslGcida  Traslucida Opaca
Tamario
(mm) 4 2 2 3 5 5 4 4
Catalasa Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
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Oxidasa Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo

OF Inerte Inerte Inerte Inerte Inerte Inerte Inerte Inerte
Kligler Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Alc Alc/Ac Alc/Alc Alc/Ac Alc/Alc
Movilidad Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Q Indol Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo
oM
% H,S Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
[0 - — - — - - - —
o Urea Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo
Citrato Positivo Positivo Negativo Positivo Positivo Positivo Negativo Positivo
Mac
Conkey Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento ~ Crecimiento ~ Crecimiento Crecimiento  Crecimiento
Eosina Azul
de Metileno  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento ~ Crecimiento ~ Crecimiento ~ Crecimiento Crecimiento  Crecimiento
Género y Especie Xenorhabdus Xenorhabdus Pseudomonas Xenorhabdus Brevundimonas Budvicia Brevundimonas  Xenorhabdus

beddingii beddingii stutzeri beddingii diminuta aquatica diminuta beddingii

Realizado por: JACHO, K., 2015
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En este estudio se obtuvieron de la fuente y del chorro del Balneario “Rumiloma” un total de 45
clones bacterianos aislados, para lo cual se realizd cuatro repiques para conseguir un
crecimiento de los clones los cuales fueron sembrados por agotamiento obteniendo 40 clones
puros de los cuales fueron seleccionados 11 clones a los que posteriormente se los identifico.

Al realizar la tincion Gram se observo que 8 de los clones seleccionados presentaron morfologia
de bacilos Gram negativos las diferentes colonias obtenidas del manantial termal estudiado
presentaron la mayoria un color blanco hueso y durazno, forma irregular, borde ondulado,

superficie lisa, consistencia cremosa, traslicidas y elevadas. (Tabla 10-3).

En la Tabla 11-3 se muestra las pruebas bioquimicas realizadas a los clones aislados
observandose catalasa variable, oxidasa variable, méviles, O/F de la glucosa son inertes,
pruebas de Kligler, SIM, urea y citrato variables, crecieron a una temperatura de 35°C en

medios selectivos como Mac Conkey y Eosina azul de metileno.

Los clones 17 y 19 tienen la capacidad de fermentar la glucosa, catalasa negativo, oxidasa positivo,
moviles, crecieron a una temperatura de 35°C en medios selectivos como Mac Conkey y Eosina
azul de metileno y solo el clon 17 tiene la presencia de la enzima triptofanasa debido a que la
prueba de indol fue positiva.
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3.9 Identificacién de Bacterias Gram Positivas

De los 11 clones seleccionados 3 fueron bacterias Gram positivas a las cuales se les realizd pruebas bioquimicas y la descripcion de las caracteristicas

macroscopicas (Tabla 11-3).

Tabla 11-3.  Origen, Morfologia y Pruebas bioquimicas de bacilos y cocos Gram positivos aislados del Manantial Termal del Balneario

“Rumiloma”.
NUMERO DE CLON 1 9 18
& Petrifilm Aerobios totales Aerobios totales Staph Express
Punto de muestreo Fuente Chorro Fuente
Forma Filamentosa Irregular Irregular
Borde Filamentoso Ondulado Ondulado
% Color Blanco hueso Amarillo Amarillo palido
9 Elevacion Plana Elevada Plana
8 Superficie Rugosa Lisa Lisa
é Consistencia Membranosa Cremosa Cremosa
Luz Transmitida Opaca Opaca Traslucida
Tamarfio (mm) 9 3 3
Tincién Gram Bacilos (+) Bacilos (+) Cocos (+)
Catalasa Positivo Positivo Positivo
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Oxidasa Negativo Positivo Negativo
Hidrolisis de Almidén Positivo Positivo No se realiz6
Hidrdlisis de Gelatina Negativo Negativo No se realizo

Mac Conkey

No hay crecimiento

No hay crecimiento

No hay crecimiento

PRUEBAS

Eosina Azul de Metileno

No hay crecimiento

No hay crecimiento

No hay crecimiento

Agar Manitol

No se realizd

No se realiz6

Crecimiento pero no

fermentacién

Género y Especie

Bacillus mycoides

Bacillus spp.

Staphylococcus spp.

Realizado por: JACHO, K., 2015
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En este estudio se obtuvieron de la fuente y del chorro del Balneario “Rumiloma” un total de 45
clones bacterianos aislados, para lo cual se realizd cuatro repiques para conseguir un
crecimiento de los clones los cuales fueron sembrados por agotamiento obteniendo 40 clones
puros de los cuales fueron seleccionados 11 clones a los que posteriormente se los identifico.

Al realizar la tincién Gram se observo que dos clones presentaron morfologia de bacilos Gram
positivos y un coco Gram positivo, las diferentes colonias obtenidas del manantial termal
estudiado presentaron un color amarillo, forma irregular, borde ondulado, superficie lisa,

consistencia cremosa, opacas y planas (Tabla 11-3).

En la Tabla 11-3 se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a los clones
aislados (bacilos Gram positivos) observandose catalasa positiva, oxidasa variable, hidrdlisis del
almidén fue positiva con la formacién del halo, hidr6lisis de gelatina fue negativa, crecieron a
una temperatura de 35°C y no hubo crecimiento en los medios Mac Conkey y Eosina azul de

metileno.

Los resultados obtenidos para el clon 18 aislado cocos Gram positivo (Tabla 11-3) fue catalasa
positivo, oxidasa negativo, la temperatura dptima de crecimiento fue de 35°C y se evidencié que

hubo crecimiento pero no fermentacion en Agar Manitol.

3.10  Especies de Bacterias Identificadas

La identificacion de los clones seleccionados se realizd6 por métodos basados en las
caracteristicas macroscépicas, microscopicas, pruebas bioquimicas y galerias Microgen.

En el Grafico 7-3, se muestra los resultados obtenidos para la identificacién de los clones
seleccionados, correspondiente a bacilos Gram negativos las especies de los géneros
Xenorhabdus beddingii (37%), Brevundimonas diminuta (18%), Budvicia aquatica (9%),
Pseudomonas stutzeri (9%), bacilos Gram positivos a la especie Bacillus mycoides (9%), al
género Bacillus spp. (9%) y cocos Gram positivos se identificé al género Staphylococcuss spp
(9%).
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Tabla 12-3. Especies de bacterias identificadas del Manantial Termal del Balneario

“Rumiloma”.

PORCENTAJE DE BACTERIAS
N° DE CLONES ~ COINCIDENCIA , PORCENTAJE
AISLADOS (%) GENERO  ESPECIE (%)
4 92 Xenorhabdus Beddingii 36,36
2 100 Brevundimonas  Diminuta 18,19
1 84,60 Budvicia Aquatica 9,09
1 91,07 Pseudomonas Stutzeri 9,09
1 92 Bacillus Mycoides 9,09
1 71,43 Bacillus Spp 9,09
1 71,56 Staphylococcus Spp 9,09

Realizado por: JACHO, K., 2015

Porcentaje de Especies de Bacterias

Identificadas

B Xenorhabdus beddingii

B Brevundimonas diminuta

H Bacillus spp.

B Pseudomonas stutzeri

B Budvicia aquatica

M Bacillus mycoide

u Staphylococcus spp.

Gréfico 7-3. Porcentaje de especies de bacterias identificadas del Manantial Termal del

Balneario “Rumiloma”

Realizado por: JACHO, K., 2015

Los resultados obtenidos para la identificacion de los clones aislados, indica que existe

predominio de la Familia Enterobacteriaceae constituida por bacilos Gram negativos, no

esporulados, oxidasa negativa, catalasa variable, siendo en este caso la mayor parte negativas,

moviles. Suelen ser fermentativas y oxidativas de glucosa, crecen en medios selectivos Mac

Conkey y Eosina azul de metileno a una su temperatura de 35°C. (Granados & Villaverde, 2003, p.

250)
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Las bacterias Brevundimonas diminuta y Bacillus spp., se encontraron en el chorro de agua el

cual fue uno de los puntos de muestreo realizados en el Balneario “Rumiloma”.

Brevundimonas diminuta son microorganismos ambientales con distribucion mundial aislados
del agua, el suelo, las plantas y ocasionalmente de especimenes clinicos. (Rocha, et al., 2006, p. 239)
Son bacilos Gram negativos, rectos, delgados, no formadores de esporas, aerobios, de catalasa
variable, mdviles, oxidasa positiva y O/F de la glucosa oxidativos, crece a una temperatura de

35°C en medios selectivos como Mac Conkey y Eosina azul de metileno. (Macfaddin, 2003, p. 470)

Xenorhabdus beddingii es una bacteria grande, entomopatdgena que esta intimamente asociada
con nematodos entomdgenos, siendo su héabitat normal el lumen intestinal de nematodos o la

cavidad del cuerpo de los insectos huésped en la que han sido introducidos por los nematodos.
(Thomas & Poinar, 1979, p. 352)

Budvicia aquatica es una bacteria de agua dulce que se puede encontrar tanto en agua potable
COMOo en arroyos, rios y piscinas no asociadas con heces o aguas residuales humanas, no ha sido
identificada como bacteria causante de enfermedades en los seres humanos. (Dworkin, et al., 2008,

p.9)
Mosso, et al. (2008) en el Balneario Valdelateja y De La Rosa, et al. (2013) en el Balneario El

Raposo realizaron estudios microbioldgicos en los manantiales mineromedicinales reportaron la
presencia de diversas especies de enterobacterias como Budvicia aquatica, bacteria que forma
parte de la microbiota del agua y del suelo por lo que no son un riesgo para la salud de los

usuarios, especie que concuerda con la identificada en el Balneario “Rumiloma”.

Pseudomonas stutzeri son bacilos Gram negativos, aerobios, rectos o ligeramente curvos, no
esporulados, catalasa positiva, oxidasa variable, movil, O/F de la glucosa oxidativos,
temperatura 6ptima de crecimiento de 35°C en medios Mac Conkey y Eosina azul de metileno,

cuentan con un solo flagelo polar y se hallan presentes en casi todos los ambientes. (Lalucat, et al.,
20086, p. 510)

En el 2004 y 2007 De la Rosa, et al. en el Balneario de Jaraba y Balneario de Puente Viesgo
realizaron analisis microbiol6gicos en el que reportaron la presencia de la bacteria Pseudomonas
stutzeri, especie también encontrada en el Balneario “Rumiloma”, la misma que es frecuente en
aguas minerales ya que son bacterias que tienen requerimientos nutricionales escasos por lo que

son capaces de sobrevivir y multiplicarse en ambientes oligotroficos.
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Bacillus mycoides es una bacteria Gram positiva, no mévil, su tamafio oscila entre 1,0- 1,2 x
3,0- 5,0 um, las esporas que forma pueden ser elipsoidales, central, paracentral o subterminal,
no presentan cépsula y los bacilos tienden a presentarse en cadenas. Las colonias son de color
blanco a crema opaco y caracteristicamente rizoides, anaerobios facultativos, crecen a una
temperatura méaxima de 35 a 40 ° C y como temperatura minima de 10 a 15°C, son bacterias
comunes del suelo y suelen ser utilizadas en los pesticidas para inhibir el crecimiento de
bacterias y hongos perjudiciales. No parece haber ningln efecto negativo en los seres humanos
o en el medio ambiente. (Di Franco, et al., 2002, p. 33)

De La Rosa, et al. (2013) en el Balneario El Raposo identificara la presencia de bacilos Gram
positivos principalmente del género Bacillus, bacterias esporuladas que proceden del suelo
encontradas en manantiales minerales termales. Estos resultados coinciden con lo reportado en
este trabajo para el Balneario “Rumiloma” donde encontramos la presencia de bacterias bacilos
Gram positivos del género Bacillus spp. y Bacillus mycoides frecuente en aguas minerales

termales.

También se encontrd la presencia del género Staphylococcus cocos Gram positivos dispuestos en
forma aislada, en pares o en forma similar a racimos de uvas, no forman esporas, de catalasa
positiva, oxidasa variable en este caso negativa, O/F de la glucosa fermentativa, temperatura 6ptima
de crecimiento 35°C, crecimiento y fermentacion de agar manitol en este caso hubo crecimiento

pero no fermentacion de manitol. (Macfaddin, 2003, p. 511)

Mosso, Sanchez y De La Rosa, (2002) realizaron un estudio de la Microbiologia del agua
mineromedicinal de los Balnearios de Alhama de Granada aislando e identificando cepas de
bacterias heter6trofas que pertenecen al género Bacillus, Micrococcus y Staphylococcus; Mosso,
et al. (2006) en el Balneario Cervantes identificaron cepas reportando la presencia de cocos
Gram positivos en baja proporcion que corresponden en su mayoria al género Staphylococcus y
cepas de bacilos Gram positivos, del género Bacillus spp. Estos géneros concuerdan con los
encontrados en el Balneario en estudio (Staphylococcus spp., Bacillus spp.), por ejemplo la
presencia de Bacillus mycoides que son cepas de bacilos Gram positivos esporulados, reportadas

como ambientales y que pueden llegar al agua mediante el aire, el suelo y la lluvia.
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3.11 Antibiograma de Bacilos Gram Negativos
La evaluacion del efecto de los antibidticos (Trimetoprim/sulfametoxazol, Imipenem,
Amoxicilina/Ac. clavulanico, Ceftriaxona, Gentamicina, Cefalotina, Ampicilina) sobre los

clones aislados muestra resultados muy variados (Tabla 13-3).

Tabla 13-3.  Antibiograma de bacilos Gram negativos del Manantial Termal del Balneario

“Rumiloma”.

N° ANTIBIOTICOS

CLON NOMBRE CRO KF SXT CN IPM AM AMC
30 30 25 10 10 10 20/10

1 Xenorhabdus beddingii S R R S S R S

3 Xenorhabdus beddingii S R S S S R S

4 Pseudomonas stutzeri S R S R S R S

6 Xenorhabdus beddingii S R S S S S S

17 Brevundimonas diminuta S R S S S R R

18 Budvicia aquatica S R S S S S S

19 Brevundimonas diminuta S R S S S R R

21 Xenorhabdus beddingii S R S S S S S
R: Resistente CN: Gentamicina 10 pug
S: Sensible IPM: Imipenem 10 ug
CRO: Ceftriaxona 30 ug AM: Ampicilina 10 g
SXT: Trimetoprim/Sulfametoxazol 1,25/23,75 g KF: Cefalotina 30 ug

AMC: Amoxicilina/Acido Clavuléanico 20/10 pg

Realizado por: JACHO, K., 2015.

En los antibiogramas realizados a las cepas de bacilos Gram negativos se observa que todas las
bacterias son resistentes a la Cefalotina de 30 ug, el cual es una cefalosporina de primera
generacion a diferencia de la Ceftriaxona (30 pg), Trimetoprim/Sulfametoxazol (1,25/23,75 ug),
Gentamicina (10 pg) e Imipenem (10 pg) antibiéticos de amplio espectro los cuales inhibieron

el crecimiento de todas las bacterias estudiadas.

En un estudio realizado del perfil de sensibilidad antibiética en especies de la Familia
Enterobacteriaceae se observéd resistencia a ampicilina, ampicilina-sulbactama, cefalotina,

aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina). (Lésch, Merino & Alonso, 2006, p. 2)

Lopez, et al. (2002) analizaron un caso de endocarditis polimicrobiana de curso subagudo

aislando Pseudomonas stutzeri y realizando la prueba de sensibilidad por el método disco placa
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reportando que la Pseudomonas stutzeri es sensible a los antibi6ticos: amoxicilina—acido
clavulanico, cefalosporinas de tercera generacion, aminoglucésidos, quinolonas e imipenem y
suelen tener resistencia a cefalosporinas de primera generacion. Nuestros resultados del
antibiograma de la bacteria Pseudomonas stutzeri son similares ya que esta especie presentd
sensibilidad a los siguientes antibidticos: amoxicilina—acido clavulanico, ceftriaxona e

imipenem y resistencia a la cefalotina.

Vay, et al. (2005) realizaron un estudio sensibilidad antimicrobiana sobre bacilos gram-
negativos no fermentadores determindndose las concentraciones inhibitorias minimas por el
método de dilucion en agar Mueller Hinton frente a los siguientes antibacterianos: ampicilina,
piperacilina, piperacilina-tazobactama, sulbactama, cefoperazona, cefoperazona-sulbactama,
ceftazidima, cefepima, aztreonam, imipenem, meropenem, colistina, gentamicina, amikacina,
trimetoprim-sulfametoxazol,  cloranfenicol,  eritromicina,  rifampicina,  norfloxacina,
ciprofloxacina y minociclina, reportandose que la Pseudomonas stutzeri fue ampliamente
sensible a los antibacterianos ensayados. Al cotejar con nuestros resultados la bacteria

Pseudomonas stutzeri present6 sensibilidad al imipenem y trimetoprim/sulfametoxazol.

Restrepo, et al. (2010) en un estudio de Artritis reactiva asociada con bacteriemia por
Brevundimonas diminuta realizaron un perfil de resistencia de aislamientos de especies de
Brevundimonas de los Centros para Control de Enfermedades de los Estados Unidos y
susceptibilidad a los aminoglucésidos, con resistencia importante a ampicilina, asi como
susceptibilidad variable a penicilinas y cefalosporinas de tercera generacion. Al comparar la
susceptibilidad con los resultados obtenidos en el antibiograma de la bacteria Brevundimonas
diminuta son similares con los antibi6ticos gentamicina y ceftriaxona, y su resistencia a la

ampicilina.

Se realizd un estudio de un caso de sepsis en un paciente inmunodeprimido expuesto a Budvicia
aquatica en la que reportaron que esta especie es sensible a varios agentes antibidticos; siendo
asi el paciente tratado con éxito con levofloxican intravenosa, seguida de una dosis de dos

semanas con ciprofloxican oral. (Dworkin, et al., 2006, p. 10).
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3.12 Antibiograma de Bacilos y Cocos Gram Positivos

La evaluacion del efecto de los antibidticos (Ampicilina, Gentamicina, Cefalotina,
Ciprofloxacina, Eritromicina, Penicilina, Oxacilina, Novobiocina, &cido Nalidixico) sobre los

clones aislados muestra resultados muy variados (Tabla 14-3).

Tabla 14-3.  Antibiograma de bacilos y cocos Gram positivos del Manantial Termal del

Balneario “Rumiloma”.

N° ANTIBIOTICOS

CLON NOMBRE AM CN KF CIP E P OX NV NA

10 10 30 5 15 10 1 30 30

1 Bacillus mycoides S S S S S S R ND ND
9 Bacillus spp. R S R S S R R ND ND
18 Staph::)%coccus R s s s ND ND R S R
R: Resistente NR: No tiene disco
S: Sensible E: Eritromicina 15 pg
AM: Ampicilina 10 ug P: PenicilinaG 10 U
CN: Gentamicina 10 pug OX: Oxacilina 1 pg
KF: Cefalotina 30 ug NV: Novobiocina 30 pg
CIP: Ciprofloxacina 5 pg NA: Acido Nalidixico 30 pg

Realizado por: JACHO, K., 2015

Los bacilos Gram positivos presentaron susceptibilidad a los siguientes antibiédticos:
Gentamicina (10 pg), Ciprofloxacina (5 ug), Eritromicina (15 pg) vy resistencia a la Ampicilina
(10 pg), Cefalotina (30 ug), Penicilina G (10 U) y Oxacilina (1 pg).

Los cocos Gran positivos presentaron resistencia a la Ampicilina (10 pg), Oxacilina (1 pg),
Acido Nalidixico (30 pg) y sensibilidad a Gentamicina (10 pg), Cefalotina (30 ug),
Ciprofloxacina (5 pug) y Novobiocina (30 ug).

En un estudio realizado de sensibilidad antimicrobiana con 35 antibiéticos pertenecientes a los
diferentes grupos farmacolégicos se ha revelado que las bacterias Bacillus spp., presentan
mayor sensibilidad a los antibidticos: cloranfenicol, amikacina, doxiciclina, kanamicina,
novobiocina, tetraciclina y ampicilina. (GALLEGO, et al., 1994, p. 713). En nuestro estudio
antibidticos en el antibiograma de la bacteria Bacillus spp., por tal razén solo coincide

resistencia a la ampicilina.
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El Bacillus mycoides presenta susceptibilidad a la mayoria de los antibi6ticos probablemente

debido a que son microorganismos ambientales.

Herrera, et al. (1994) tras realizar un estudio del Patron de sensibilidad de las cepas de
Staphylococcus sp. aisladas en el Hospital Nacional de Nifios reportaron que dicha bacteria es
susceptible a oxacilina, eritromicina, vancomicina, ciprofloxacina, cloranfenicol, norfloxacina y
rifampicina. Estos resultados concuerdan con los nuestros debido a que el género

Staphylococcus sp presento sensibilidad al antibiético ciprofloxacina.

3.13 Presencia Fenotipica de Metalo p-Lactamasas

En el estudio la presencia de la enzima Metalo B-Lactamasas nos va indicar que hidroliza una
gran variedad de antibidticos B-lactdmicos, incluyendo penicilinas, cefalosporinas (12, 22 32y 42
generacién) y carbapenemes. Esta actividad se observa cuando se produce una deformacion del
halo de inhibicién en las proximidades del disco de EDTA lo que indica la presencia de algln

tipo de metalo B-lactamasas en la cepa de estudio. (Navajas, 2013, p. 27)

Tabla 15-3.  Presencia fenotipica de metalo p-lactamasas en clones aislados puros Gram

negativos del Manantial Termal del Balneario “Rumiloma”.

PRUEBA DE DISCO CON EDTA

N° CLON NOMBRE (0,5 M)
1 Xenorhabdus beddingii Negativo
3 Xenorhabdus beddingii Negativo
4 Pseudomonas stutzeri Negativo
6 Xenorhabdus beddingii Negativo
17 Brevundimonas diminuta Negativo
18 Budvicia aquatica Negativo
19 Brevundimonas diminuta Negativo
21 Xenorhabdus beddingii Negativo

Realizado por: JACHO, K., 2015

En la Tabla 15-3 se observan los resultados obtenidos tras la realizacion de la prueba de
presencia fenotipica de metalo B-lactamasas la cual es negativa para todas las cepas de bacterias

realizadas.
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CONCLUSIONES

Se determind los parametros in situ del agua del Balneario “Rumiloma” presentando una
temperatura de 30,5°C y una temperatura ambiente de 22°C, un valor de pH 8, conductividad de
990,5 uS/cm y solidos totales disueltos de 492,5 ppm.

En la fuente se encontraron aerobios mesoéfilos 2,0x10° UFC/mL, mohos 3,5 UFC/mL,
levaduras 5,0 UFC/mL, coliformes totales 8,6x10" UFC/mL, coliformes fecales 1,0 UFC/mL y

un promedio de 1,0x10" UFC/mL de bacterias del género Staphylococcus.

En el chorro de agua la presencia de bacterias aerobias mesdfilas fue de 2,3x10* UFC/mL, 4,0
UFC/mL de coliformes totales, 1,5 UFC/mL de levaduras y ausencia de coliformes fecales,

mohos y de bacterias del género Staphylococcus.

Se aislaron 45 colonias bacterianas que corresponden a los tipos morfol6gicos de bacilos Gram
negativos (60%), bacilos Gram positivos (20%) y cocos Gram positivos (9%).

Las 11 especies bacterianas identificadas fueron: 4 Xenorhabdus beddingii (37%), 2
Brevundimonas diminuta (18%), 1 Budvicia aquatica (9%), 1 Pseudomonas stutzeri (9%), 1
Bacillus mycoides (9%), 1 Bacillus spp. (9%) y 1 Staphylococcus spp (9%).

En cuanto a la susceptibilidad de los antibidticos el Bacillus spp. obtuvo resistencia a 4
antibioticos (Ampicilina, Cefalotina, Penicilina y Oxacilina) en el caso de las especies
Xenorhabdus beddingii, Pseudomonas stutzeri, Brevundimonas diminuta presentaron resistencia
hasta 3 antibi6ticos mientras que las especies Budvicia aquatica y Bacillus mycoides fueron

sensibles a los antibioticos utilizados en el estudio.
Se encontr6 que las especies del género Xenorhabdus, Pseudomonas, Brevundimonas y

Budvicia aisladas del Balneario “Rumiloma” son sensibles a los antibioticos Ceftriaxona,

Trimetoprim/Sulfametoxazol, Gentamicina, Imipenem y resistentes a la Cefalosporina.
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RECOMENDACIONES

Dar mantenimiento a la infraestructura del tanel periddicamente para evitar la presencia de

insectos que tienen libre acceso.

Colocar un candado en la puerta de acceso al tlnel para que solo personal autorizado sea el

responsable de abrirlo.

Realizar periédicamente estudios microbioldgicos en el agua del balneario para garantizar la

salud de los bafistas.
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ANEXOS

ANEXO A: Balneario “Rumiloma”
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uente: K 2015, Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO B: Puntos de muestreo realizados en el Balneario

Fotografia 5: Muestra 1 Fuente Fotografia 6: Muestra 2 Chorro de agua
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO C: Determinacion de parametros in situ (Multipardmetro HANNA)

S

Fotografia 7: Medicion de parametros fisico-quimicos
Fuente: JACHO, K. 2015.



ANEXO D: Siembra en Petrifilm de las muestras tomadas (Fuente y Chorro de agua)

Fotografia 8: Siembra en Petrifilm para Fotografia 9: Siembra en Petrifilm para

recuento de E. coli/coliformes recuento de Mohos y Levaduras
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 10: Siembra en Petrifilm para Fotografia 11: Siembra en Petrifilm para

recuento de Staph Express recuento de Aerobios totales
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO E: Resultados del recuento de bacterias a las 48 horas de incubacién de la muestra 1:
Fuente

Fotografia 12: Placas de recuento de E. coli/coliformes de la muestra 1 (fuente)
Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 13: Placas de recuento de Aerobios Totales de la muestra 1 (fuente)
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 14: Placas de recuento de Staph Express de la muestra 1 (fuente)
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 15: Placas de recuento de Mohos y Levaduras de la muestra 1 (fuente)
Fuente: JACHO, K. 2015.



ANEXO F: Resultados del recuento de bacterias a las 48 horas de incubacion de la muestra 2:

Chorro de agua

Fotografia 16: Placas de recuento de E. coli/coliformes de la muestra 2 (chorro)
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 17: Placas de recuento de Aerobios Totales de la muestra 2 (chorro)
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 18: Placas de recuento de Staph Express de la muestra 2 (chorro)
Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 19: Placas de recuento de Mohos y Levaduras de la muestra 2 (chorro)
Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO G: Resultados del recuento de Mohos y Levaduras a los 7 dias

Fotografia 20: Placas de recuento de Mohos y Levaduras de la muestra 1 (fuente)
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 21: Placas de recuento de Mohos y Levaduras de la muestra 2 (chorro)
Fuente: JACHO, K. 2015.




ANEXO H: Clones seleccionados para la realizacion de repiques

Fotografia 22: Placas de E. coli/coliformes de la muestra 1 (fuente) seleccionadas para realizar

los repiques.
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 23: Placas de Staph Express de la muestra 1 (fuente) seleccionadas para realizar los
repiques.
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 24: Placas de E. coli/coliformes de la muestra 2 (chorro) seleccionadas para realizar

los repiques.
Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 25: Placas de Aerobios Totales de la muestra 2 (chorro) seleccionadas para realizar

los repiques.
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 26: Placas de Miuller Hinton de la muestra 1 (fuente) seleccionadas para realizar los
repiques.
Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO 1: Repique de clones seleccionados

Fotografia 27: Repique 1 de clones aislados Fotografia 28: Repique 2 de clones aislados

del Petrifil Staph Express. del Petrifil Staph Express.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 29: Repique 3 de clones aislados Fotografia 30: Repique 4 de clones aislados

del Petrifil Staph Express. del Petrifil Staph Express.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 31: Repique 1 del clon aislado de Fotografia 32: Repique 2 del clon aislado de

la placa de Miuller Hinton dilucién 100pL. la placa de Miuller Hinton dilucién 100pL.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 33: Repique 3 del clon aislado de Fotografia 34: Repique 4 del clon aislado de

la placa de Miuller Hinton dilucion 100uL. la placa de Miuller Hinton dilucién 100uL.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 35: Repique 1 de los clones Fotografia 36: Repique 2 de los clones
aislados de los Petrifil E. coli/coliformes y aislados de los Petrifil E. coli/coliformes y

Aerobios Totales. Aerobios Totales.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 37: Repique 3 de los clones aislados de los Petrifil E. coli/coliformes y Aerobios

Totales.
Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO J: Estrias de las clones aislados

Fotografia 38: Estrias de clones aislados
Fuente: JACHO, K. 2015.



ANEXO K: Clones aislados puros

Fotografia 39: Clones aislados puros
Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO L: Tincion Gram de clones aislados puros

Fotografia 40: Bacilos Gram negativos
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 41: Cocos Gram positivos
Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 42: Bacilos Gram positivos
Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO M: Pruebas de identificacién de Bacilos Gram positivos

-

Fotografia 43: Prueba positiva para hidrdlisis Fotografia 44: Prueba negativa para hidrolisis

de almidon (formacion de un halo). de gelatina.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO N: Prueba de identificacién de Cocos Gram Positivos

Fotografia 45: Crecimiento en agar Manitol Salado
Fuente: JACHO, K. 2015.



ANEXO O: Pruebas de identificacion de Bacilos Gram negativos

Fotografia 46: Crecimiento en Mac Conkey
Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 47: Crecimiento en Eosina Azul de Metileno
Fuente: JACHO, K. 2015

ANEXO P: Pruebas bioquimicas de Bacilos Gram negativos
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Fotografia 48: Resultados en agar OF
Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 49: Resultados de la prueba Fotografia 50: Resultados de la prueba SIM

Kligler. (Sulfhidrico-Indol-Movilidad).
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 51: Resultados de la prueba Fotografia 52: Resultados de la prueba

Citrato. Ureasa.
Fuente: JACHO, K. 2015 Fuente: JACHO, K. 2015

ANEXO Q: Sistema multipruebas MICROGEN™ GN-ID

Fotografia 53: Resultados de la tira A de la galeria MICROGEN™ GN-ID.
Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 54: Resultados de la tira B de la galeria MICROGEN™ GN-ID.
Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO R: Antibiograma de las especies identificadas

Fotografia 55: Xenorhabdus beddingii Fotografia 56: Pseudomonas stutzeri
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.
Fotografia 57: Brevundimonas diminuta Fotografia 58: Budvicia aquatica

Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 59: Bacillus spp. Fotografia 60: Staphylococcus spp.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 61: Bacillus mycoides
Fuente: JACHO, K. 2015.

ANEXO S: Antibiograma con EDTA

Fotografia 62: Fenotipos de resistencia de Fotografia 63: Fenotipos de resistencia de

Xenorhabdus beddingii. Pseudomonas stutzeri.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.



Fotografia 64: Fenotipos de resistencia de Fotografia 65: Fenotipos de resistencia de

Brevundimonas diminuta. Xenorhabdus beddingii.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.

Fotografia 66: Fenotipos de resistencia de Fotografia 67: Fenotipos de resistencia de

Budvicia aquatica. Brevundimonas diminuta.
Fuente: JACHO, K. 2015. Fuente: JACHO, K. 2015.




