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RESUMEN ademas, tinciones simples y diferencia-

les para identificar la morfologia microsco-
El canal de aguas lluvias ubicado en la Sede _ _ _ ' _

pica, esporulacion y presencia de glicocalix.
Vivero de la Universidad Distrital, transitado ' . .

Las pruebas bioquimicas tuvieron como fin

diariamente por la comunidad universitaria, ‘ ‘ '
identificar el metabolismo de la bacteria,

tiene como principal problematica el estanca- ‘ .
todo lo anterior para llegar a la familia y el

miento de agua, que genera proliferacion de
género con ayuda del manual de Bergey’s,

vectores y focos de incubacion de bacterias, o _
con un 93% de coincidencia en los resulta-

debido a esto el objetivo del presente estudio ' _ ' . '
dos obtenidos, el microrganismo identifica-

fue determinar la presencia de bacterias coli- .
do fue Citrobacter freundii un bacilo gram

formes y estudiar el género que tuvo mayor . . _ .
negativo, movil, anaerobio facultativo perte-

formacion de UFC (Unidad Formadora de Co-
neciente a la familia Enterobacteriacea, pa-

lonias), para ello se realizé una siembra masiva
togeno oportunista, se ha observado en el

y por medio de los postulados Koch se purifi-
agua, en el suelo y en menor proporcidon en

co la bacteria ejecutando siembras por cua-
tracto digestivo humano, puede causar en-

drantes, se realizaron siembras en tubos para . . .
fermedad en pacientes inmunocomprometi-

determinar caracteristicas generales como mor- . Y B
dos y se le ha involucrado en epidemias oca-

fologia macroscopica y motilidad, entre otras; . N ' _
sionales de gastroenteritis, el microorganis-
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mo es usado en aplicaciones ambientales para
la degradacion de contaminantes al suelo, tam-
bién se ha estudiado la posibilidad de la extrac-
cion de enzimas o genes que resultan utiles pa-

ra potenciar el metabolismo de otras bacterias.

PALABRAS CLAVES: Enterobacteriaceae,
coliformes, aguas de escorrentia, patogenici-

dad, gram negativo.

ABSTRACT

The rainwater channel located in the nursery of
the District University, which is transited daily
by the university community, where the main
problem is the stagnation of water which gene-
rates the proliferation of vectors and incubation
sites of bacteria, That is why the objective of
this study was to determine the presence of co-
liform bacteria and study the genus that had
greater formation of CFU, for this a massive
sowing was made and by means of the Koch
postulates the bacteria was purified executing
sowings by quadrants, sowings in tubes were
made to determine general characteristics like
macroscopic morphology, motility, among ot-

hers; simple and differential staining to identi-
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fy microscopic morphology, sporulation and
presence of glycocalyx biochemical tests
that have the purpose of identifying the me-
tabolism of the bacteria, all the above to
identify the family and genus of the bacteria
with the help of Bergey's manual, with a
93% coincidence in the results obtained, the
identified microorganism was Citrobacter
freundii a gram negative, mobile, facultative
anaerobic bacillus belonging to the family of
Enterobacteriaceae, immunounistic. patho-
genic family, has been identified in the soil,
in water and sporadically in the gastrointesti-
nal tract of the human, can cause disease in
immunocompromised patients and has been
involved in occasional epidemics of stomach
flu, the microorganism is used in environ-
mental applications for the degradation of
contaminants to the soil, the possibility of
extraction of enzymes or genes that are
useful to boost the metabolism of other bac-

teria has been studied.

KEY WORDS: Enterobacteriaceae, coli-

forms, runoff, pathogenicity, gram negative.
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INTRODUCCION

La Facultad de Medio Ambiente y Recursos
Naturales (FAMARENA), en la Sede Vivero
sobre la avenida Circunvalar y la carrera 5 es-
te, en esta reciben clases un aproximado de
4.000 estudiantes en un espacio que ocupa 5
hectareas aproximadamente, la muestra fue
tomada del canal de aguas lluvias que se en-
cuentra ubicado a un costado de la carpinteria
(anexo 1), la principal problematica de este
canal radica en que el agua que lo alimenta es
de escorrentia y de un vertimiento puntual, esto
ocasiona mayor cantidad de sedimentos y es-
tancamientos debido a los bajos caudales. To-
dos estos factores anteriormente mencionados
hacen que estas aguas sean un potencial foco
de incubacion de bacterias y larvas de insectos
que puedan transmitir enfermedades. Los dre-
najes deficientes crean numerosos problemas a
corto y largo plazo, provocando erosion del
terreno, disminucion de la calidad del agua y
zonas de reproduccion de vectores (Raffaele,

1999).

El principal objetivo del estudio, es determinar
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si en el canal existe la presencia de colifor-
mes, identificar que bacteria esta presente en
mayor proporcion y si es un microorganismo

patogeno.

Segun Mendoza, el agua estancada puede
estar llena de bacterias y parasitos que pue-
den causar distintos tipos de infecciones

(Eagleton, 2017).

La exposicion a aguas residuales contamina-
das via inhalacion, ingestion o contacto di-
recto con la piel, puede causar problemas de
salud, como cefaleas, nauseas, problemas
respiratorios, afectaciones dermatoldgicas en
la piel y depresion del sistema nervioso cen-

tral (Eagleton, 2017).

El trasfondo de este problema, es el mal ma-
nejo de alcantarillado de las aguas lluvias,
esto ha hecho que con el crecimiento de las
grandes ciudades se propusiera una regula-
cion en los servicios publicos, teniendo co-
mo foco la relacion de agua residual y lluvia.
La solucidn general se orient6 a disponer las
aguas lluvias por escorrentia en las calles

hasta llegar a colectores para facilitar su
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transporte. Esto arrojo resultados ineficientes
ya que las tuberias que se disponen para ello no
son suficientes para el caudal transportado y es
inviable sustituir toda la red de alcantarillado
para corregir este error; debido a este problema
se presentan inundaciones que representan un
foco de enfermedades, dafios en la infraestruc-
tura y disminuye la calidad de vida de la pobla-

cion afectada (Guerrero, 2018)

MATERIALES Y METODOS

En todos los procedimientos se cumplieron las
normas de bioseguridad en el laboratorio y se

adelant6 de la siguiente forma.

Recuperacion de microorganismos: se toma
Ig o Iml de la muestra a evaluar, y luego se
homogeniza con agua peptonada usando el
vortex, se deja de 20 a 30 minutos incubando

en el bafio serologico a 45°C.

Siembra Masiva: se inocula en el centro del
medio de cultivo con 0,25ml de la muestra y
usando el asa tipo Drigalsky, se despliega la
muestra por la superficie del medio cultivado,

posteriormente se llevan a incubar a 37°C.
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Figura 1.Crecimiento siembra

Fuente: Autor

Los agares utilizados fueron: LB Luria Ber-
tini (Nutritivo), SS Salmonella Shiguella
(diferencial/selectivo), CHR Chromocult
(Selectivo), BP Baird Parker (diferencial),
MYP Bacillus cereus (Diferencial), YE ex-
tracto de malta (selectivo), para realizar la
lectura de los medios sembrados se debe es-
pecificar la morfologia de las colonias obser-
vadas como: elevacion, borde, forma y co-
lor.

Aislamiento y purificaciéon: se debe esco-
ger una UFC vy realizar, una resiembra en el
medio nutritivo, en la lectura se debe descri-

bir el cambio de colores y morfologia de las

UFC.
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Siembra por Cuadrantes: se realiza con el e Superficie Inclinada: se siembra por
asa redonda donde se debe tomar la UFC de estria utilizando el asa redonda comen-
interés, en el medio seleccionado se efectian zando por el fondo de la inclinacion y
estrias en el primer cuadrante, se arrastra la se debe ir atrayendo por la superficie
muestra y se hacen estrias en los 3 cuadrantes hasta dejar un campo de medio centi-
restantes teniendo en cuenta no repasar los si- metro en el borde superior de la incli-
tios donde rozo6 el asa, considerando que en nacion.

cada cuadrante se deben hacer estrias mas ale- o .
. Medio liquido: se utiliza el asa redon-

jadas entre si, terminando en el cuarto cuadran- ) )
da, ingresando hasta la mitad del me-

te con el objetivo de aislar colonias del micro- ) o .
dio el asa y con movimiento rapidos y

organismo, como se muestra en la figura 2.
fuertes golpear el asa con las paredes

Figura 2. Crecimiento de siembra por cuadrantes del tubo para depositar la muestra.

Técnicas de tincion

o Tincion simple: tienen el objetivo de
indicar la morfologia que presentan las
bacterias, para esto se realizaron las

tinciones: azul de metileno, cristal vio-

Fuente: Autor leta y fucsina.

Siembra en tubos o Tincién de Gram: es una tincion

. Superficie Plana: se realiza con el asa compuesta ya que se utilizan coloran-
recta por puncidén sin tocar la base, ni tes como cristal violeta, lugol, mezcla
contorno del tubo, debe ser una puncion de alcohol-cetona y fucsina; esto per-
veloz para garantizar su verticalidad. mite identificar si la bacteria es gran
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positiva o gran negativa. Adicionalmente, al momento de sembrar la

o . . prueba de fermentacion se le agrega gliceri-
. Tinciones diferenciales

na para aislar el oxigeno del tubo.

Rojo Congo y tinta china: se utilizan

) ) ] La prueba de oxidasa y catalasa no se incu-
para determinar la presencia de glicoca-

) ) ) ) ban, su resultado es inmediato, para la prue-
lix en la bacteria, el rojo Congo permite

) ) ) ba de catalasa se coloca en una lamina por-
determinar si la bacteria posee capsula o

taobjetos una gota de peroxido de hidrogeno
capa delgada.

y usando el asa redonda se extiende la mues-

Wayson y Verde Malaquita: permite ., posteriormente se observa la reaccion.

observar la presencia de esporas en los Para la prueba oxidasa se utiliza una tira y

MMICToorganismos, y en que posIClon S€ ., un copo de algodén se frota la muestra y

encuentran. esta presenta un viraje de incoloro a azul si

Pruebas Bioquimicas: la prueba es positiva.

Para las pruebas de citrato y TSI (triple azicar ~L€ctura de pruebas Bioquimicas

hierro) se siembra por puncion y estrias, usan- . Sy
) porp y ’ En las pruebas de citrato, TSI, oxidacion-

do un tubo de superficie inclinada. fermentacion, urea, catalasa, gelatinasa y

Las pruebas SIM (Sulfuro Indol Movilidad), oxidasa, se realiza la lectura por medio de

oxidacién-fermentacion, rojo de metilo, Vo-  VIaJeS de colores, precipitados y cambios en

gues-Proskawer, gelatina y nitrato se realiza el agar.

por puncién ya que son medio de superficie gy, 13 yryeba SIM se aplica de 2 a 3 gotas del
plana. reactivo de Kovac para permitir la formacién

La prueba de urea se sembro por suspension ya  d¢l anillo indélico.

que es un medio liquido.
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Rojo de metilo: se afiaden 5 gotas del indicador
rojo de metilo para permitir observar la presen-
cia de 4cido, cuando se presenta el viraje la

prueba es positiva.

Vogues-Proskawer: para su lectura se agrega el
reactivo de Barritt compuesto de dos reactivos,
donde el reactivo A es catalizador llamado alfa
-naftol que actiia como intensificador de color,
y el reactivo B es hidroxido de potasio donde
se realiza una evaluacién acido-neutro, con

cambios de PH segun virajes.

Nitrato: se utiliza el reactivo de Nessler que
permitira ver si se redujeron los nitratos a nitri-

tos por medio de un viraje de color amarillo.

Siembra por rejilla: se realiza con un asa re-
donda, se toma muestra y luego en el primer
cuarto de la caja de Petri se realizan lineas ho-
rizontales paralelas, se arrastra la muestra, y se
realizan lineas verticales paralelas, posterior-
mente se realizan lineas paralelas en la parte
inferior de la caja y al finalizar se traza una

pequefia estria como se observa en la figura 3.
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Figura 3. Siembra técnica rejilla

Fuente: lustracion hecha utilizando Adobe Ilustrador

por el autor

Para la lectura de bioprospeccion de enzimas
se sembraron los agares de caseina, se lee al
poner al agar a la luz; en el agar almidon se
aplica lugol, y en el de carboximetilcelulosa
(CMC) se aplica rojo congo, en estos medios
la reaccion positiva se observa con la forma-
cion de un halo transparente alrededor de la
siembra. Para la tributirina se observa el me-
dio bajo luz ultra violeta y la prueba es posi-

tiva si se observan burbujas en el medio.

RESULTADOS

Siembra masiva: se escogidé el medio de
cultivo CHR (chromocult), donde se observo

un cambio de color en el agar més amarillen-
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to y opaco, los tipos de colonias observados
fueron de color salmoén rosa claro y algunas
colonias oscuras, hubo crecimiento masivo de
microorganismos, con un total de 1.168 UFC
este conteo se realizdé por medio de cuadrantes.
Respecto a la guia del agar los posibles micro-
organismos donde se obtienen colonias de co-
lor rosa son: Citrobacter freundii, Enterobac-

ter aerogenes y Klebsiella pneumoniac.

Morfologia Microbiana

Borde: circular entero

Elevacion: elevado levemente

Forma: puntiforme

Color: rosa y rojizo

(observacion figura 10 anexo 2).

Aislamiento de microorganismo: medio de
cultivo: LB Luria Bertani (Nutritivo)

Color antes de sembrar: translucido

Color después de la siembra: se observan colo-
nias de color blancuzco, con las siguientes ca-
racteristicas:

Borde: entero
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Elevacion: plano
Forma: circular

(Observacion en figura 9 anexo 2).

Siembra en tubos

Liquido: se observa botén en el fondo don-
de hay menos concentracion de oxigeno, pe-
licula adherida a las paredes lo que indica
presencia de glicocalix, turbidez plantdnica
que es caracteristica de microorganismos
aerobicos de tipo facultativo como se obser-

va en la figura 11 (anexo 2).

Inclinado: crecimiento equinulado, se obser-
van ondulaciones propias de una siembra

con crecimiento (figura 12, anexo2).

Plano: se observa produccion de CO,, creci-
miento de tipo filiforme en forma de pelicula
y que le microorganismo tiene motilidad

(figura 13, anexo 2).

Tinciones

Simples: se identifico la morfologia de las
bacterias, siendo estos bacilos, agrupados los

observados en las figuras de la 14,15 y 16
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(anexo 3).
Diferenciales:

Gram: se observaron bacilos de color rosa
fuerte lo cual indica que son gram negativas

como se muestra en la figura 17 (anexo 3).

Verde Malaquita y Wayson: no se observa es-
porulacién en las bacterias como se identifica

en las figuras 18 y 21 (anexo 3).

Tinta china y rojo Congo: se observa la pre-
sencia de glicocalix, en rojo Congo se puede
identificar que la bacteria tiene capsula ya que
el glicocalix sobrepasa el 50% del tamafo de la
bacteria como se evidencia en las figuras 19 y

20 (anexo 3).
Pruebas bioquimicas

El microorganismo presentd resultados positi-
vos para las pruebas de produccién de CO,,

motilidad, oxidacion, rojo de metilo y nitrato.

Citrato: el microorganismo posee la enzima
citrato permeasa y utiliza el piruvato para irse

por la via fermentativa.
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TSI: acido/acido donde el microorganismo
emplea glucosa, lactosa y sacarosa y toma la
via oxidativa por ciclo de Krebs, esto con-
cuerda con la prueba de oxidacion de gluco-

Sa.

Rojo de metilo: el microorganismo es capaz
de producir y mantener estables los produc-
tos terminales acidos de la fermentacion de
la glucosa, necesita presencia de oxigeno
para activar su metabolismo y fermentar glu-
cosa, esto debido a que en la prueba de fer-
mentacion con ausencia de oxigeno resulto

negativa.

Nitrato: el microorganismo posee la enzima
nitrato reductasa, lo que indica la capacidad
de reducir nitratos a nitritos. Comparando
los datos obtenidos con el manual de Ber-
gey’s el microorganismo identificado fue

Citrobacter freundii.

Estos resultados se identifican en las figuras
23,24,25 y 26 (anexo 3). Se logrd un cultivo
puro con caracteristicas morfologias macros-

copicas.

De otro lado, segtn la clasificacion realizada
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el microorganismo identificado pertenece a:

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria

Orden: Enterobacteriales

Familia: Enterobacteriaceae

Género: Citrobacter

Especie: Citrobacter freundii

Esta clasificacion segliin los aportes de Werk-

man & Gillen (1932) para el manual de Ber-

gey’s.

El microorganismo encontrado (Citrobacter
freundii) usualmente se encuentra en aguas re-
siduales, suelo y en el sistema digestivo de hu-
manos y animales. Lo cual indica que tiene una
alta probabilidad de habitar en este canal por lo
anteriormente descrito y ademas de ello, la fau-
na presente, también se debe tener en cuenta
que hay suelo desnudo, en el area de influen-

cia.
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DISCUSION

El lugar de donde se obtiene la muestra se
caracteriza por transportar aguas pluviales
por arrastre, se observa un vertimiento pun-
tual de aguas presuntamente de tipo residual
ya que en un costado funciona dependencias
de la universidad como salones de musica,
gimnasio, espacios de celaduria, vivero, en-
tre otras. El sitio donde se tom¢d la muestra
esta demarcado en color verde en el anexo 1,
el area de influencia sobre este vertimiento
esta demarcada en color rojo, esto quiere
decir que posiblemente, parte de las aguas
residuales del herbario, vivero, salones, car-
pinteria y caseta de celadores sean conduci-
das al canal, ademas de ello las aguas plu-
viales que por escorrentia desembocan en

dicho canal.

Debido al objetivo de identificar coliformes
en la muestra de agua, se selecciona el me-
dio de cultivo CHR (chromocult) ya que es
este es un medio selectivo para el desarrollo

de dichas bacterias.

En el agar seleccionado CHR, se identifica-



IDENTIFICACION DE COLIFORMES EN EL CANAL DE AGUAS LLUVIAS DE LA UNIVERSIDAD DISTRITAL SEDE VIVERO

Ingrid Melisa Pérez Rodriguez

ron las bacterias aisladas del orden XIII entero-
bacteriales de la familia Enterobacteriacea, se-
gun las caracteristicas encontradas en la teoria,
En el agar CHR los microorganismos que se
desarrollan son Escherichea coli, Citrobacter
freundii, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Ente-

rococcus faecalis.

El fundamento indica, que los microorganis-
mos se expresan logrando tomar colores, son
los primeros los que poseen la enzima B-D-
Galactosidasa para escindir el sustrato salmon-
GAL y esta reaccion produce colonias de color
rosa asalmonado, las colonias de dicho color se
aislaron en el proceso de laboratorio, las espe-

cies que poseen dicha enzima y representan ese
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color son Citrobacter freundii, Enterobacter

aerogenes 'y Klebsiella pneumoniae (Merck,

2014).

Se realiza una lectura de cada género con el
fin de descartar algunos segun sus caracteris-
ticas generales y ademas de ello se compara
las pruebas bioquimicas principales IMVIC,
que son Indol, Motilidad, Vogues Proskauer,
Rojo de metilo y Citrato, esto gracias a los
resultados de las pruebas bioquimicas reali-

zadas.

En las cuales se descartan los siguientes gé-
neros (tabla 1), debido a la informacion su-
ministrada por el manual de Bergey’s

(Goodfellow,2012).

Tabla 1. Identificacién de género

IMVIC g;e;:g?ni(:lstales Citrobacter | Enterobacter |Klebsiella
INDOL - - - -
MOTILIDAD + + + -
VP - - + +
ROJO METILO + + - -
CITRATO + + + -

Fuente: Autor
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Luego de realizar una comparacion entre géne- das, translucidas u opacas a gris
ros y observar segiin el manual de Bergey’s las con una superficie brillante y todo
caracteristicas generales y metabolismo del el borde. Formas mucoides o ru-
microorganismo se identificé el género Citro- gosas que pueden ocurrir ocasio-
bacter. nalmente.

Segun el manual de Bergey’s el género Citro- e Oxidasa negativa, catalasa positi-

bacter: son barras rectas, 1.0 um2.0-6.0 pum, va y quimioorganotrofico.

pueden ocurrir solos y en parejas. La defini-

., . i e El citrato se puede utilizar como
cion general de la familia Enterobacteriaceae

fuente Unica carbono.
corresponde a:

e La D-glucosa se fermenta con la
e No esporulado.

produccion de 4cido y gas.

e  Gram negativo.
e La prueba de rojo de metilo es po-

e Generalmente tienen movilidad por sitiva y la de Voges-Proskauer es

flagelos. negativa.

e Facultativamente anaerobico, tiene o  Esta presente en las heces de hu-

un tipo de metabolismo rotatorio y manos y algunos animales, posi-

fermentativo. blemente son habitantes intestina-

. . . les comunes. A veces son patdoge-
e (Crecen con facilidad en medios ordi- patog

. nos y comunmente son aislados en
narios.

muestras clinicas. Como patoge-

e Las colonias en agar nutritivo son . -
nos oportunistas también se pue-

frecuentemente de 2-4 mm de dia- .
den encontrar en el suelo, la comi-

metro, lisas, poco convexas, hume-
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da, el agua residual y doméstica

(Goodfellow, 2012).

Debido a la anterior descripcion del género Ci-
trobacter se pueden comparar los resultados
obtenidos y se encuentra similitud, ya que en
las tinciones las morfologias obtenidas son sin-
gle bacilos, gram negativos, sin esporas; en la
siembra en tubos se observa que el microorga-
nismo presenta motilidad, asi como en la prue-
ba SIM, ademads el microorganismo es aerobio
facultativo debido al crecimiento del mismo
donde hay menos concentracion de oxigeno, en
las pruebas bioquimicas como en la siembra en
tubos se observa la produccion de CO,, se ob-
tiene que el microorganismo es capaz de oxidar
y fermentar glucosa siempre y cuando tenga

algun grado de oxigeno en el entorno.

Las enzimas extracelulares que se identifican
son caseinasa, amilasa y celulosa, estas se
identifican en las figuras 27,28,29 y 30 (anexo
5), se debe medir la velocidad de reaccion de
estas enzimas para utilizar el microorganismo
en procesos biotecnologicos. A pesar de que

todas las pruebas fueron positivas, no se obser-
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vé gran produccion de enzimas extracelula-
res ya que los halos fueron bastante claros y

no cubrieron gran parte del area del medio.

Luego, se determina la especie descartando,
segun las descripciones de cada especie y
debido a esto el microorganismo que se aco-
moda mas al entorno donde se tomd la
muestra es la especie Citrobacter freundii,
como consecuencia a que las demads especies
son poco comunes y se han encontrado muy
pocas cepas en otros paises esta depuracion
(anexo 6). La bacteria identificada es una
bacteria patdégena oportunista, lo que indica
que la bacteria afectara a las personas que

tengan un sistema inmune débil.

El Citrobacter freundii es un microorganis-
mo presente comunmente en la naturaleza se
ha podido identificar en la tierra, en el agua
y esporadicamente en tracto gastrointestinal
del humano, puede causar enfermedad en
pacientes inmunocomprometidos y se le ha
involucrado en epidemias ocasionales de
gastrointeritis (Gonzalez ef al, 1982). Consi-

derando la presencia de este microorganismo
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en las muestras se puede establecer que se in-

cumpliria con la resolucion 2115 de 2007.

Las especificaciones generales sobre el micro-
organismo, coinciden con el sitio de muestreo
ya que esta especie se encuentra usualmente en
humanos y animales, incluidos mamiferos,
aves, reptiles, anfibios y peces. También se
encuentra en el suelo, agua, alcantarillado y
comida. La muestra fue tomada en el canal de
carpinteria de la sede vivero, donde la clasifi-
cacion de estas aguas mixtas entre residuales y

pluviales.

La importancia en la identificacion de microor-
ganismos, radica en poder conocer toda la bio-
diversidad microbiana que podemos encontrar
en un sitio de interés y disponer de investiga-
ciones sobre los microorganismos para consi-
derarlos como base de resolucion de problema-
ticas ambientales, que se puedan presentar en
un entorno, con la aplicacion de biotecnologia
observando la interaccion entre el microorga-

nismo y el entorno.
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CONCLUSIONES

. La muestra de agua tomada indica gra-
do de contaminacién ya que posee en-
terobacterias, es decir incumpliria con

la resolucion 2115 de 2007.

. A partir de la clasificacion realizada el
microorganismo identificado es Citro-

bacter freundii.

. En la siembra en tubos el microorga-
nismo presenta motilidad, se evidencia
que es aerobio facultativo y se identifi-
ca la produccion de CO,, el microorga-

nismo oxida y fermenta glucosa.

. En las pruebas adelantadas no se ob-
servo gran produccion de enzimas ex-

tracelulares.
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ANEXOS

Anexo 1. Lugar de muestreo.

& ) 7 La Casona de [aDan?a il/

L VepeolHostal
i M

Convenciones

Area de influencia
Sitio de muestreo

Fuente: Google Earth Modificado por: Melisa Pérez

Figura 5. Vertimiento puntual Figura 6. Vertimiento Puntual

e

Fuente: Autor Fuente: Autor
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Figura 7. Canal Vivero Figura 10. Resiembra 3 en medio CHR

Fuente: Autor Fuente: Autor

Figura 8. Canal Agua Lluvia
g b e , Figura 11. Medio liquido

Fuente: Autor

Fuente: Autor

Anexo 2. Morfologia Microbiana y siembra
en tubos Figura 12. Tubo plano

Figura 9. Resiembra 1

Fuente: Autor

Fuente: Autor
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Figura 13. Tubo inclinado Figura 16. Fucsina

Fuente: Autor Fuente: Autor

Anexo 3. Resultados Tinciones Figura 17. Tincion de Gram

Figura 14. Azul de metileno

Fuente: Autor Fuente: Autor

Figura 15. Cristal Violeta Figura 18. Verde Malaquita

ﬁm»

# %17

Fuente: Autor

Fuente: Autor
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Figura 19. Tinta china

Anexo 4. Pruebas Bioquimicas

Figura 22. Tubos de Pruebas Bioquimicas

Fuente: Autor

Figura 20. Rojo Congo Fuente: Autor

Figura 23. Pruebas Bioquimicas

«d i»
G

Fuente: Autor

Figura 21. Wayson

Fermentacio

—

Fuente: Autor

Fuente: Autor
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Figura 24. Pruebas Bioquimicas Figura 25. Catalasa

Oxidacio

Fuente: Autor

Figura 26. Oxidasa

P Bt
| s r

Yogues-Proskawer

Fuente: Autor
Fuente: Autor
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Anexo 5. Bioprospeccion de Enzimas

Figura 27. Caseina Figura 30. Carboximetilcelulosa CMC

Fuente: Autor

Fuente: Autor

Figura 28. Almidon

Fuente: Autor

Figura 29. Tributirina (Aceite)

Fuente: Autor
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Anexo 6. Identificacion Bacteriana
Citrobacter
1}“}:%%?;:: Freun--| Amalona- | pjqxij | KM~ | Giflenii | Koseri | Murli- | Roden-—| g,y | Werk: Y;’;‘:'
Citrato + d + dC dC dC + + - + -
TSI-H2S - dB dD d - d - d - - +
Co, + + + + + + + + + + +
Sulfuro - - - - - - - - - - - -
Indol - dB + d + - + + - + - d
Motilidad + + + + + + + - + +
Oxidacion + + + + + + + +
Ferlfl‘enta- _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
cion
Urea - - + - + - + + + + + +
lf\‘l’i‘t’iﬁf + + + + + + + + + + + +
Vogues- _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Proskaw
Nitrato + + + + + + + + + + +
Catalasa -
Oxidasa - - - - - - - - - - - -
Gelatinasa - - - - - - - - - - - -
% de Coincidencia 93:,}:’3 80,00% 930;33 89,}(?0 930}5’3 8?,}000 80,00% | 60,00% 89%00 73;}033 860}067
d Resultados Cambiantes
dB Los informes anteriores (por ejemplo, Ewing, 1986a), sobre muchas cepas tenian indol, - (2,1%); yH2 S +
(93,1%)
de Ademas, en algunas pruebas pueden ocurrir reacciones positivas tardias que pueden cambiar - pordy d
por +
dD anteriores informes (por ejemplo, Young et al., 1971) tenian H 2 S - ; malonato -

Fuente: Autor




