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RESUMEN.

Las aguas termales son un recurso natural que se ha utilizado desde épocas remotas como un
medicamento para curar ciertas dolencias, sim embargo, en los paises latinoamericanos poco es la
importancia que se ha dado como paliativo en el tratamiento de las enfermedades. Los diversos
estudios realizados en el Ecuador, se refieren a las propiedades fisicoquimicas, dejando de lado el
estudio de caracteristicas microbioldgicas. Por lo sefialado anteriormente se propuso el presente
trabajo cuyo objetivo fue conocer la calidad microbiana de las aguas termales de “La Virgen” del
Cantdn Barios de Agua Santa en la Provincia de Tungurahua.

Para realizar los estudios microbiolégicos se tomaron muestras del tipo selectivas en profundidad
y se utilizaron métodos de siembra, cultivos y aislamiento recomendados por la APHA (2005) y la
AOAC (2003), empleando métodos de cultivos especificos para cada uno de los grupos bacterianos
estudiados asi como también pruebas bioquimicas para la identificacion de las micro especies
presentes (MAC FALDDIN, 2004, APHI, 2000). Para el analisis de resultados se obtuvieron
media, varianza y desviacion estdndar logrando determinar que en el ojo de agua existen
microorganismos en concentraciones minimas (8 UFC/mL), por el contrario en la piscina la
concentracién aumenta considerablemente (164 UFC/mL).

Se determin6 que estas termas son Hipertermales y tienen una microbiota autctona escasa
correspondiente a microorganismos del genero Bacillus coagulans mientras que en la piscina del
balneario hay una microbiota al6ctona caracterizada por Chryseomona luteola, E. coli, S. aureus y
S. saccharolyticus.

Se concluyd que el balneario contiene una microbiota potencialmente patdgena, debido al elevado
naimero de bafiistas y a un indebido saneamiento y desinfeccion de toda la infraestructura que
facilita la proliferacion de microorganismaos.

Se recomienda al GAD de Barfios de Agua Santa ampliar este estudio con muestreos constantes en
cada parte de las instalaciones para asi mejorar la calidad sanitaria del agua y por ende que los

bafiistas encuentren los beneficios esperados para su salud.

Palabras clave: < CULTIVO > < PATOGENA > < BACTERIA > < CALIDAD SANITARIA >
< CONCENTRACION > < MICROBIOTA ALOCTONA > < MICROBIOTA AUTOCTONA >
< CALIDAD MICROBIANA > < MUSTREO > <BANOS DE AGUA SANTA> < AGUAS
HIPERTERMALES DE LA VIRGEN >



ABSTRACT

The hot springs are a natural resource that has been used since ancient times as a medicine to cure
certain ailments, however, Latin American countries little is the importance that has been given as
palliative in the treatment of diseases. The various studies conducted in Ecuador, refer to physic-
chemical properties, leaving aside the study of microbiological characteristic. By the designated
previously proposed this study whose objective was to determine the microbial quality of the

thermal waters of “Virgin” of the Canton Bafios de Agua Santa in the province of Tungurahua.

To perform microbiological studies selective in-depth type samples and used methods of sowing,
crop and insulation recommended by the APHA (2005) and the AOAC (2013), using methods of
crop-specific for each of the studies bacterial groups as well as also tests for the identification of
obtained average, variance and deviation standard managing to determine that there are
microorganisms in the water eye in minimal concentrations ((UFC/mL), on the contrary in the pool

the concentration increases considerably (164 UFC/mL).

It was determined that these springs are Hipertermales and have a micro little native biota for
microorganisms of the genus Bacillus coagulans while that in the spa pool is a micro alien biota
characterized by Chryseomona luteola, E. coli, S. aureus and S. saccharolyticus.

It was concluded that the spa contains a micro biota potentially pathogenic, due to the high number
of bathers and improper sanitation and disinfection of the entire infrastructure that facilitates the

proliferation of microorganisms.

It was recommended that Bafios de Agua Santa GAD extend this study with surveys in every part
of the premises to improve the sanitary quality of water and hence that bathers are expected for
their health benefits.



INTRODUCCION.

La contaminacion de las fuentes termales es causada de manera directa o indirecta por el hombre,
lo que puede acarrear efectos peligrosos para la salud humana, ademas de la reduccion de usos

recreacionales y turisticos en los balnearios.

Los problemas ambientales se han clasificado y plasmado en diversas escalas, en base a ellos
muchos paises han querido institucionalizar instrumentos que incorporen la variable ambiental;
pero la UNESCO dijo que la gravedad y complejidad de esta problematica va cada vez en aumento,
por lo que en 1992 se dio la Segunda Conferencia Mundial sobre Medio Ambiente y Desarrollo.
(LIMON, A. 1997.)

A partir del siglo XVIII se inicia la Hidrologia Médica con estudios analiticos de las aguas
mineromedicinales. En Espafia se realizé el Real Decreto el 29 de julio de 1816, el cual ayudo en
el desarrollo cientifico al disponer que, “en cada uno de los balnearios acreditados debe existir un
profesor empapado de las virtudes de las aguas y de la aplicacién terapéutica para determinar su

2

uso.

En 1884 la disociacion electrolitica explicd la composicion quimica que presentan las Aguas
Mineromedicinales y sus propiedades mineroterapéuticas dadas por los iones disueltos conocido
como Crenoterapia. (BALL, P. 1999.)

Por otro lado, los estudios sobre la microbiota en las aguas termales comenzaron en el siglo XI1X
con el principal objetivo de identificar presencia de bacterias patdégenas para poder controlar las
enfermedades transmitidas por ellas. Dentro de los primeros analisis estan los que se realizaron en
el afio 1838 en Espafia por el Farmacéutico Pablo Prolongo, quien denomino a los copos que flotan
en el agua termal como Sulfuraria carratraquense, posteriormente en el afio de 1882 el Dr. Eduardo

Moreno en sus analisis observo; bacterias “sulfurarias”, algas y hongos.

En 1897 el Dr. Santiago Garcia Fernandez incluyo en los andlisis microbiol6gicos el conteo e
identificacion de microorganismos, algunos de los que encontr6 fueron; Leptothrix, Beggiatoa,
Micrococcus y Bacillus. (WARD, D., et al. 1998.)

En los Gltimos afos tras realizar estudios de varias termas ha ido variando la visién sobre la
biodiversidad microbiana asi como también sobre su composicidn, estructura y funcion. Las

comunidades microbianas varian segun el tipo de manantial caliente, lograndose aislar nuevas



bacterias termdfilas con el fin de buscar una aplicacion en la biotecnologia. Por ejemplo la

polimerasa usada en la técnica PCR se obtuvo de la bacteria termofila “Thermus aquaticus”
(MILLER, S., & LASCANO A. 1995).

La presencia de microorganismos en el agua termal natural es inevitable, ya sea en las vertientes u
ojos de agua debido a las muy cambiantes condiciones ambientales, meteoroldgicas o por accion
directa o indirecta del hombre, asi como también en piscinas de balnearios en donde es de esperarse
una mayor concentracion microbiana al6ctona es decir de bacterias contaminantes que

regularmente son patdgenas como las bacterias coliformes. (OMs. 1995).

Dentro de la microbiota autoctona o al6ctona de estas aguas se pueden encontrar microorganismos
patogenos que pueden afectar la salud humana asi como también reducir los usos recreacionales y
turisticos de los balnearios. Segln la UNESCO esto resulta en una problemaética que cada vez va
acrecentandose. (LIMON, A. 1997.)

El Balneario de las termas “La Virgen” por estar localizado en el centro de la ciudad turistica de
Barios de Agua Santa de la Provincia de Tungurahua, es muy visitado por bafiistas nacionales e
internacionales que necesitan aplicarse una crenoterapia, lo que conlleva a pensar que las piscinas
tienen una microbiota aléctona elevada que no ha sido determinada, en la que pueden haber
microorganismos potencialmente patégenos que pongan en peligro la salud de los bafistas.
(WAGTER M. 1998.)

Con el objetivo de conocer la microbiota del agua usada para crenoterapia, en la presente trabajo
de titulacion se realizd la cuantificacion de cuatro tipos de microorganismos indicadores;
coliformes totales y fecales, Staphylococcus, Pseudomonas, Mohos y Levaduras, utilizando placas

Petrifilm gracias a su facil manejo y rapida determinacién que disminuye tiempo y costos.



OBJETIVOS.

Objetivo General:

Conocer la calidad microbiana de las aguas mineromedicinales de las Termas “La Virgen”
ubicadas en la Parroquia Matriz del Canton Bafios de Agua Santa de la Provincia de

Tungurahua.

Objetivos especificos:

Recolectar muestras de agua de las termas de “La Virgen” de acuerdo a la Norma Técnica

Ecuatoriana NTE INEN 1105:1983.

Establecer In Situ las caracteristicas fisicoquimicas; pH, temperatura, solidos totales y

conductividad que tiene el agua de las termas “La Virgen”.

Determinar la concentracion de bacterias heterdtrofas aerobias mesofilas en las aguas

mineromedicinales del balneario “La Virgen”.

Cuantificar las bacterias del género coliformes totales y fecales, Pseudomonas, Yy

Staphylococcus aureus presentes en las aguas termales “La Virgen”.

Estipular el nimero de mohos y levaduras que se encuentran en los manantiales de las termas

de “La Virgen”.

Aislar e identificar taxonémicamente las bacterias encontradas mediante tincién Gram, pruebas

bioquimicas y fisiolégicas.

Socializar los resultados obtenidos en este estudio con el GAD Municipal del Cant6n Bafios de
Agua Santa, logrando de esta manera mejorar los servicios terapéuticos que brinda este

Balneario a la comunidad.



CAPITULO L.

1. MARCO TEORICO.

1.1. El Agua.

1.1.1. Agua Natural.

El agua es un sistema complejo, no homogéneo, constituido por tres fases, una acuosa, una gaseosa
y una solida. La fase gaseosa corresponde a los vapores generados por la descomposicion de
materia organica en el suelo, los mismos que se adhieren a las aguas que proceden de las

precipitaciones (lluvia).

Cierta cantidad de estas aguas circula por la red hidrografica (Escorrentia), en este proceso van
enriqueciéndose tanto de la circulacién hipotérmica como de otros horizontes acuiferos, estas
penetran en el suelo y subsuelo ya sea por percolacion y/o filtracion, durante este proceso las aguas
cuantitativamente arrastran a su composicion sales y/o minerales, por lo que podemos afirmar que

las aguas minerales tienen origen endégeno o exdgeno. (BRELS, D. 2008.)

1.1.2. Aguas minero- termales.

Por agua minero termal se conoce al agua natural que posee ciertas propiedades terapéuticas. El
agua infiltrada es decir la subterranea, mientras va circulando va adicionando a su composicion
sales, gas y otros elementos imponderables que varian desde minimas hasta grandes cantidades, de
acuerdo con las caracteristicas de las placas que atraviesan van adquiriendo propiedades

terapéuticas propias de cada agua asi como también su propia temperatura.

Las caracteristicas fundamentales de este tipo de aguas radican en sus componentes quimicos, su
temperatura, la geoquimica, los gases y la radioactividad. Agua termal es considerada a aquella
gue tiene una temperatura mayor a 5°C de la del ambiente e donde se encuentra el manantial,

generalmente se ubican a lo largo de las lineas de fallas ya que por estas puede introducirse y
-1-



calentarse en las profundidades, posteriormente suben a la superficie en forma de vapor y se
condensan dando como resultado agua caliente. (GASTANY G. 1984.)

1.1.2.1.  Sales presentes en aguas termales.

a) Origen enddgeno.

En las zonas profundas de la corteza terrestre, los fendbmenos magmaticos y volcanicos producen
un sinnamero de elementos quimicos entre los que méas se destacan estan, los Haldgenos (Fluor,
Cloro, Bromo, lodo), Sulfatos y Sulfuro de Hidrogeno los mismos que se adhieren al vapor de agua

gue se produce en ese sitio y son arrastrados hasta el sitio de almacenamiento.

Las aguas minero termales generalmente también presentan en su composicion gases libres ya sea
disueltos u ocluidos, los mismos que frente a un descenso de la presion se activan o desprenden
surgiendo a la superficie mediante fendémenos como las mofetas de olor repugnante y a mas de 50
°C. (GASTANY G. 1984.)

b) Origen exdgeno.

Tanto en el suelo como en el subsuelo se encuentran localizadas rocas solubles y reservas de sales
minerales, por esta razon es que las aguas que circulan por esta superficie van arrastrando y
afiadiendo a su composicion dichas sales. Dentro de las rocas solubles podemos enumerar; calizas,
dolomias/rocas sedimentarias y entre las sales minerales se encuentran; halita, sulfato de potasio,
arseniato, carbonato, magnesio. (GASTANY G. 1984.)

1.1.2.2.  Origen de las aguas minero termales.

a)  Origen metedrico.

Es el origen mas comln de las aguas termales; las aguas de las precipitaciones o meteéricas se
infiltran en el subsuelo y por gravedad descienden hacia capas profundas, llevando consigo sales
que disuelven durante su circulacion subterrdnea, sus caracteristicas fisicoquimicas son muy
variables, su contenido mineral depende del terreno del que provienen y su temperatura de la

profundidad de la que surgen que generalmente esta entre 35 — 40°C. (llustracién 1-1).



Estas aguas salen a la superficie mediante las fisuras y fracturas abiertas en las rocas mediante
mecanismos que trataremos mas adelante. Por este motivo este origen tomo diferentes
denominaciones; Vadoso, Geotérmico o Neptunismo. (GASTANY G. 1984.)

llustracién 1-1. Bosquejo del origen geotérmico de las aguas termales.

PRECIPITACIONES

A

Fuente: PINAGUA, J. 2010.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015

b) Origen juvenil.

La principal caracteristicas de estas aguas es su alta temperatura y profundidad de la que surgen.
Por este motivo encontramos tres tipos de origenes; magmatico, volcanico y por reacciones
quimicas. (GASTANY G. 1984.)

e  Origen magmatico.

El fendmeno de cristalizacion de los magmas libera sustancias volatiles en forma de fumarolas,
constituidas por hidrégeno, vapor de agua, flaor, cloro, azufre, carbono, fosforo y boro
principalmente. (PINAGUA, J. 2010.)

La composicién quimica de este tipo de aguas es independiente de la roca de la que surgen, el
contenido de minerales y sales son propias de cada una, mientras que la temperatura y las
caracteristicas hidrologicas son constantes para todas, 6sea del tipo hipertermal. (GASTANY, G.
1984.)



e  Origen volcénico.

Estas aguas juveniles son el resultado de la consolidacion de lavas y de vapor de agua de origen
volcanico, destilacidn de aguas profundas, surgimiento del vapor de agua de las capas internas, en
su mayoria van adjuntas con gases como; el nitrégeno, anhidrido carbonico, sulfhidrico y
fluorhidrico. (GASTANY, G. 1984.)

e  Origen por reacciones quimicas.

En el seno de la litosfera se presentan continuamente un sinnumero de reacciones quimicas las
cuales producen agua. (GASTANY, G. 1984.)

Hay que tener muy en cuenta que las aguas de arrastre pueden producir sedimentos que se
almacenan en los fondos marinos, estas son capaces por oclusion de producir las denominadas
aguas fésiles, generalmente ricas en cloruro de sodio, bromo y yodo. Otro punto importante es que
también se puede encontrar aguas termales de origen mixto, es decir por mezclas de aguas

geotérmicas con aguas enddgenas o fosiles. (llustracion 2-1). (PINAGUA, J. 2010.)

lustracion 2 — 1. Bosquejo del origen mixto de las aguas termales.

I e

PRECIPITACIONES

Fuente: PINAGUA, J. 2010.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015

1.1.2.3.  Fuentes termales.

Para que se dé la ascension de las aguas profundas es necesaria la existencia de una fisuracion
activa, es decir de fisuras o fracturas abiertas, las mismas que condicionan los tipos de surgencias.

Los accidentes geoldgicos que comunmente favorecen la surgencia del agua son: diaclasas,



regiones milotinizadas, contactos geoldgicos, fisuras, fallas, filones, filones metaliferos y diques

eruptivos.

La velocidad y capacidad de surgencia de las aguas termales estan definidas por dos tipos de

condiciones;

e  Fracturacién intensa con presencia de fase(s) tectdnica(s), la misma que a veces puede estar
acentuada por actividad volcanica.

e  Presencia de depresiones o valles.

En muchas ocasiones las zonas por donde emergen las aguas termales pueden estar cubiertas por
capas protectoras de sedimentos o precipitados, en estos casos es necesario perforarlas para acceder
a las captaciones. (PINAGUA, J. 2010.)

1.1.2.4. Mecanismos de surgencia de aguas termales.

La circulacion subterranea esta determinada por los siguientes fenémenos; gradiente hidraulica,

expansion del vapor de agua, accién de los gases ocluidos y disueltos, y la temperatura

Gradiente Hidraulico; afecta la circulacion de las aguas subterrdneas, sean estas 0 no termales.

Presenta zonas de recarga a una altura mas alta que las zonas de acumulacion.

Expansion del vapor de agua; regula la circulacién de las aguas hipertermales, tiene vital
importancia en el funcionamiento de los géiseres, fumarolas y la intensidad de surgencia ya que al
entrar en contacto, el agua con las rocas a altas temperaturas, por una parte se da la vaporizacién

del agua y por otra la disociacién con adhesion de oxigeno.

Accion de los gases ocluidos y disueltos; presentan en primer lugar una accion fisica; reducen el
peso especifico de las aguas, y luego una accién dinamica para emulsionar el agua por accién de
la presién y provocar su elevacion. Por otro lado acttan sobre la densidad, la misma que influye
en la rapidez de surgencia y los caudales del gas y del liquido es decir sobre la carga hidraulica.

Los gases mas influyentes son; el anhidrido carbénico y el vapor de agua.

Accion de la temperatura; los efectos de esta son variar la masa especifica del agua y su
viscosidad; de tal manera que si se supera el gradiente adiabatico se vuelve inestable el caudal y

por conviccion térmica fluye a la superficie.
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Por otro lado tenemos que la diferencia de densidad entre el agua fria y la caliente provoca el
fenémeno de termosifén que es directamente proporcional con el caudal. Al aumentar la
temperatura, la viscosidad disminuye, es decir retarda la velocidad de circulacion. (PINAGUA, J.
2010.)

1.1.25.  Origen del flujo caldrico.

El grado cal6rico es la caracteristica mas relevante dentro de las aguas termales, la misma esta en
dependencia de efectos fisioldgicos e hidrodinamicos es decir de la gradiente geotérmica en donde
estan vinculadas, la conductividad térmica de las rocas y el flujo de calor trasmitido desde el nicleo
de la tierra que esta a 4000°C. Segun esta determinacion podemos afirmar que la temperatura es
directamente proporcional a profundidad de la Litosfera. (JAUPART, C., & MARESCHAL, J.C.
2003.)

Un factor importante que determina la temperatura del agua es el caudal, el cual es directamente
proporcional a ésta (mas volumen mayor temperatura), mientras que el contenido mineral es
indistinto de la temperatura y del caudal. Un agua natural para ser considerada termal debe
presentar una temperatura superior en 5 °C 0 mas con respecto a la temperatura promedio del
ambiente del lugar de brote de la fuente. (GASTANY, G. 1984.)

En flujo caldrico esta dividido en dos zonas; las normales que constituyen alrededor de 90 % de la
litosfera, esta zona corresponde a las cuencas sedimentarias, las plataformas de las cordilleras
alpinas periféricas y las llanuras abisales, que se encuentran a 4000 metros bajo el nivel del mar, y
las zonas anormalmente calientes que se presentan en regiones con actividad sismica y/o de
actividad volcanica presente o reciente, dichas regiones son las localizadas en el cinturén de fuego
del pacifico asi como también las dorsales medio oceanicas y arcos insulares. (PINAGUA, J.
2010.)

La temperatura en zonas normales aumenta en promedio 3°C cada 100 metros de profundidad,
mientras que en zonas anormalmente calientes puede variar de 15 a 50°C el aumento por cada 100
metros. (JAUPART, C., & MARESCHAL, J.C. 2003.)

En cada una de las rocas existentes en la corteza terrestre podemos encontrar cantidades apreciables

de elementos radioactivos como son; los is6topos; UZ8, U5, el Th?*2 y el K%, los mismos que

sufren reacciones nucleares para convertirse en Pb los isétopos del uranio y torio, mientras que los

-6-



is6topos del potasio se convierten en Calcio 40, este sinnimero de reacciones dan lugar a liberacion

de energia capaz de producir el flujo de calor en la corteza terrestre. (PINAGUA, J. 2010.)

El valor normal del flujo de calor del continente es 60 mW/m?, mientras que en regiones anormales
de la litosfera varia notablemente; en zonas antiguas que son gruesas se reduce a 30 m\W/m?y en
zonas mas jovenes que tienen menor grosor pueden superarse los 120 mW/m? (INSTITUTO
CARTOGRAFICO Y GEOLOGICO DE CATALUNA. 2014).

1.1.2.6. Clasificacion de las aguas termales.

La clasificacién de las aguas termales y minerales esta dado de diferentes puntos de vista; por su
uso, origen, temperatura, tonacidad, mineralizacion global, composicién fisicoquimica, acciones
terapéuticas, etc. (ARMIJO, M., & SAN MARTIN, J. 2010a.)

a) Segun su uso.

Tenemos aguas; mineral natural, mineral medicinal, mineral termal y mineral industrial.
(ARMIJO, M., & SAN MARTIN, J. 2010a.)

b)  Segun su origen.

Segun Gautier existen aguas superficiales y profundas. Segin Davis las aguas subterraneas pueden
ser; (ARMIJO, M., & SAN MARTIN, J. 2010a.)

e Marinas; agua del océano que recientemente han inundado rocas y sedimentos no
consolidados.

e  Metedricas; agua subterranea que en tiempo reciente entro en el ciclo hidroldgico.

e Congénitas; agua que no esta en contacto con la atmosfera desde hace mucho tiempo.

e  Metamorficas; agua que durante su metamorfismo esta en contacto con rocas.

e  Magmaticas; agua producida en los magmas no muy profundos.

e  Plutodnicas; agua producida en los magmas profundos.

e Juveniles; agua que esta en contacto con la atmdésfera.

White clasifica a las aguas por su origen asi; (FAGUNDO, J. 1996)

A. Aguas juveniles; aguas que estan en contacto con la atmosfera.
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e Magnéticas.

e Otras.

B. Aguas surgentes o reciclables; aguas que estan en circulacion de la litosfera.
e Meteoricas.

o  Aguas de las precipitaciones.

o  Aguas del suelo.

o  Aguas subsuperficiales.

e  QOcednicas que penetran los acuiferos.
o Fosiles o Connatas.
o De origen marino

o De origen no marino

e Metamorficas
o  Aguas con concentracion elevada en CO; y Boro.

o Otras

C. Aguas magmaticas.

c) Segun su temperatura.

En relacion con la Temperatura Indiferente del Organismo y desde el punto de vista
hidroterapedtica tenemos; (ARMIJO, M., & SAN MARTIN, J. 2010a.)

o Hipotermales: hasta 35°C.
e Mesotermales: dentro del rango 35-37 °C.

e Hipertermales: mayor a 37°C.

Segun Gramova las aguas se clasifican en; (GRAMOVA, V., et al. 1994.)

e Extremadamente frias: hasta 0°C.
e Muy frias: dentro de 0 a 4°C.
e Frias: entre 4 a 20°C

e Termales débiles: dentro de 20 a 35 °C.



e Termales calientes: entre 35 a 42°C.
e Termales altas: entre 42 a 100°C.

o Extremadamente calientes: aguas de regiones de vulcanismo, temperatura mayor a 100°C.

La clasificacion més comun a nivel universal es que encontramos en la literatura, la misma que la
clasifica asi; (ARMIJO, M., & SAN MARTIN, J. 2010a.)

Frias: hasta 20°C

Hipotermales: varian de 20 a 35°C.

Mesotermales: varian de 35 a 50 °C.

Hipertermales: varian de 50 a 100°C.

d) Segun la tonacidad.

En esta clasificacion se toman en cuenta la presién osmotica, la misma que se define como la
cantidad de iones disueltos expresado en milimoles por litro y el descenso crioscdpico. Segun la
literatura espafiola en relacion al estado isotonico se las clasifica en; (LOPEZ GETA, J., &
BAEZA, C. 1986.)

e Hipotdnicas: concentraciones menor a 325 mmol/L.
¢ Isotdnicas: concentraciones iguales a 325 mmol/L.

e Hipertdnicas: concentraciones mayor a 325 mmol/L.

En cuanto al descenso crioscopico se las clasifica en; (ARMIJO, M., & SAN MARTIN, J. 2010a.)

e Hipotdnicas: valores inferiores a -0.55°C.
e Isotobnicas: valores entre -0.55 a -0.58

e Hipertonicas: valores superiores a -0.58

e) Segun el pH.

Segun la Norma Cubana de Agua Mineral a las aguas se las clasifica en; (NC 93-01-218. 1995.)

e Acidas: pH inferior a 6.8
e Neutras: pHentre 6.8 a 7.2

e Alcalinas: pH mayor a 7.2



f) Segln su composicion quimico-fisica.

Segun el método de Kurlov, en el que se consideran los aniones y cationes con concentracion mayor
a 20 % de meq/L, tenemos: (FAGUNDO, J. 1996.)

e Enrelacion a los aniones:

o Sulfatadas.

o Cloruradas.

o Bicarbonatadas sulfatadas.

o Bicarbonatadas cloruradas.

o Sulfatocloruradas.

o Sulfatocloruradas bicarbonatadas.

e Enrelacion a los cationes:
o Calcicas

o Magnésicas

o Sddicas

o Calcicomagnesianas

o Calcicosédicas

o Mgnesicosodicas

o Calcico_Magnésico_ Sodicas.

g) Segun las acciones terapéuticas.

Esta clasificacion es poco precisa debido a que su accién varia en un organismo sano y un
organismo enfermo, la mejor agrupacién para esta clasificacion es en base a la composicion
quimica emparentada con su actividad terapéutica, asi tenemos; (ARMIJO, M., & SAN MARTIN,
J. 2010b.)

e Sulfuradas: sus acciones son; antialérgicas, desintoxicante, antirreumaticas, antiflogisticas.
e Cloruradas: sus acciones terapéuticas son; anticatarrales, antiinflamatorias.

e Sulfatadas: presentan acciones; colagogas y purgantes.

e Calcicas: sus principales acciones son; antialérgicas, sedantes, antiinflamatorias,

e Ferruginosas: con actividad anti anémicas y reconstituyentes.

e Radiactivas: presentan actividad Equilibradoras y Sedantes.

e  Oligometalicas: su accion es ser Diuréticas.
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En un Informe del Instituto de Geologia y Minas de Espafia, agrupan a las agua minero medicinales
asi; (LOPEZ GETA, J., & BAEZA, C. 1989.)

e  Segun los efectos que producen en el organismo.
e  Segln las enfermedades que presenta beneficios.
e  Segun el érgano que actlan:

o Aparato digestivo, nutricion y piel.

o Aparato circulatorio y respiratorio.

o Reumatismo.

o Sistema nervioso.

1.1.2.7. Ambientes Geotermales.

1.1.2.7.1. Géiseres.

Son expulsiones de agua termal, se produce por el aumento de presion debido a la produccion
violenta de vapor en una cavidad subterranea, la cual esta llena de agua fria y por su base circula

agua caliente. Esta se vacia y llena periddicamente. (ALFARO, C. 2002.)

1.1.2.7.2. Fumarolas.

Son descargas sonoras de mezclas de vapor, agua caliente y de gases (CO2y H,S). Existen dos
tipos de fumarolas; las hidrotermales, caracterizadas por tener temperaturas cercanas al punto de
ebullicién del agua, se originan por ebullicién y separacion rapida del vapor geotérmico, contienen
altas cantidades de CO2y H»S y un pH acido (2-5).

Por otro lado las fumarolas volcanico- magmaticas se caracterizan por tener temperaturas
superiores a las de ebulliciébn del agua, inclusive puede alcanzar 700°C, contienen alta
concentracién de cloruro y fluoruro de hidrogeno, moderada cantidad de CO,, su especie azufrada
es SO y su pH es muy acido (0-2). (ALFARO, C. 2002.)

1.1.2.7.3. Solfataras.

Son fumarolas que emiten fluidos de vapor de agua con &cido sulfhidrico pero no superan los
100°C. (ALFARO, C. 2002.)
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1.1.2.7.4. Mofetas.

Son fumarolas frias que surgen por grietas en regiones volcénicas y crateres luego de erupciones,
generalmente desprende CO.. (ALFARO, C. 2002.)

1.1.2.7.5. Soffioni.

Son fumarolas que emiten vapor de agua, con una temperatura superior a 100°C, normalmente
surgen por grietas de regiones volcéanicas y al enfriarse depositan acido borico y boratos.
(ALFARO, C. 2002.)

1.1.2.7.6. Fuentes Termales.

Son fluidos con gran estabilidad en su temperatura y flujo. Contienen gases como CO2 y H.S 'y su
temperatura depende de la region por donde surgen. (ALFARO, C. 2002.) En cuanto al valor de
pH, tenemos dos pardmetros; el uno de 1.8 a 2.2 y el otro de 7.5 a 9.0, esto se debe a la presencia
de sustancias tamp6n como el H.SO4 que tiene un pH de 1.8 y el carbonato o bicarbonato que tiene
un pH entre 6.5y 10.2. (DIAZ, P., et al. 1998.)

e Propiedades fisicoquimicas de las aguas minerales.

La composicion quimica de las aguas naturales estd determinada por factores como el
climatoldgico, antrépico, pedolégico, geomorfoldgico, hidrogeoldgico, geoldgico y quimico fisico.

Asi tenemos que la percolacion de las precipitaciones en; (FAGUNDO, J. 1990.)

o Rocas salinas origina aguas acuiferas de tipo cloruradas alcalinas.

o Depdsitos de yeso a anhidrita se origina aguas de tipo sulfatadas célcicas.

o Calizas y dolomias se origina del tipo bicarbonatadas calcicas o calcico magnésicas.

o Secuencias ricas en pirita se produce aguas sulfatadas.

o Granitos y otras rocas insolubles acidas se produce, segun el tipo de cation, aguas del tipo
alcalinas o alcalino-terreas.

o Rocas ultra basicas originan aguas bicarbonatadas magnésicas.

La composicion de las aguas minerales solo reflejan las propiedades propiamente del acuifero, y

del flujos hidrotermales y mas no de los fluidos que lo alimentan. Las leyes termodinamicas son
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las que determinan la composicion quimica, entre ellas tenemos; solubilidad de minerales,

concentracién de gases en disolucion, pH, potencial Redox, fuerza i6nica, y efecto del ion comdn.

La litologia es la encargada de fijar las facies hidroquimicas dominantes y por tanto el tipo del
agua, es decir si los terrenos por donde drenan las aguas son cérsicos carbonatados, estas seran del
tipo bicarbonatadas célcicas. La hidrogeologia determina la concentracion de CO, la dureza, asi
como también la permeabilidad del acuifero, la region por donde circula, el tipo de flujo y la
velocidad de circulacion. (ALVAREZ, E., et al. 1990.)

La descomposicion bacteriana de la materia organica dentro del acuifero origina CO2, el mismo
gue es abundante en zonas de alimentacion y aireacion, mientras que en zonas de emision y
alimentacion este va decreciendo y el pH del agua se incrementa. Por otro lado las aguas se
mineralizan en la region saturada, aungue también pueden darse mezclas y volverse agresivas, es

decir seguir disolviendo mas minerales.

Las aguas que circulan por regiones profundas son ricas en CaCOs, CaSO4y NaCl disueltos y
presentan temperaturas elevadas y estables. La geomorfologia también fija la composicion quimica
de las aguas, entre estos factores tenemos; el escarpe de los macizos, el tipo de vegetacion, el grado
de erosion del terreno y el tipo de relieve.

Los factores pedoldgicos por su parte rigen la composicién quimica y microbioldgica de las aguas,
tanto del tipo de suelo como de las condiciones climaticas al que esta sometido depende la
produccién de gases, la actividad microbiana y la disponibilidad de acidos, ya que estos son

arrastrados por las aguas metedricas hacia el interior de los acuiferos.

Los factores climaticos méas influyentes son; la temperatura, la humedad relativa, intensidad y

tiempo de precipitaciones y/o radiaciones y velocidad del aire. (FAGUNDO, J. 1990.)

e El pH del agua.

Generalmente el agua pura deberia tener un valor de pH 7, pero esto no sucede ya que al estar en
contacto con la atmosfera esta es capaz de disolver CO- y por tanto varia en un rango de 6 a 9. En

manantiales volcanicos donde existe la presencia de HCI y SO, las aguas son acidas.

Las precipitaciones filtradas por el suelo, donde existe gran cantidad de CO,, tienen un pH

promedio de 4.5, al interaccionar con las rocas carbonatadas, el valor sube hasta alrededor de 7, si
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la interaccion es prolongada, el agua se carga con altas concentraciones de HCO3 y iones CO3, lo
que lo alcaliniza a un pH cercano a 8.4. En manantiales de regiones no céarsicas el rango de pH va
desde 5 hasta 6,5; mientras que en zonas carsicas en pH esta entre 7 a 8.

Las aguas de origen marino poseen un valor de pH alrededor de 8, mientras que las aguas minerales
poseen pH en base a la hidrogeologia por donde circulan, pueden ser acidas, neutras o béasicas.
(FAGUNDO, J. 1990.)

e  Sistema abierto y cerrado respecto al CO..

Cuando la concentracion de CO2 es constante durante todo el proceso de disolucion de minerales
carbonatados por parte de las aguas minerales, consideramos un sistema abierto. Mientras que
cuando la disolucion se da en base solo al suministro inicial de CO,, y éste jamas se repone,
tenemos un sistema cerrado con respecto al CO.. En la naturaleza generalmente la disolucién de
los carbonatos se da mediante los dos sistemas. (FAGUNDO, J. 1990.)

e Efecto del ion comuln y efecto salino.

La capacidad de disolucion de minerales de un agua, se ve disminuida cuando en su seno lleva
minerales comunes, mientras que cuando existe alta concentracion de minerales en su seno, la
Solubilidad se ve incrementada para minerales no comunes, este fendmeno se conoce como “Efecto

Salino o de Fuerza Ionica”. Este efecto se da gracias a que se incrementa la fuerza idnica y se

disminuye el coeficiente de actividad. (FAGUNDO, J. 1990.)

e Potencial de Oxido Reduccion.

En el sistema de aguas subterraneas, se da la transferencia entre constituyentes disueltos, gases o
sOlidos mediante un sinnimero de reacciones quimicas, este proceso cambia los estados de
oxidacion o reduccidn tato de los reaccionante como de los productos. Los elementos de valencia

variable, son los que en un momento dado pueden ceder o ganar electrones.
La fuerza de una reaccion de 6xido reduccion se puede medir mediante el potencial redox (pE), el

mismo que es andlogo al pH y mide la tendencia oxidante o reductora de una solucion.
(FAGUNDO, J. 1990.)
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1.2.  Microbiologia.

1.2.1. Microorganismos de ambientes extremos.

Ciertos microorganismos son capaces de sobrevivir y proliferar en temperaturas menores de 10°C,
por encima de 50°C, en valores de pH menores a 5.0 y mayores a 8.0, en valores de presion mayor
a 1 atm y en concentraciones de sal por encima de 30g/L, todos estos son considerados como

Extremdfilos.

Generalmente a los microorganismos extremofilos encontramos en regiones geotermales con
temperaturas elevadas, regiones polares donde la temperatura se encuentra a niveles de congelacién
del agua, en las profundidades de los océanos donde existe muy alta presion y en manantiales
acidos a alcalinos. (COSTANTINOS, E., & ANTRANIKIAN G. 2004.)

1.2.2. Clasificaciéon de microorganismos extremofilos.

Cuadro 1- 1. Clasificacion de microorganismos extremafilos.

EXTREMOFILOS | MINIMO OPTIMO MAXIMO
Termofilos > 50°C > 60°C
Termotilos extremos >35°C > 65°C >70°C
Hipertermofilos > 60°C > 80°C >85°C
Acidofilos pH>0 2.5 < pH<3.0
Alcalinotolerantes pH <85 pH=> 9.0
Alcalofilos pH =85 pH =10
Halofilos tolerantes 2% <NaCl < 5%
Halofilos moderados 5% < NaCl < 20%
Halofilos extremos 20% < NaCl < 30%
Psicrofilos =0°C <25-30°C
Baréfilos >().] MPa =10-50 MPa 0 100 MPa

Fuente: MOSE R., et al. 2002.
Realizado por: Soria Arturo. 2015.

Estos microorganismos se los agrupa de acuerdo a las circunstancias del medio en el que habitan,
entre ellos tenemos; termofilos, hipertermofilos, haldfilos, psicrofilos, alcal6filos, acidofilos y
bar6filos. (MOSE R., et al. 2002.)
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1.2.3.  Microorganismos termofilos.

1.2.3.1. Generalidades.

Estos microorganismos son capaces de sobrevivir a temperaturas mayores de 45°C. Dentro de este
grupo tenemos varios subgrupos; (PEDROZA, A. 2001.)

e  Termdfilos; crecen dptimamente en un rango de temperatura de 45 — 70°C; entre ellos

tenemos, Bacillus acidocaldarius y Bacillus Stearothermophilus.

e  Termdfilos extremos; crecen en un rango de temperatura de 70-80°C; dentro de este grupo

tenemos, Thermus aquaticus y thermoanaerobacter ethanolicus.

o  Hipertermdfilos; crecen optimamente por encima de los 80°C; en este grupo encontramos,

Thermotoga maritima y Pyrococcus furiosus.
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Cuadro 2-1. Caracteristicas generales de los microorganismos termofilos.

ESPECIES CONDICIONES DE CRECIMIENTO DNA
Temperatura (°C) pH Aerobico (ae) o Biotipo (marino (m) o terrestre G+C
Minimo Optimo Alhiximo anaerobico (an) (t) (MOL %)
Thermotoga maritima 55 80 o0 55-9 an m 46
Aquifex pyrophilus 67 85 a5 54-75 ae m 40
Sulfolobus acidocaldarius &0 75 g5 1-5 ae t 37
Metallosphaera sedula 30 75 80 1-435 ae t 45
Acidianus infernus 60 88 a5 15-5 ae/an t 31
Stygiolobus azericus 57 80 39 1-535 am t 38
Thermoproteus tenax 70 28 o7 25-6 an t 56
Pyrobaculum islandicum 74 100 103 5-7 an t 46
Pyrobaculum aerophilum 75 100 104 58-9 ae/an m 52
Thermofilum pendens 70 33 95 4--65 an t 57
Desulfurococcus mobilis 70 85 a5 45-7 an m 51
Thermosphaera aggregans 67 85 o0 5-7 an t 46
Sulfephebococeus zilligii 70 85 a5 6.5-8.5 an t 34
Sthaphylothermus marinus 65 92 o8 45-85 an m 35
Thermodiscus maritimus 75 38 o8 5-7 an m 49
Aeropyrum pernix 70 o0 100 5-9 ae m 67
Stefteria hyvdragenophila 70 05 102 45-7 an m 65
Igneococcus islandicus 65 o0 100 39-63 an m 41
Pyrodictium occulfum 82 105 110 5-7 an m 62
Hyperthermus butylicus 80 101 108 7 an m 56
Pyrolobus fumarii o0 106 113 4.0-635 ae/an m 53
Thermococcus celer 75 g7 03 4-7 an m 57
Thermococcus alcaliphilus 56 85 o0 6.5-10.5 An M 3
Pyrocoeccus furiosus 70 100 105 5-9 an m 38
Archaeoglobus. fulgidus 60 g3 95 5.5-75 an m 45
Ferroglobus placidus 63 g5 a5 6-85 an m 43
Methanothermus sociabilis 65 g8 o7 5.5-7.5 an t 33
Methanapyrus kandleri 84 o8 110 55-7 an m &0
Methanococecus jannashii 50 85 86 55-6.5 an m 31
Methanecoccus r'ia'.lleus 43 33 o1 5-7.5 an b 31

Fuente: STETTER, K. 1999.

Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.
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1.2.3.2. Habitat.

Este tipo de microorganismos se los puede encontrar en diversos ambientes como manantiales
termales, desiertos, géiseres, sistemas hidrotermales marinos, solfataras y suelos geotérmicamente
calientes. (MARTEINSSON, V., et al. 2001.)

Estos habitats geotérmicos son ricos en sulfuro y azufre elemental. Este ultimo se forma a partir
del H2S de origen geotérmico mediante una reaccidn de oxidacion espontanea de H2S con O, o por
reaccion del H,S con SO, presente en los gases volcanicos. En habitats terrestres, los manantiales
con abundante azufre, los depdsitos de lodo y los suelos pueden tener temperaturas de 100°C.
(MADIGAN, M., et al. 2000.)

Dentro de los biotipos marinos podemos encontrar superficiales, sedimentos calientes profundos y
sistemas hidrotermales. Este Gltimo es rico en sal (3%) y presenta un rango de pH que va desde 5-
8.5. Generalmente los microorganismos gque encontramos en estos habitats son anaerobios debido
a que la solubilidad del oxigeno disminuye al aumentar la temperatura y en ellos pueden habitar
organismos que necesiten nula o bajas cantidades de oxigeno. (EDWARDS, C., et al. 1990.)

Los microorganismos termofilos e hiperterméfilos anaerobios han sido aislados de sistemas
marinos geotérmicamente calientes, sistemas hidrotermales marinos, manantiales termales y
fumarolas. (ANDRADE, C., et al. 1999.)

Cuadro 3-1. Fuente de microorganismos que dan enzimas termolabiles.
[ —

FUENTE MICROORGANISMO ENZIMA
Fuente termal Thermis sp. 0-Amilasa
Fuente termal Bacillus sp. WN.11 o-Amilasa
Sistemas hidrotermales marinos | Staphylothermus marinus o-Amilasa
Solfatara marina Thermococcus litoralis Pulnlanasa
Fuente fermal Bacillus thermoleovocans ID-1 | Lipasa
Compost de cascara de citricos | Bacillus strain MH-1 Endoquitinasa
fermentada, residuos de extractos
decafé yte
Compost Bacillus steearothermaphilus CH-4 | B-N-acetilhexosaminidasa
Sistemas hidvotermales marinos | Pyrococcus abyssi Fosfatasa alcalina
Sedimentos de fuentes termales | Bacillus sp. 3183 o -Amilasa

Fuente: HAKI, G. & RAKSHIT S. 2003.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.
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1.2.3.3. Taxonomia.

Dentro del grupo de microorganismos tenemos dos dominios; Archaea y Bacteria. Los reinos
pertenecientes al dominio Archaea son; Euryarchaeota y Crenarchaeota, estos presentan limites
extremos de tolerancia fisioldgica frente a factores fisicoquimicos. Los organismos del reino
Crenarchaeota son terméfilos o hipertermofilos, generalmente sus hébitats son sistemas
hidrotermales submarinos o continentales. (BURGGRAF, S, et al. 1997.)

“Dentro de este reino Crenarchaeota estan los géneros; Thermoproteus, Caldisphaera, Caldivirga,
Desulfurococcus, Thermocladium, Acidilobus, Vulcanisaeta, Aeropyrum, Thermofilum,
Ignicoccus,  Sulfurococcus,  Staphylotermus,  Sulfurisphaera,  Stetteria,  Stygiolobus,
Sulfophobococcus, Metallosphaera, Thermodiscus, Acidianus, Thermosphaera, Sulfolobus,

Pyrodictium, Pyrolobus e Hyperthermus.”

“En el reino Euryarchaeota se encuentran los metandgenos de los géneros; Methanopyrus,
Methanobacterium, Methanosarcina, Methanothermobacter, Methanoculleus, Methanotermus,
Methanocaldococcus, Methanococcus, Mathanothermococcus ”. (GARRITY, G, et al. 2004.) A
este reino también pertenecen los géneros Thermococcus y Pyrococcus que son organotrofos
anaerobios”, (SOKOLOVA, T., et al. 2001.) y “Archaeaglobus que es sulfato reductora”.
(HUBER, R., et al. 1997.)

Dentro del dominio Bacteria tenemos los géneros termofilos heterotroficos;

e “Thermotogales,; que incluyen los géneros; Thermotoga, Thermosipho, Fervidobacterium,

Geotoga, Petrotoga y Marinitoga”.

e “Clostridiales; incluyen los géneros, Clostridium, Caloramator, Caloranaerobacter,
Thermobrachium, Anaerobaculum, Anaerobranca, Thermosyntropha, Thermohydrogenium,
Thermanaerovibrio, Thermaerobacter, Syntrophothermus, Carboydocella,
Caldicellulosiruptor.” (ALAIN, K., et al. 2002.)

e “Deferribacteriales, que contiene los géneros Deferribacter y Thermothrix. ” (GRENNE, A.,
etal. 1997.)

e “Thermoanaerobacteriales;  que almacena los géneros, Thermoanaerobacter,
Thermoanaerobacterium, Ammonifex, Caldanaerobacter, Coprothermobacter,
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Carboxydibrachium, Gelria, Moorella, Sporotomaculum, Thermacetogenium,

Thermoanaerobium y Thermavenabulum.”

e “Bacteroidales; que incluyen los géneros Thermodesulfobium, Acetothermus vy
Anaerophaga”. (GARRITY, G., et al. 2004.)

“Dentro del grupo de bacterias sulfato reductoras tenemos los géneros Desulfotomaculum,
Desulfacinum, Thermodesulforhabdus, Thermodesulfovibrio 'y Thermodesulfobacterium.”
(SIEVERT, S., & KUEVER. J. 2000.)

Dentro del dominio Bacteria también se incluyen microorganismos termofilos e hiperterméfilos

aerobios heterétrofos y autétrofos. Dentro del grupo de heterétrofos tenemos los géneros;

o “Thermus; que incluye las especies, Thermus thermophilus, T. aquaticus, T. filiformis, T.
brockianus, T. antranikianii, T. igniterrae y T. oshimai.” (CHUNG, A., et al. 2000.)

e  “Rhoadothermus; en el que encontramos la especie R. marinus.” (SAKO, T. 1996.)

o “Thermoaerobacter, en el que tenemos la especie T. mariensis.”

“Dentro del grupo de microorganismos aerobios autotrofos termofilicos se presenta el género
microaerofilico Aquifex, el cual esta representado por la especie A. pyrophilus.” (STHOR, R.
2001.)

1.2.3.4. Metabolismo de microorganismos terméfilos anaerobios.

Los organismos anaerobios termofilos e hipertermoéfilos presentan dos tipos de metabolismo;
aquellos que obtienen energia de la oxidacién de material inorganico, conocido como
Quimiolitotréficos y aquellos que obtienen energia de la oxidacién de materia organica, llamados

Quimiorganotrofo.

En ambos tipos de metabolismo la oxidacidon se puede incrementar en rendimiento al usar aceptores
externos de electrones, esto para compuestos organicos e inorganicos que usen como fuente de
carbono. (PANCHON, L., & POSADA Y. 2003.)

La fuente de carbono mas comun, en los microorganismos termdéfilos son los carbohidratos

poliméricos como; xilano, celulosa, acido poligalacturonico, almiddn, y lignina. Los organismos
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termofilos del dominio Archaea usan componentes proteicos, mientras que los organismos
termofilicos e hipertermofilicos heter6trofos usan mezclas de péptidos como; peptona, triptona o
extracto de levadura. (ANDRADE, C., et al. 1999, CANN 1. et al. 2001.)

Casi la totalidad de los microorganismos termofilos anaerobios necesitan de azufre, ya que para la
respiracion anaerobica se necesita de un aceptor de electrones y para el metabolismo
quimiolitotréfico de un donador de electrones. El azufre elemental usando electrones productos de
la oxidacién de compuestos organicos o de Hidrogeno molecular, se reduce a H.S. Cada género de
microorganismo termdéfilo obtiene energia a partir de una reaccion caracteristica. (Cuadro 4-1).
(MADIGAN M. et al. 2000.)

Cuadro 4-1. Reacciones productoras de energia en Microorganismos Termofilicos.

REACCION PRODUCTORA DE ENERGIA GENERO
4H, + CO—» CH, + 2H,O Methanopyrus
Methanothermus
Methanococcus
H+s — 5 HS Pyrodictium
Thermoproteus
Pyrobaculum
Acidianus
Stygioglobus
4H, + HhSOs—>» oS + 4H,0 Archaeoglobus
3H,+ H,S0O4 p DS + 3H,0 Archaeoglobus
5H, + S,0;— 2H,S + 3H,0 Pyrolobus
Archaeoglobus
Ferroglobus
H; + HNO; —» HNO» + 4H,O Pyrobaculum
Aquifex
Pyrolobus
4H,+H + NO;—/» NH, +OH +2H,0 Pyrolobus
H)y+ 120, 5 HO Pyrolobus
Pyrobaculum
Aquifex
Sulfolobus
Acidianus
Meallosphaera
s"+30,+2H,0 — H,S0, Aquifex
Sulfolobus
2FeS, + 70, + 2H,0 —r 2FeSQy ~ 2H,S0, Acidianus
Metallosphaera
NO; + FeCO; + SH,0 —p NOy” + 2Fe(O 'H™ | Ferroglobus

Fuente: HUBER, R. et al. 1998.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.

Otras maneras de supervivencia de este tipo de microorganismos se da por; la oxidacién de azufre

elemental o hierro (aer6bicamente) por la especies de Sulfolobus, y la oxidacion de hidrogeno
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molecular o hierro conjuntamente con la reduccién de NOs', produciendo en primer lugar NO," y
después NO2 y NH.,".

Dentro de la respiracion anaerobia podemos encontrar otros aceptores de electrones, tanto de origen
inorganico como; nitrato (NOs), ion férrico (Fes*), ion sulfato (SO4%), y Carbonato, asi como
también compuestos orgénicos como; Selenato, Arseniato, Oxido de trimetilamina, glicina y
cisteina. Por lo general la mayoria de estos microorganismos tienen sistemas de transporte de

electrones con citocromos, quinonas, proteinas con hierro y azufre. (MADIGAN M., et al. 2000.)

Los compuestos aceptores de electrones mas comunmente usados en la respiracién anaerobia que
se originan en la naturaleza por procesos quimicos inorganicos son; amoniaco, nitrato, nitrégeno
gaseoso. (WAGNER M., et al. 1998.)

El anhidrido carbdnico es usado como aceptor de electrones por microorganismos procariotas
dentro de los cuales se los incluye a los metandgenos pertenecientes al dominio Archaea, que son

capaces de producir metano partiendo del hidrogeno molecular. (STAMS, A. 1994.)

Los metales como; Hierro (Fes*), Cobalto (Cos*), Manganeso (Mns*) y Selenio (Ses*) también son
usados como aceptores de electrones por estos microorganismos. En los sistemas termales tenemos
como aceptores de electrones a componentes que estan ligados a ciclos biogeoquimicos es decir a
compuestos azufrados oxidados. (SLOBODKIN A, et al. 1997.)

1.2.3.5.  Mecanismos de supervivencia a altas temperaturas.

Los microorganismos son capaces de sobrevivir en temperaturas altas gracias al tipo de estructura,

metabolismo y funcidn celular de cada uno de sus componentes. (SLOBODKIN A, et al. 1997.)

1.2.35.1. Lipidos.

La membrana celular de los organismos terméfilos, esta constituida por gran porcentaje de acidos
grasos insaturados, estos tienen un punto mayor de fusion al de los organismos mesofilos. Estos
microorganismos tienen la capacidad de regular el porcentaje de &cidos grasos y lipidos
proporcionalmente con la temperatura del medio en el que se desarrollan, esta accion les permite

contar con una membrana celular muy flexible y estabilidad térmica. (PEDROZA, A. 2001.)
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Las principales funciones de los acidos grasos de la membrana celular es brindar un ambiente

hidrofobico y mantener rigida a la célula, en los microorganismos hiperterméfilos como los

Archaeas generalmente existen cadenas de hidrocarburos isoprénicos ramificadas que se unen al

glicerol mediante enlaces éter. Por otro lado en algunos Archaeas, existen membranas bicapas

compuestas por moléculas diéter glicerol fitanil.

En labicapa las fuerzas hidrofobicas mantienen unidos a sus componentes, mientras que los enlaces

éter y las ramificaciones de hidrocarburos incrementan la resistencia a las temperaturas altas del

medio. (SLOBODKIN A. et al. 1997.)

Los organismos termdfilos pueden presentar diferentes tipos de estructuras en su membrana celular

fig. 3, asi tenemos; (ATLAS, R. & BARTA R. 1998.)

lustracion 3 — 1. .Estructuras de los microorganismos termofilos.
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Fuente: ATLAS, R. & BARTA R. 1998.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015

A. Bicapa de diéter glicerol acido estearico que permanecen unidas gracias a las fuerzas

hidrofobicas.

B. Bicapa de diéter glicerol fitanilo,

la estabilidad térmica crece proporcionalmente con la

longitud de la cadena de hidrocarburos.
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C. Monocapa de tetraéter diglicerol bifitanilo que presenta gran estabilidad al calor.

D. Tetraéter diglicerol que incorpora dos anillos pentaciclicos por cadena.

1.2.3.5.2.  Sintesis celular rapida.

Los microorganismos termdfilos producen proteinas termoestables, resistentes a la
desnaturalizacion y protedlisis, éstas se llaman Chaperoninas, que tienen la capacidad de replegar
las proteinas a su forma nativa y restaurar sus funciones luego de que hayan sufrido la
desnaturalizacion. (HAKI, G., & RAKSHIT S. 2003.)

1.2.3.5.3. Macromoléculas termoestables.

Estos microorganismos presentan un contenido elevado de guanina-citosina en su ADN, esto hace
gue exista alta cantidad de puentes de fusion asi como también mayor estabilidad en las moléculas
de 4cidos nucleicos. EI ARN de transferencia tiene gran estabilidad, la misma que crece gracias a

modificaciones que pueden darse en su estructura. (STETTER, K. 1999.)

1.2.35.4. Extremoenzimas.

La presencia de estas enzimas extremas hace que se den cambios en los residuos de aminoécidos
especificos, se incrementen los enlaces idnicos, interacciones hidrofébicas, puentes de hidrogeno,
puentes disulfuro y enlaces metalicos. En el cuadro 5 se muestran los 3 tipos de Extremoenzimas

existentes; (DEMIRJIAN, D, et al. 2001.)

Cuadro 5-1. Clasificacion de las Extremoenzimas.

Tipos de extremoenzima Caracteristicas

Clase | Estables a 55-65 °C. Inactivas a Temperaturas Superiores.
Clase 1l Inactivas a temperaturas de sintesis y activas con substrato.
Clase 111 Estables a temperaturas superiores a las de sintesis.

Fuente: DEMIRJIAN D., et al. 2001.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015
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1.3. Canton Bafios de Agua Santa.

Estd ubicado en la serrania ecuatoriana, a este canton también se lo conoce como “Puerta del
Dorado” o “Refugio de las Cascadas”, posee un clima maravilloso, aguas termales que brotan
desde las profundidades del volcan Tungurahua, orquideas, aves de colores, aventuras inigualables
y los alfefiiques. (BALDOCK, J. 1982.)

1.3.1. Datos Generales.

El cantdn Bafios de Agua Santa posee un area de 1073.5 km2, ubicada a 1820 m.s.n.m. EI 95% de
ingresos econdmicos es generado por el turismo por lo que se ha convertido en el cuarto destino
turistico mas visitado especialmente por turistas extranjeros en el Ecuador. (BALDOCK, J. 1982)
1.3.2. Antecedentes Geograficos.

e Ubicacion Geografica.

La ciudad de Bafios esta asentada a 1820 msnm, en los flancos externos de la cordillera oriental de
los Andes, al pie del volcdn Tungurahua. Presenta una enorme riqueza hidrica, al oeste tiene

el rio Bascun, al oriente el rio Ulba y al sur el rio Pastaza.

o Latitud: 02°55’S
o Longitud: 079°04° O

Esta delimitada: al norte; Napo, al sur; Chimborazo y Morona Santiago, al este; Pastaza y al oeste
los cantones de Patate y Pelileo. (HERRERA, J. 1995.)

e Clima

Es templado con una temperatura media de 18°C. Segin la Estacién Meteoroldgica la precipitacion
medial anual fluctda en alrededor de los 1500 mm. (HERRERA, J. 1995.)
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1.3.38.

Inventario de Atractivos Turisticos.

Cuadro 6-1. Inventario de lugares turisticos de Bafios de Agua Santa

Categoria Tipo Subtipo Direccion
Altas montafias Tungurahua
Cordilleras Llanganates
Tungurahua, cerro
Volcanes
Montarias hermoso
] Cerro hermoso,
Colinas
Igualata
Valles Bafios
o Manantial o fuente El Salado, La Virgen
Sitios natuales
) Patate, Chambo y
Rapidos o Raudales
] Paztasa
Rios

Cascadas

Pailon del Diablo,
Manto de la novia, de
la Virgen

Aguas Subterraneas

Aguas Termales

De la Virgen, Salado,
Santa Ana, Las

Pefias.

Manifestaciones

Culturales

Arquitectura

Basilica de la Virgen

o Religiosa de Agua Santa
Historicas -
o Virgen de Agua
Museos Religiosos
Santa
] Comidas y Bebidas Guarapo, Sanduche,
Etnografia

Tipicas

Melcochas.

Fuente: GUIA OFICIAL DE TURISMO. (2001)
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.

1.3.4.

Fuentes Termominerales de la Virgen.

Estas termas son aguas sulfatadas, ubicadas al pie de la Cascada Cabellera de la Virgen.
La temperatura del agua es de 54°C. Esta compuesta por trazas de: Calcio, sodio, magnesio,
silice, potasio, azufre, anhidrido carbonico y otros minerales. Los turistas se bafian en estas
aguas con el fin de tratar patologias como: Reumatismos, varicosis, padecimientos del higado,

del estomago, lesiones cutaneas, desequilibrios metabdlicos, entre otras. (INAMHI, 2012).
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Segun el inventario del INAMHI en el 2012, en las termas de “La Virgen” son hipertermales,

sulfatadas magnésicas, estas caracteristicas se detallan a continuacién se detallan a continuacion;

e |nformacion General.

Cuadro 7-1. Informacién general de la terma “Virgen 1”.

INVENTARIO FUENTES TERMOMINERALES DEL ECUADOR
EINAMHI INFOMACION BASICA

Cuenca: Pastaza H. Topgraf. | Bafios Localidad: |Bafios (La Virgen) # 1
Provincia | Tungurahua ESTE (UTM) Propietario:| Municipio de Bafios
N°: 60 NORTE (UTM) | |Fecha: 20/07/2012

Tipo: V. Hipertermal  |Elevacion | |Uso: Recreacion
Proyeccion | |Zona: 175

Fuente: INAMHI. 2012.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015

e  Ubicacion:

llustracién 4 — 1. Geologia y ubicacién de las termas la Virgen.

Fuente: INAMHI. 2012.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015
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lustracion 5 - 1: Fuentes de “La Virgen 1”.

Fuente: SORIA, Arturo. 2015

e Balance idnico y propiedades fisicas.

Cuadro 8-1. Balance i6nico y propiedades fisicas de las termas “La Virgen 1”.

Fuente: INAMHI. 2012.

Realizado por: SORIA, Arturo. 2015

BALANCE IONICO |
ANION mgi bl mgi OTRAS DETERMINACIONES
CO3H- 1234,00 Na+ 428,75 Parametros
C03= 00 K+ 7260 pH 75
§04= 2198,0 Ca++ 79,30 CE (ps/cm) 3080
cl- 406 87 Mg++ 4927 DUREZA (mgA) 2225
NO3- 0.43 NH4+ 0.215 TEMPERAT (*C) 52 80
ND2 <005 Fe= 2872
PO4= <05
OTRAS DETERMINACIONES
Turbidez 64 Cobre <025
Color 114 Cromo <1
Alcalinidad 1204 Plomo <1
STD 320323 5102 1832
co2 B35 Ivin 0,168
OBSERVACIONES:
TIPO DE AGUA
SULFATADA MAGNESICA
HIPERTERMAL
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CAPITULO I

2. METODOLOGIA.

2.1. Toma de muestra.

2.1.1. Tipo de muestras.

El tipo de muestra y la profundidad de donde se la tome son datos que deben ir registrados
en la ficha. Tanto para el analisis quimico y microbioldgico deben usarse muestras propias
para cada analisis debido a que su muestreo, la manipulacion y los equipos son diferentes. Los
diferentes tipos de muestras son:

Muestra simple; se usan para un analisis individual. En aguas subterraneas solo se deben tomar en

un Gnico punto y nivel acuifero.

Muestra selectiva en profundidad; obtenida de un acuifero de profundidad conocida.

Hay que diferenciar entre muestra de selectiva en profundidad y muestra tomada a
profundidad conocida, en el primer caso conocemos la profundidad a la que fue tomada la muestra
y en el segundo se sabe el nivel pero puede estar mezclada con agua de otros niveles. (LOPEZ
GETA, J. 1986.)

2.1.2. Cantidad de Muestra.
Numero de muestras; normalmente se toma una sola muestra. Cuando se requiera un estudio legal
se tomara las muestras que la norma especifique que generalmente son 3 0 mas (una para el

laboratorio, la segunda para las determinaciones y la tercera para el organismo responsable del

muestreo que quedara durante un tiempo (mayor a 6 meses), esto debido a posibles reclamos.

-29 -



Volumen de muestras; estard en dependencia de las necesidades del laboratorio analista, de
acuerdo a las determinaciones a llevar a cabo y del procedimiento analitico utilizado. (LOPEZ
GETA, J. 1986.)

2.1.3. Preparacion del muestreo.

Para el analisis de aguas subterraneas primero hay que adecuar los materialesy los equipos.
La técnica a llevar a cabo debe incluir; (LOPEZ GETA, J. 1986.)

e Registro de campo.

e  Dispositivos para medir los niveles.

e  Medidores de pH, conductividad, potencial redox, oxigeno disuelto, termometro.
e  Materiales que permitan filtrar el agua.

e  Recipientes para la toma y el transporte del agua.

e  Material de higiene y seguridad personal.

2.1.4. Seleccién de envases.

Caracteristicas: deben garantizar el mantenimiento de las caracteristicas autoctonas de las
muestras. Es decir; (LOPEZ GETA, J. 1986.)

e No desprender ningln tipo de materia que pueda alterar el agua.

o EIl material del que este hecho el recipiente no debe reaccionar con los constituyentes
del agua.

e Los recipientes usados para muestras a utilizar en analisis microbiolégicos deben ser
totalmente estériles y libres de sustancias que inhiban o potencien el crecimiento
bacteriano.

e  Debe proporcionar un cierre hermético
Material del envase: no debe interactuar con la muestra.
Vidrio: el vidrio sodico puede disolverse lo que provocaria un aumento de concentracion

de Na y Si en la muestra. El vidrio borosilicato (pirex) suelen desprender cantidades

apreciables de Mg, Pb, Zn, Ar. Otros vidrios pueden absorber y resorber fosfatos.
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Plastico; el plastico generalmente desprende material orgénico que interfiere en ciertos
andlisis como los de plaguicidas. Otros envases como los de propileno son porosos por lo que
provocan perdidas por evaporacion. Algunos envases de plasticos son permeables a gases y
la mayoria al diéxido de carbono. (LOPEZ GETA, J. 1986.)

Cuadro 9-2. Tipo de material de envase para recolectar muestras.

Parametro Recipiente Conservante | Tiempo max. Observaciones
Alcalinidad Plastico o vidrio | Refrigeracion 24 horas Preferible determinacion i situ
Acidez
Amonio Plastico o vidrio |Refrigeracion 6 horas
Arsénico Plastico o vidiio  |pH=<2 1 mes
DBO Plastico o vidrio. | Refrigeracion 24 horas Mantener en la oscuridad

El  wvidno es
preferible en
casos de DBO
baja.
Calcio Plastico o vidrio 24 horas Hasta 48 horas pero debe tenerse

cuidado  con  muestras  que
presenten un CE>70 mS/cm

pH=<2 1 mes La acidificacion (no usar SO4H»)
permite determinar el calcio en
lﬂ llliSl]lﬂ muestra que otros

metales.
Cianuro Plastico Refrigeracion. |14 dias El método de conservacion
NaOH a pH>12. dependera del método de analisis
0.6 g de acido
ascorbico.
Cloruros Plastico o vidrio 1 mes
Color Plastico o vidrio | Refrigerar 24 horas Almacenar en la  oscundad.
Preferible hacerlo in situ
onductividad | Plastico o vidrio cirigerar 24 horas Almacenar en la oscundad.
Preferible hacerlo in situ
Dureza Plastico o vidrio 24 horas Preferible realizarlo lo antes

posible. pues puede ocurnr
precipitacion de carbonatos.

pH<2 1 mes La acidificacion permite
determinar ¢1 calcio y magnesio
en la misma muestra que otros

metales.
DQO Plastico o vidrio. |pH<2 con Almacenar en oscuridad
El vidrio es | SO4H,..
preferible en caso | Refrigerar
de baja DQO.
Fluoruros Plastico | mes No emplear PTFE

Fuente: LOPEZ GETA, J. 1986.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.
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2.1.5. Condiciones de conservacion para cada parametro a analizar.

Cuadro 10-2. Condiciones de almacenamiento de muestras.

Parametro Recipiente

Conservante

Tiempo max.

Observaciones

Metales Plastico o vidrio

disueltos

Filtrar
acidificar
pH=2

1 mes

Excepto mercurio

Metales totales | Plastico o vidrio

Acidificar a
pH=<2

1 mes

Excepto mercurio

Mercurio total | Plastico o vidrio

pH=<2 con HNO;
v adicion de
K>:Cr:07 hasta
una

concentracion
final del 0.05%

1 mes

Debe tenerse un especial cuidado
en que los recipientes para la
toma de muestra no estén
contaminados

Plastico o vidrio

pH<2 o0
refrigeracion.
Filtrado a 0.45
ny
refrigeracion

24 horas

48 horas

S1 no se analiza en le tiempo
requerido. afiadir  bactericida
como el timol (Note que el NO3’
puede formar NHy  en ambientes
reductores)

Plastico o vidrio

Refrigeracién

24 horas

Si no se analiza en le tiempo
requerido. afiadir  bactericida
como el timol (El NO>. puede
descomponerse a s1 mismo aun
cuando se haya afiadido el
bactericida).

Parametro Recipiente

Conservante

Tiempo max.

pH Plastico o vidrio | Guardar a menor |6 horas El pH debe determinarse en el
T que la inicial momento de la toma de muestra
Fosforo Vidrio Refrigeracion 24 horas Se recomienda el uso de botellas
disuelto borosilicatado o | tras filtrado yvodizadas
vidrio inmediato in situ
Fésforo total Vidrio Refrigeraciéon 24 horas Se recomienda el uso de botellas
borosilicatado o yodizadas
vidrio pH<2 con H>SO4 |1 mes
Potasio Plastico 1 mes
Sodio Plastico 1 mes
Sulfatos Plastico o vidrio | Refrigeracion 1 semana En aguas residuales afadir
peréxido de  hidrégeno para
evitar la formacién de sulfuro de
hidraocena

Observaciones

Sulfuros Plastico o vidrio

Alcalinizar con
carbonato de
sodio y fijar con
acetato de cinc

Analizar lo antes posible. De ser
posible hacerlo en el campo. en
este caso no requiere
preservacion

Plastico o vidrio

Turbidez

Fuente: LOPEZ GETA, J. 1986.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015

24 horas
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2.1.6. Obtencién de la muestra.

En el balneario de “La Virgen” las muestras de agua para el analisis se las tomo, del ojo de agua y
de la piscina con baiiistas inmersos en ella, el muestreo en el ojo fue simple y directo, mientras
que el muestreo de la piscina fue selectivo en profundidad, es decir en las cuatro esquinas y el
centro de la piscina a 40 cm aproximadamente de profundidad. EI muestreo se realiz6 directo y por
duplicado, en la Provincia de Tungurahua, ciudad de Bafios, Parroquia Matriz, con la ayuda del
Tutor y Colaborador del proyecto de tesis. (ANEXO A)

Las muestras se las recogié en envases estériles de plastico con un volumen aproximado de 200
mL. Los frascos se transportaron el mismo dia de su recoleccién en porta muestras con geles
refrigerados inmersos en él (ANEXO B). Una vez las muestras de las termas de la “Virgen” en el
laboratorio se empezaron con el analisis como se muestra en los esquemas de la llustraciones 6-2
y7-2.

2.2. Pruebas in situ.

Estas pruebas se las realizo con la maxima asepsia posible, se midié tanto en el ojo asi como
también en la piscina, se evalud directamente los siguientes parametros; temperatura, pH, solidos
totales y conductividad con un multiparametro Hanna Modelo HI98129 al que se le calibro previo
a la medicion. Todas las mediciones se las realizo por duplicado obteniendo una media entre ellas
(ANEXO C).

2.3. Placas Petrifilm.

Son métodos oficiales de analisis (OMA) reconocidos por la AOAC internacional (Asociation
of Official Analytical Chemist), contienen adhesivos, peliculas y nutrientes que permiten
realizar pruebas microbiolégicas de manera répida, fécil, precisa y reproducible.
(MICROBIOLOGIA, 3M. 2014.)

Son ampliamente utilizadas en pruebas de control de calidad tanto en laboratorios de alimentos,

clinicos y de farmacia. El andlisis se lleva a cabo en tres etapas:

e Siembra: se afiade la muestra previamente preparada levantando la pelicula de la placa

Petrifilm.
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e Incubacidn: la temperatura va en dependencia del microorganismo pero siempre permite

ahorrar espacio.

e Contaje: de acuerdo a la coloracién que tomen los indicadores la placa se lee muy
rapidamente. (AOAC. 2012)

2.3.1. Siembra en Petrifilm, repique y aislamiento de colonias puras en agar Muller Hilton.

La siembra se realizd inoculando 1mL de muestra en cada Petrifilm, luego de un minuto
aproximadamente se incubo 3/°C, la lectura y contaje de colonias se hizo después de 24-48 horas.
Después se procedié a tomar 2 o 3 colonias morfoldgica y fisicamente iguales y se repico en Agar
Muiller Hilton una vez por dia, hasta unas 5 repeticiones. Finalmente se sembré por agotamiento
en Agar Muller Hilton, se incubo por 24 horas y se tomé colonias aisladas para repicar en placas
con el mismo Agar, asi se obtuvo colonias puras, estabilizadas y aisladas. (ANEXOS D & E).

2.3.2. Placas Petrifilm para recuento de coliformes.

Estas placas estan preparadas con nutrientes de Bilis y de Rojo Violeta, agente gelificante
hidrosoluble, indicador para glucoronidasa y el indicador de tetrazolio que facilita la lectura
de las colonias mediante la produccion de gas y la aparicién de color rojo azulado. (APHA. 2012).
En nuestra investigacién luego de inocular 1 mL de muestra a estas placas se incubaron invertidas

por 48 horas a una temperatura de 35° C, obteniendo asi colonias con morfologias pronunciadas.

2.3.3. Placas Petrifilm para recuento de Staphylococcus aureus.

Este medio corresponde a un medio de cultivo cromogénico Baird Parker selectivo y que
diferencia a los Staphylococcus aureus del resto de su grupo, generalmente se presentan como
colonias de color rojo-violeta, a veces las colonias no presenten color rojo-violeta propiamente
dicho, en tal caso se debe usar un disco que contiene azul-O toluidina el cual facilita la visualizacion
de las colonias debido a que forma un halo después de las 24 horas de haber pasado en incubacion
con una temperatura de 35°C. (AOAC. 2012).

El tiempo de incubacién posterior a la inoculacion en nuestro trabajo fue de 36 horas a una

temperatura de 35° C.
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2.3.4. Placas Petrifilm para recuento de aerobios.

Este medio estd compuesto de nutrientes que contiene el agar Standars Methods, es decir un
agente gelificante hidrosoluble y también una tintura roja que colorea a las colonias de color café
rojizo ya sea con produccion de gas o sin produccion de éste. (APHA. 2012). En nuestro trabajo
las placas se incubaron durante 24 horas para totales y 36 horas para E. coli a una temperatura de
35° C.

2.3.5. Placas Petrifilm para recuento de levaduras y mohos.

Esta placa contiene el colorante Rosa de Bengala que facilita el recuento de mohos y levaduras,
asi como también nutrientes de Sabhi, antibiéticos como claranfenicol y clorotetraciclina,
indicador de fosfatos identificado por las siglas BCIP, un agente gelificante hidrosoluble, y un tinte
que tifie las colonias de levaduras de color verde azuladas, generalmente son pequefias, con bordes

definidos y con foco central.

Mientras que las colonias de mohos son grandes de coloracion variada, sus bordes son difusos
y con foco central. (MICROBIOLOGIA, 3M. 2014.) En nuestros analisis la temperatura de
incubacion fue 35° C por un tiempo de 7 dias, posterior a lo cual se procedi6 a realizar el conteo y
diferenciacion de colonias tanto de mohos como de levaduras.

2.4, Pruebas de catalasa y oxidasa.

Catalasa.

Esta prueba pone en evidencia la presencia de la enzima catalasa, la cual descompone el peroxido
de hidrogeno en agua y oxigeno. Se considera la prueba positiva cuando al poner en contacto la
bacteria con el agua oxigenada (al 30%) existe el desprendimiento de gas. Esta prueba es positiva
para la mayoria de bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen citocromo. (MAC
FADDIN. 2003.)

Se deposito una gota de agua oxigena en el porta objetos para cada una de las bacterias aisladas.

Después se suspendio cada una de las bacterias y observamos si hay o no formacién de burbujas,

de haberlo la prueba se report6 como positiva. (ANEXO H).
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Oxidasa

Esta prueba utiliza discos con N, N,N,N-tetrametil-p-fenilendiamina. Se basa en la produccion de
una enzima oxidasa intracelular debido a la presencia de la citocromo oxidasa. Los colorantes de
p-fenilendiamina son aminas aromaticas primarias, diamino del benceno, el citocromo oxidasa
oxida al citocromo C que a su vez oxida al reactivo, la fenilendiamina es metilada, mientras mas

grupos metilados se introducen en el radical amino el color es mas azul.

La prueba se considera positiva cuando la coloracion de las tiras cambia a azul marino. (MAC
FADDIN. 2003.). A las colonias aisladas puras y activadas se les puso en contacto con la tira con
N, N, N, N-tetrametil-p-fenilendiamina. Se reporté como positiva a las colonias que tifieron de

morado-azulado las tiras reactivas (ANEXO H).

2.5. Tincion Gram

Es una tincion que permite separar a las bacterias en dos grupos: Gram positivas y Gram
negativas, en dependencia de que si luego de la decoloracion retienen o no el colorante
cristal violeta. Las bacterias que retienen toman una coloracién azul oscuro o violeta y
corresponden a las Gram positivas, mientras que las que no retienen el cristal violeta se tifien del
colorante secundario (safranina) tifiéndose de rojas y corresponden a las Gram negativas.
(VIZCARRODO, A. & GUTIERREZ, S. 2008.)

Se fijo (cepa con solucion salina) cada una de las bacterias aisladas, luego se colocd los reactivos
en el orden que sigue; cristal violeta, lugol, alcohol/acetona y safranina. Después de cada adicion
se lavd con agua potable después de un minuto con excepcién del alcohol/cetona que se lavo
después de 30 segundos de haberla adicionado a la placa. Se esper6 que seque y se observo con el
lente de 100x en el microscopio (ANEXO F & G).

2.6. Pruebas; movilidad (MIO) y de oxidacién/fermentacién (O/F).

e Movilidad

Se siembra por picadura en agar Movilidad Indol Ornitina (MIO), se incuba a una temperatura de

30°C por un tiempo de 48 horas. La prueba es positiva si el crecimiento sobrepasa la linea
sembrada. (BARROW, G. & FELTHAM, R.1993.)
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La composicién de este agar es:

Cuadro 11-2. Composicién del agar de movilidad.

Extracto de carne | 3.0 g
Peptona 10.09
Cloruro Sédico 5049

Agar 4049
Agua 1000,0 mL

Fuente: BARROW, G. & FELTHAM R. 1993.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.

Esta prueba se aplico solo a las colonias identificadas como Bacilos Gram negativas. Se sembro
por picadura en agar Movilidad Indol Ornitina, la incubacion se realizé a una temperatura de 35°C
durante 48 horas, transcurrido este tiempo se leyo, la prueba se reporté como positiva a los tubos

en los que aparecid un enturbiamiento o crecimiento mas alla de la linea de siembra (ANEXO J) .

e  Oxidacion/Fermentacion.

Prueba que determina el metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrato de carbono. La prueba
se realiza por duplicado en dos tubos con agar Hugh-Leifson, el primer tubo queda sin cubrirse,

mientras que el segundo se lo recubre con parafina liquida estéril. Se incuban a 30°C por 72horas.

Las bacterias oxidativas producen acido solo en el tubo abierto expuesto al oxigeno atmosférico;
los microorganismos fermentadores producen acido en los dos tubos, las bacterias no sacaroliticas
son inertes y mantienen un pH alcalino. La interpretacion de resultados se realiza de la siguiente
manera;: O/F; amarillo/amarillo = fermentativo facultativo, Amarillo/Verde = oxidativo,
Verde/Amarillo = fermentador estricto, Azul/Azul = no fermentador. (MAC FADDIN. 2003.)

La composicion de este medio es;

Cuadro 12-2. Composicion medio basico Hugh Leifson.

Triptona 204g

Cloruro Sdédico 504

Fosfato dipotésico | 0,3 ¢
Agar 3,09
Agua destilada 1000,0 mL

Fuente: BARROW, G. & FELTHAM, R. 1993.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015
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A todos los organismos Gram Negativos se los sembr6 con pipeta Pasteur en dos tubos con medio
de Hugh-Leifson u O/F, el primero se lo dejo sin recubrir, mientras que el segundo se le recubrid
con una capa de vaselina previamente esterilizada. La lectura se realiz6 a las 72 horas, finalmente
se interpretd los resultados de la siguiente manera O/F: amarillo/amarillo = fermentativo
facultativo, Amarillo/Verde = oxidativo, Verde/Amarillo = fermentador estricto, Azul/Azul = no

fermentador o inerte.

2.7. Pruebas de hidrolisis: almidén y gelatina.

e Almidon

Esta prueba usa agar almidén, se realiza siembra por picadura, la inoculacién es a 30°C por el lapso
de 8 dias, si la colonia es abundante se afiaden gotas de solucién de yodo yodurado. La prueba es

positiva cuando se forma un halo alrededor de la colonia. (BARROW, G. & FELTHAM, R. 1993))

La formulacion del Agar Almidén es;

Cuadro 13-2. Composicion Agar Almidon.

Extracto de carne | 3.0g
Almidén Soluble | 10.0¢g
Agar 120¢g
Agua destilada 1000.0 mL.

Fuente: BARROW, G. & FELTHAM, R. 1993.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.

En medio Agar Almiddn se inocul6 todos los microorganismos Gram positivos. Se incubo a 35°C
por un lapso de 8 dias, cuando la colonia se haya desarrollado apreciablemente se afiaden unas
gotas de solucién yodo yodurado. Todas las colonias que presentaron un halo transparente se

reporté como positiva (ANEXO ).

e Gelatina.

Para esta prueba se realiza un repique en agar gelatina, se incuba a 30°C por un lapso de 8 dias,
cuando la colonia es abundante se agregan gotas de cloruro mercdrico. La prueba es positiva al

producirse una zona clara alrededor de la colonia. (BARROW, G., & FELTHAM, R. 1993.)

La formulacion para preparar Agar Gelatina es:
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Cuadro 14-2. Composicion medio gelatina.

Extracto de carne | 3.0g
Gelatina 30.0g
Agar 1209
Agua destilada 1000.0 mL.

Fuente: BARROW, G. & FELTHAM R. 1993.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015

A todos los organismos Gram positivos se los inoculo en placas con Agar Gelatina. Se los incubo
a 35°C por un lapso de 8 dias, cuando se observo una colonia apreciable se afiadi6 gotas de solucién
de cloruro mercdrico. A las colonias que formaron un halo apreciable se las reporto como positiva
(ANEXO I).

2.8. Pruebas confirmatorias.

2.8.1. Crecimiento en agar Manitol Salado.

Este agar tiene utilidad en el aislamiento selectivo de S. aureus y Staphylococcus en muestras
clinicas, posee peptonas y extractos de carne bovina que proporciona los nutrientes esenciales, asi
como también cloruro de sodio (7.5%) que inhibe el crecimiento de microorganismos diferentes a

Sthaphylococcus.
Los Sthaphylococcus coagulasa positivos producen colonias amarillas con fermentacion del medio
circulante del mismo color (S. aureus), mientras que los coagulasa negativos producen colonias

rojas sin fermentacion. (CHAPMAN, G.1945.)

La formulacién (g/L) es;

Cuadro 15-2. Composicion medio agar Manitol Salado.

Extracto de carne bovina 1,09
Digerido pancreatico de caseina 5,0 |
Digerido péptico de tejido animal 5,0 |
Cloruro sodico 75,0
D-manitol 1 10,0

Rojo fenol 0,025

Agar 15,0
pHT,4+0,2

Fuente: CHAPMAN, G. 1945.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.
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Las colonias de baterias diferenciadas como Staphulococcus se las sembré por agotamiento en
medio Agar Manitol Salado, se las incubo por 24-48 horas a 35°C y se realiz0 la lectura,
identificando crecimiento y fermentacion por el viraje de color del agar a amarillo (ANEXO K).

2.8.2.  Pruebas bioquimicas para la diferenciacion de enterobacterias.

e  Kligler Hierro Agar:

Este medio esta compuesto por peptona de carne y tripteina las que proporcionan nutrientes
adecuados para el desarrollo bacteriano. La lactosa y la glucosa son los hidratos de carbono
fermentables. El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la produccion de acido sulfhidrico,
el citrato de hierro y amonio, es la fuente de iones Fe®, los cuales se combinan con el &cido
sulfhidrico y producen sulfuro de hierro el mismo que es de color negro.

El rojo de fenol es el indicador de pH y el cloruro de sodio mantiene el balance osmético. El agar
es el agente solidificante. Por fermentacién de azlcares se producen acidos que se detectan por
medio del indicador rojo de fenol, el cual produce un viraje al color amarillo en medio acido. El
tiosulfato de sodio gradualmente se reduce a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una
sal de hierro para proporcionar el tipico sulfuro de hierro que tiene un color negro. (CHAPMAN,
G.1945)

La formulacién (g/L) para preparar Agar Kliger Hierro es;

Cuadro 16-2. Composicion medio agar Kliger Hierro.

Fuente: KLIGLER, 1. 1917.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.

Interpretacion de resultados: se debe observar el color del medo y la existencia de produccion de
gas o no: (KLIGLER, I. 1917.)
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o Superficie alcalina/profundidad é&cida (pico rojo/fondo amarillo): solamente fermenta la
glucosa.

o Superficie acida/profundidad &cida (pico amarillo/fondo amarillo): fermenta glucosa, y
lactosa.

o Superficie alcalina/profundidad alcalina (pico rojo/fondo rojo): no fermenta azlcares.

o  Presencia de burbujas o la ruptura del medio de cultivo indican que produccion de gas.

o  Ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido sulfhidrico.

Con la ayuda de una aguja de inoculacién se sembr6 picando el fondo y extendiendo en la superficie
del medio las colonias aisladas e identificadas como Bacilos Gram negativas. Se incubo a 37°C,
por 24 horas y en condiciones de aerobiosis. Finalmente de leyé e interpreto los resultados de

acuerdo con las especificaciones propias de este medio (ANEXO L).

e  Agar Citrato de Simmons:

En este Agar el fosfato de amonio brinda nitrogeno, el magnesio es un cofactor en varias reacciones
metabolicas, el fosfato es un buffer, el cloruro de sodio mantiene el balance osmético y el agar
actla como agente solidificante. Si se observa un cambio de color de verde a azul la reaccion es
positiva.

La formulacién del Agar Citrato de Simmons es:

Cuadro 17-2. Composicion medio agar Citrato Simmons.

Fosfato Dibdsico de Amonioc 1.0 Sulfato de Magnesio 0.02
Fosfato Dipotasico 1.0 Azul de Bromotimol 0.08
Cloruro de Sodio 2.0 Agar Bacteriologico 15.0
Citrato de Sodio 2.0

pH 69+£0.2

Fuente: SIMMONS, J. 1926.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.

En el tubo con este medio se colocd un inoculo ligero de las colonias aisladas identificadas como
Bacilos Gran negativos en la superficie, se incubo por 24-48 horas a 37 °C y luego se realizo la

lectura considerando positiva la prueba que ha cambiado a azul (ANEXO L).
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e SIM Medio:

En este agar la tripteina y la peptona son los nutrientes, el triptéfano es metabolizado por bacterias
para formar Indol gracias a un sinnimero de enzimas llamadas triptofenasa. El Indol se combina
con el aldehido del reactivo de Ehrlincho de Kovac’s para formar un compuesto de color rojo. Los
microorganismos son capaces de formar Acido Sulfhidrico a partir de tiosulfato, el cual al

reaccionar con hierro forma un compuesto de color negro.

El agar es el agente solidificante que usado a esa concentracion da un medio semisélido,
caracteristica que permite evaluar movilidad ya que es visible gracias a un enturbiamiento del
medio 0 por un crecimiento que se difunde mas alla de la linea de siembra. (MAC FADDIN.
2000.)

La formulacién del agar SIM es:

Cuadro 18-2. Composicion medio agar SIM.

FORMULA (en grames por litro)

SULFATO DEHIERRO Y AMONIO oo

Fuente: MAC FADDIN. 2000.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015

Interpretacion de resultados: Para la interpretacion de las pruebas luego de la incubacion se le

deben agregar 3-5 gotas de reactivo Indol y se sigue como se muestra en el Cuadro 19-2.

Cuadro 19-2. Interpretacion de resultados agar SIM

Prueba Positiva Negativa
Movilidad Turbidez/crecimiento abundante | Crece solo en la linea de siembra
Produccion de SH» Ennegrecimiento Mantiene amarillo.
Prueba de Indol Rojo Incoloro-amarillento

Realizado por: SORIA, Arturo. 2015
Fuente: MAC FADDIN. 2000.
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A las colonias activadas e identificadas como Bacilos Gran Negativos se las sembr6 por puncion
profunda y recta en el centro del tubo que contiene este medio, se incubo a 37°C durante 24 horas.
Transcurrido este tiempo se le afiadid de 3-5 gotas de reactivo de Kovac’s, se leyo e interpreto los

resultados de acuerdo con las especificaciones propias para este Medio (ANEXO L).

o Urea Agar Base (Christensen medio).

Este medio tiene bajo contenido de nutrientes y alta capacidad buffer. El extracto de levadura es
fuente de nutrientes esenciales ya que proporciona carbono, nitrégeno, vitaminas y cofactores. Las
sales de fosfatos constituyen el sistema buffer, el rojo de fenol es el indicador de pH y la urea es el

sustrato de la ureasa.
Las bacterias que contienen ureasa hidrolizan el nitrogeno proveniente de la urea, liberando
amoniaco y CO2 lo que provoca que cambie el indicador rojo fenol del amarillo al rojo. La prueba

es positiva cuando el medio se torna rosado-rojizo. (MAC FADDIN. 1985.)

La formulacion del Medio Christensen es:

Cuadro 20-2. Formulacion del Medio Christensen.

FORMULA (en grames por litre)

EXTRACTO DE LEVADURA.

Fuente: MAC FADDIN. 1985.
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015

Las colonias aisladas, activadas e identificadas como Bacilos Gram Negativos se las sembré por
técnica de estria en la superficie del tubo que contiene este medio. Se incubo por 24-48 horas, a
37°C en condiciones aerdbica. Finalmente se ley0 e interpreto los resultados, considerando positivo
un viraje de color del medio a Rojo-Rosado (ANEXO L).
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llustracién 6 - 2. Esquema para el aislamiento de colonias puras.

NMUESTRAS: Ojo de agua/Piscina

Inoc|ular

1 mL en las placas 3M Petrifilm para recuento de: Aerobios,
E. colifcoliformes, Staph Express y de Mohos y Levaduras

Incubar |24-48 h

[ Crecimiento de colonias ]=

=[ Ausencia de Colonias ]

reportalr

tormar

[ 2-3 colonias de ¢fplaca y morfologia ]

repica r
Sembrar

[ 1 repigue diario por 4-5 veces ]—b Por agotamiento en

Agar Miller Hilton tomar

Ausencia

En Agar
Miller Hilton

. . repicar
[ Colonias Puras Aisladas ] P

Colonias
Aisladas

Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.

lustracion 7 — 2. Esquema para la identificacion y diferenciacion de bacterias.

| COLONIAS PURAS AISLADAS

fijar )
Tincion Gram
i claq ificar -
Bacterias o N Bacterias
Gram Positivos Gram Negativos

di\riLlir sep@arar .
[ Catalasa y Oxidasa ] Catalasa y [ Catalasa y Oxidasa ]

¢ Oxidasa

Hidrolisis Almiddn y

; Manitol

Fermentacion
¥ Movilidad

SIM

Citrato Kliger

Realizado por: SORIA, Arturo. 2015.
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CAPITULO 111

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. Andlisis, interpretacion y discusion de resultados.

Los resultados utilizados para el andlisis de resultados corresponden a la media aritmética de los
valores obtenidos en los muestreos duplicados efectuados tanto en la vertiente como en la piscina
del balneario “La Virgen”, con excepcion de las caracteristicas fisicoquimicas debido a que existen

estudios solo de las vertientes mas no de la piscina o balneario.

3.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas.

En las termas de “La Virgen” con ayuda del multiparametro Hanna Modelo HI198129 se pudo
determinar que tienen un valor medio de temperatura de 51.3° C, dicho valor no difiere
notablemente con los estudios realizados por el INAMHI en el 2012 en esta misma vertiente el cual
determino un grado caldrico de 52.8° C, esta temperatura la clasifica dentro del tipo de aguas

Hipertermales las mismas que tienen un origen magmatico y grandes propiedades curativas.

Segun el INAMHI las vertientes de “La Virgen” son del tipo Sulfatada Magnésica, en nuestro
andlisis obtuvimos los siguientes valores; pH 7.4, conductividad 3999 uS/cm y Solidos Totales
2000 ppm dichos valores son semejantes a los obtenidos en andlisis fisicoquimicos realizados por
el INAMHI en el 2012 en los balnearios, “El Salado” y “Santa Ana”, las que también son del tipo
Sulfatadas Magnésicas Yy tienen temperatura 49°C, pH 7.3, conductividad 5685 uS/cm y Solidos

Totales 2908 ppm ya que tienen el mismo origen geotermal.

Otros estudios fisicoquimicos realizados por el INAMHI en el 2012 en el Ecuador fueron; en el
Balneario de “Cunuyacu” del Canton Ambato-Tungurahua, en los balnearios “Piedra de Agua”y
“Rodas” en Bafios de Cuenca-Azuay, donde las vertientes son del tipo Cloruradas Sddicas y

presentan valores inferiores a los de “La Virgen”, temperatura media 45°C, pH 7.9, y solidos totales
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630ppm, con excepcion en la conductividad que es de 4330 uS/cm, esto se deberia por la diferente

zona geotermal.

En el 2012 el INAMHI también determino que en balneario “Palitagua” de Riobamba-Chimborazo
y “Atuchan” Salcedo-Cotopaxi los fangos son del tipo Bicarbonatadas Sodicas las que presentan
valores promedio de; temperatura 42° C, pH 7.5, conductividad 2134 uS/cm y solidos totales de
841 ppm, estos valores son inferiores a los obtenidos en nuestro estudio.

De acuerdo con estos datos bibliograficos comprobamos que los valores de pH varia en
dependencia de la temperatura y de la concentraciones de iones/minerales disueltos, la cantidad de
iones/minerales depende de las rocas y tipos de suelos que recorren las aguas hasta llegar a la
superficie, mientras mayor sea la concentracion mineral mayores beneficios presentan para las

terapias medicamentosas.

3.1.2. Cuantificacion de Bacterias heterétrofas aerobias mesofilas.

El nimero de bacterias heterotrofas aerdbicas mesofilas viables en el balneario “La Virgen”
alcanzan un valor promedio de 12 UFC/mL, dicho valor es semejante a los obtenidos en los
estudios realizados por DE LA ROSA, Maria et al.

En el afio 2001 sobre la Microbiologia de las aguas mineromedicinales del balneario El Paraiso de
Manzanera en Teruel-Espafia, en el 2004 en los balnearios de Jaraba en Zaragoza-Espafia, en el
2007 en el balneario Puente Viesgo en Cantabria-Espafia donde obtuvieron valores menores a 10
UFC/mL de bacterias heterotrofas y oligotrofas viables, y en el 2011 en los manantiales
mineromedicinales del balneario de Bafios de la Concepcion en Albacete-Espafia donde hubo
menos de 20 UFC/mL.

Lo expuesto nos indica que esta concentracion esta dentro del rango permisible por la norma
espafiola, la que nos indica que el limite permisible es menor a 100 UFC/mL para aguas

recreacionales.

La concentracion de bacterias heterotrofas aerobias mesofilas viables en el Balneario La Virgen en
Bafios-Ecuador es 10 veces menor a los valores obtenidos; por MOSSO, Maria et al. en el 2002 en
el andlisis de la microbiologia del agua mineromedicinal de los Balnearios de Alhama en Granada-

Espafia'y en el 2006 en el Balneario Cervantes en Ciudad Real- Espafa; y por DE LA ROSA, Maria
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et al. en el 2012, en el anélisis microbioldgico de las aguas del balneario EI Raposo en Badajoz-
Espafia donde obtuvieron un numero menor a 100 UFC/mL de bacterias heterdtrofas y
oligotrdficas, es decir que el Balneario La Virgen tiene un adecuado mecanismo de proteccion, es
decir una limpieza y desinfeccion apropiado contra este tipo de microorganismos.

3.1.3. Cuantificacién de Coliformes Totales y fecales.

En el balneario de La Virgen se obtuvo valores de coliformes fecales de 17 UFC/mL y de
coliformes totales de 109 UFC/mL, los valores altos de coliformes no necesariamente representa
que existe una contaminacion, debido a que este tipo de microorganismos estan presentes en el
suelo y desde ahi pueden pasar a las aguas dulces, por otro lado la apreciable concentracion de
coliformes fecales si representa contaminacion, la que podria provenir de las baterias sanitarias que

no tienen buena limpieza/desinfeccién o a que las cafierias presenten fugas.

En estudios realizados por DE LA ROSA, Maria et al. en el afio 2001 sobre la Microbiologia de
las aguas mineromedicinales del balneario El Paraiso de Manzanera en Teruel-Espafia, en el 2007
en el balneario Puente Viesgo en Cantabria-Espafia y en el 2011 en los manantiales
mineromedicinales del balneario de Bafios de la Concepcion en Albacete-Espafia existieron

ausencia de coliformes totales y fecales.

Mientras que en los analisis realizados por el mismo autor en el 2004 en los balnearios de Jaraba
en Zaragoza-Espafa y en el 2012 en el balneario El Raposo en Badajoz-Espafia existio ausencia de
coliformes fecales y una concentracion de coliformes totales del 2.5 % de la microbiota total. Estos
valores obtenidos por DE LA ROSA, Maria., et al., se encuentran dentro de la los limites

permisibles para aguas de consumo humano del Real Decreto del 2003.

Estos valores expuestos estan muy por debajo de los que se obtuvieron en nuestro estudio, es decir

gue el agua de la piscina presentan apreciable grado de material fecal disuelto.

En el 2006 MOSSO, Maria et al. realizaron el analisis de la microbiologia de los manantiales del
Balneario Cervantes en Ciudad Real- Espafia obteniendo una concentracion de 4% en coliformes
totales y ausencia de coliformes fecales. Estas aguas estan dentro de los limites permisibles por el
Real Decreto del 2002 para aguas envasadas, debido a que la presencia en bajas cantidades de
coliformes totales no representa contaminacion, porque este tipo de microorganismos estan en el

suelo.
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Estos valores estan muy por debajo de los obtenidos en nuestro estudio, en donde debido a su alta
concentracién de coliformes totales y fecales representan potencial riesgo para la salud de las

personas que le den uso recreativo.

3.1.4. Cuantificacién de Pseudomonas y Staphylococcus aureus.

Los resultados que se obtuvieron en el estudio microbioldgico del balneario de La Virgen Bafios-
Ecuador fueron; concentracion de Pseudomonas 92 UFC/mL y de Staphylococcus aureus 13
UFC/mL, lo que indica que existe una contaminacion con aguas residuales asi como también
humana, tanto Pseudomonas como S. aureus son resistentes a mucho estrés ambiental y son

capaces de sobrevivir por largos periodos de tiempo, aun en el agua clorada.

Es muy probable que al entrar en contacto con estas aguas, se produzca en los bafiistas infecciones

urinarias, de heridas, oculares entre otras.

En el 2006 MOSSO, Maria et al. realizaron el analisis microbioldgico de los manantiales del
Balneario Cervantes en Ciudad Real- Espafia, en los estudios realizados por DE LA ROSA, Maria
etal. en el afio 2001 sobre la Microbiologia de las aguas mineromedicinales del balneario El Paraiso
de Manzanera en Teruel-Espafia y en el 2011 en el balneario de Bafios de la Concepcidn en

Albacete-Espafia existieron ausencia de Pseudomonas y Staphylococcus aureus.

Estos balnearios no presentan ningln tipo de contaminacion, por lo que segin el Real Decreto
(2003) estas aguas son aptas para el consumo humano, muy por el contrario sucede con las aguas
termales de nuestro analisis, en la que la concentracion de S. aureus y P. luteola es elevada, lo que
indica que estas aguas tienen apreciable contaminacion con aguas residuales y al entrar en contacto

con ellas, pacientes, especialmente con enfermedades crénicas, pueden empeorar sus patologias.

En otros andlisis llevados a cabo por DE LA ROSA, Maria et al. en el afio 2004 en los balnearios
de Jaraba en Zaragoza-Espafia, en el afio 2007 en el balneario Puente Viesgo en Cantabria-Espafia
y en el 2012 en el balneario El Raposo en Badajoz-Espafia existe ausencia de Staphylococcus
aureus y una concentracion de Pseudomonas del 4.5% de la microbiota total, debido a su bajo

contenido no representa peligro alguno a la salud de los bafiistas.

Las Pseudomonas son bacterias ubicuas que se pueden encontrar en aguas superficiales debido a

una contaminacion con aguas residuales.
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En nuestro estudio hubo numero elevado de colonias de estos dos microorganismos, lo que indica
que el tratamiento de limpieza y desinfeccion es inadecuado debido a que el nimero de bafiistas es
elevado y son ellos los que pueden producir contaminacién cruzada, desde los pisos hacia la
piscina, al entrar en contacto con estas aguas se puede adquirir patologias como infecciones y

meningitis.

3.1.5. Cuantificacién de mohos y levaduras.

El nimero de colonias presentes en los estudios en el balneario de La Virgen Bafios-Ecuador son
68 UFC/mL de Hongos, correspondiente al 29 % de la microbiota total, de las cuales 57 UFC/mL
corresponden a Levaduras, este nimero elevado se deberia a que estos microorganismos son muy
ubicuos gue estan presentes mayoritariamente en el suelo y a la presencia de gran cantidad de

materia organica en el agua lo que facilita su proliferacion.

Consideramos importante una mayor limpieza y desinfeccion de toda la infraestructura del
Balneario ya que podrian afectar la salud de los bafiistas, ya sea produciendo alergias como también

micosis.

En el 2006 MOSSO, Maria et al. realizaron el andlisis de la microbiologia de los manantiales del
Balneario Cervantes en Ciudad Real- Espafia obteniendo un numero de colonias de Hongos de 17
UFC/mL.

Por otro lado en los estudios realizados por DE LA ROSA, Maria et al; en el afio 2001 sobre la
Microbiologia de las aguas mineromedicinales del balneario El Paraiso de Manzanera en Teruel-
Espafia, en el afio 2004 en los balnearios de Jaraba en Zaragoza-Espafay en el 2011 en el balneario
de Bafios de la Concepcion en Albacete-Espafia existieron valores minimos de colonias de Hongos
correspondiente a 10 UFC/100mL.

Otros estudios realizados por los mismos autores en el afio 2007 en el balneario Puente Viesgo en
Cantabria-Espafia los valores disminuyen a 4 UFC/100mL y otros andlisis realizados en el afio

2012 en el balneario El Raposo en Badajoz-Espafia la cantidad aumenta a 7 UFC/mL.

En todos los estudios realizados por DE LA ROSA, Maria et al. los valores estan dentro de los
pardmetros permisibles para consumo humano segun el Real Decreto (2003) y difieren en 10 veces

por debajo en comparacidn con nuestros resultados, estos microorganismos proliferan rdpidamente
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en zonas himedas, es por ello que en los balnearios los encontramos en los vestidores, desde donde
son arrastrados por el calzado de los bafiistas hacia las piscinas, estos microorganismos en nimero

elevado pueden causar infecciones urinarias especialmente en mujeres en edad fértil (Candidiasis).

3.1.6. Identificacién de colonias proliferadas.

El nimero de colonias aisladas en el Balneario La Virgen en Bafios- Ecuador fueron 240 e
identificamos 172, predominaron los bacilos Gram negativos (45%), los bacilos Gram positivos
fueron los que se encuentran minoritariamente (9,6%), mientras que los cocos Gram positivos

estuvieron en numero intermedio (16.7%).

Esta situacion concuerda con el estudio realizado por DE LA ROSA, Maria & MOSO, Maria
donde manifiestan que en aguas hipertermales predominan las bacterias Gram positivas mientras
gue en las Mesotermales predominan los bacilos Gram negativos y los cocos Gram positivos, esto

se deberia a que las bacterias Gram negativas resisten mejor el calor.

En cuanto a la propiedad fermentativa en O/F, en el Balneario La Virgen se encontraron bacterias
oxido-fermentativas, es decir anaerobias facultativas, resultados que concuerdan con el estudio de
la diversidad microbiana de las aguas minerales y termales realizado por DE LA ROSA, Maria &
MOSO, Maria, donde se afirma que la mayoria de microorganismos son aerobios o anaerobios

facultativos, ya que sus caracteristicas fisicoquimicas son adecuadas para su proliferacion.

En los estudios realizados por DE LA ROSA, Maria et al, en el afio 2001 sobre la Microbiologia
de las aguas frias mineromedicinales del balneario El Paraiso de Manzanera en Teruel-Espafia, se
han identificado 34 colonias, que corresponden a; 3% bacilos Gram negativos, el 64,7% bacilos
Gram positivos y 32.3% son cocos Gram positivos. Los bacilos Gram negativos que predominan
son del genero Alcaligenes, los bacilos Gram positivos que se han aislado son del género Bacillus

y los cocos Gram positivos mayoritariamente identificados son del genero Staphylococcus.

Estos estudios difieren con el nuestro en cuanto al nimero de colonias asi como también a las que
predominan los bacilos Gram negativos cuyo género predominante es Chryseomona, los géneros
de bacilos y cocos Gram positivos son similares, esto se deberia a la diferente temperatura de las
aguas y representa alto riesgo para la salud de los bafiistas debido a que existen bacterias altamente

patdgenas.
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En el afio 2004 los mismos autores analizaron los balnearios Mesotermales de Jaraba en Zaragoza-
Espafia se aislé 254 cepas, 244 UFC/mL se identificaron, el 65% fueron bacilos Gram negativos,
13.8% fueron bacilos Gram positivos y 17.3% cocos Gram positivos. Los bacilos Gram negativos
no fermentadoras que predominaron fueron Burkholderia cepacia y Ochrobactrum anthropi, los
bacilos Gram negativos fueron Enterobacter cloacae y los cocos Gram positivos correspondieron
al género Staphylococcus.

Este balneario no presenta en su composicion bacterias patdgenas por lo que no presenta ningin
riesgo para la salud de las personas que usan para sus terapias, situacion que no sucede igual con

la composicion de las aguas de nuestro balneario.

Otros estudios realizados por DE LA ROSA, Maria et al, en el afio 2007 en el balneario Mesotermal
Puente Viesgo en Cantabria-Espafia aislaron 37 cepas, de estas, 62.2% fueron bacilos Gram
negativos, 18.9% bacilos y cocos Gram positivos. Los bacilos Gram negativos no fermentadoras
gue predominaron fueron Pseudomonas alcaligenes y stutzeri, los bacilos Gram positivos fueron
Bacillus y Rhodococcus y los cocos Gram positivos fueron del género Micrococcus y
Staphylococcus.

Estos resultados difieren totalmente con los obtenidos en las termas “La Virgen”, tanto en numero
de colonias identificadas como en el tipo de géneros aislados, esto se deberia a la diferencia en las

condiciones ambientales, situacion geografica y origen geotermal.

DE LA ROSA, Maria et al, en el 2011 analizaron en el balneario Mesotermal de Bafios de la
Concepcion en Albacete-Espafia identificaron 135 UFC/mL, de las cuales, 60% fueron bacilos
Gram negativos, 29.6% bacilos Gram positivos y 10.4% cocos Gram positivos. Los bacilos Gram
negativos que predominan fueron Gammaproteobacteria, los bacilos Gram positivos fueron

Anthobacter y Corynebacterium, y los cocos Gram positivos identificados son Staphylococcus.

En el afio 2012 en el balneario Mesotermal El Raposo en Badajoz-Espafia identificaron 115
UFC/mL que corresponden a; 73% bacilos Gram negativos, 23,5% bacilos Gram positivos y 3.5%
fueron cocos Gram positivos. Los bacilos Gram negativos no fermentadores predominantes fueron
de la especie Pseudomonas fluorescens, los bacilos Gram positivos fueron Bacillus y los cocos

Gram positivos identificados fueron del genero Staphylococcus.
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La microbiota de cada balneario es absolutamente diferente, dependen de sus caracteristicas
fisicoquimicas, de la situacion geogréfica y de la cultura de los bafiistas. En nuestro balneario hay
alta concentracion de bacterias patdgenas debido a que la ciudad de Bafios de Agua Santa es

altamente turistica y uno de sus atractivos es el agua termo medicinal.

3.1.7. Caracterizacién de especies identificadas.

La especie predominante en el presente trabajo fue Chryseomona luteola, mientras que Bacillus
coagulans, Brevibacterium epidermidis y linens, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
saccharolyticus, no difieren mayoritariamente en su concentracién, detalladamente se muestra en
la Grafica 9-3.

Bacillus coagulans son saprofitas, habitan en el suelo y el agua, son termofilas, en nuestro estudio
crecieron 8 UFC/mL en muestras provenientes del ojo de agua, su crecimiento fue escaso debido
a que a altas temperaturas estas se encuentran en estado latente, la presencia de estas proporciona
un valor nutraceltico a estas fuentes, debido a que es una bacteria probidtica, la que produce
bacteriocinas que inhiben el crecimiento de otras bacterias similares (H. pylori).

Brevibacterium linens y epidermidis; obtuvimos 15 UFC/mL para B. linens y 10 UFC/mL para B.
epidermidis, estas bacterias nos indicaron contaminacion humana, tanto directamente como
cruzada, ya que estas bacterias habitan tanto en el suelo como en la piel de los humanos. Estas
bacterias no representan riesgo potencial para la salud humana, B. linens es Util en la fermentacion
(costra) de quesos Munster y Limburger, mientras que B. epidermidis contiene tioésteres S-metilo

gue dan olor a la piel.

Escherichia coli; la concentracion de este microorganismo fue 17 UFC/mL, que representa el 7%
de la microbiota de las termas “La Virgen”, la presencia de ella nos indica que existe contaminacion
fecal ya que habita en el intestino de mamiferos, es una bacteria patdgena que causa infecciones
del aparato excretor, vias urinarias, cistitis, uretritis, meningitis, peritonitis, neumonia, entre otras.
Debido a su concentracion representa riesgo para la Salud, en especial en pacientes con

enfermedades crénicas.

Staphylococcus aureus y saccharolyticus; la presencia de estos microorganismos en el agua
fue 30 UFC/mL, las 17 UFC/mL correspondieron a la especie S. saccharolyticus, estos
habitan en las mucosas y piel de los humanos, lo que evidencia una contaminacién humana directa.
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Este tipo de bacterias son altamente patdgenas, S. aureus causa infecciones nosocomiales, mientras
gue S. saccharolyticus pueden causar endocarditis infecciosa, es decir que al entrar en contacto
topico con estas aguas se pueden adquirir graves infecciones.

Chryseomona luteola: el habitad normal de estas bacterias es el agua, el suelo y ambientes
humedos, la concentracion de estas en las aguas del balneario “La Virgen” fue 92 UFC/mL, lo que
nos mostrd que el proceso de desinfeccion y tratamiento de aguas no es el adecuado, representando
asi un peligro para la salud de los bafistas ya que puede causar bacteremia, meningitis,
endocarditis, peritonitis entre otras patologias especialmente en pacientes que hayan tenido

intervenciones quirdrgicas.

3.2.  Pruebas de hipotesis.

Debido a su alto contenido de iones sulfato, dureza, pH neutro y por su alta temperatura, la
microbiota autdctona de las termas “La Virgen” corresponde solo al género Bacillus. En la piscina
del balneario existe contaminacién debido a la situacién geografica, a la cultura de los turistas y a
la falta de limpieza y desinfeccion minuciosas en cada parte de la infraestructura del balneario,
dicha contaminacién se da con  bacterias patdgenas responsables de enfermedades
infectocontagiosas.

3.3. Presentacion de resultados.

3.3.1. Pruebas in situ del balneario de las termas “La Virgen”

Cuadro 21-3. Pruebas in Situ de las termas “La Virgen”.

) Lugar
Parametro

Ojo de Agua Piscina
pH 7.40 7.10
Conductividad | 3999 uS/cm | 3808 uS/cm
Solidos Totales | 2000 ppm 1897 ppm

Temperatura 51.3°C 36.6 °C
Color Amarillenta | Amarillenta
Turbidez Leve Moderada

Fuente: SORIA, Arturo. 2015
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3.3.2.

Recuento de Aerobios Meséfilos (RAM).

Cuadro 22-3. RAM de las termas de “La Virgen”

LUGAR Toma 1 (UFC/mL) | Toma 2 (UFC/mL) | Media (X) | Varianza (S2) | D. Estandar (S)
Ojo de Agua 18,00 14,00 16,00 8,00 2,83
Piscina 25,00 35,00 30,00 50,00 7,07
X TOTAL 21,50 24,50 23,00 4,50 2,12
Fuente: SORIA, Arturo. 2015
Grafica 1-3. RAM de las termas de “La Virgen”
CONTAJE RAM
25
24
23
media
22
muestra 2
21

Fuente: SORIA A. 2015

3.3.3.  Recuento de Coliformes Totales y Fecales*.

muestra 1

Cuadro 23-3. Recuento de coliformes totales y coliformes fecales (*) de las termas de “La Virgen”

LUGAR | Toma 1l (UFC/mL) | Toma2 (UFC/mL) | Media | Varianza (S2) | D. Estandar (S)
Ojo de 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Agua 0,00* 0,00 0,00 0,00 0,00

216,00 220,00 218,00 8,00 2,83

Piscina

32,00* 36,00 34,00 8,00 2,83
X 108,00 110,00 109,00 2,00 1,41
TOTAL 16,00* 18,00 17,00 2,00 1,41

Fuente: SORIA, Arturo. 2015
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Gréfica 2 - 3. Recuento de Coliformes las termas de “La Virgen”

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.

Contaje Coliformes

Grafica 3 - 3. Recuento de Coliformes totales y fecales de las termas de “La Virgen”
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Fuente: SORIA, Arturo. 2015

3.3.4. Recuento de Staphylococcus.

17

16

Cuadro 24-3. Contaje de Staphylococcus en las termas de “La Virgen”

C. fecales

1

media

muestra 2

miuestra 1

Emuestral Mmuestra2 W media

LUGAR | Tomal (UFC/mL) | Toma2 (UFC/mL) | Media | Varianza (S2) | D. Estandar (S)
Ojo de

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Agua
Piscina 79,00 81,00 80,00 2,00 1,41

X

39,5 40,5 40,00 0,50 0,71

TOTAL

Fuente: SORIA, Arturo. 2015

-55-




Cuadro 25-3. Cuantificacion e interpretacion de colonias en Staph Express.

Color de Colonia # UFC/mL # UFC/mL Interpretacion segun
en Petrifilm muestreo 1 muestreo 1 Petrifilm
Negro 12 8 Pueden o no ser S. aureus
Azul- verde 14 20 No son S. aureus
Roja-Violeta 14 12 Son S. aureus

Fuente: SORIA, Arturo. 2015

Grafica 4-3. Recuento de Staphylococcus de las termas de “La Virgen”

40,5

40

395

a9

Contaje de Staphylococcus

1

Emuestral Wmuestra 2

muestra 1

media

muestra 2

media

Fuente: SORIA A. 2015.

3.3.5. Recuento de Mohos y Levaduras.

Cuadro 26-3. Contaje de Levaduras y Mohos* en las termas de “La Virgen”

LUGAR | Toma 1l (UFC/mL) | Toma2 (UFC/mL) | Media | Varianza (S2) | D. Estandar (S)
Ojo de 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Agua 0,00* 0,00 0,00 0,00 0,00

136,00 90,00 113,00 1058,00 32,53

Piscina

22,00* 23,00 22,50 0,50 0,71
X 68,00 45,00 56,50 264,50 16,26
TOTAL 11,00* 11,50 11,25 0,13 0,35

Fuente: SORIA, Arturo. 2015
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Gréfica 5-3. Cuantificacion de Hongos de las termas de “La Virgen”

C. Levaduras

C. Mohos

Contaje Hongos

1

media

muestra 2

muestra 1

Emuestral Wmuestra?  Wmedia

Fuente: SORIA, Arturo. 2015

3.3.6.

115
14
12

108
105

muestral

1

Emuestral Wmuestral Wmedia

muestra2

media

B levaduras W Mohos

Numero de Bacterias Gram Positivas y Gran Negativas Aisladas.

Cuadro 27-3. Contaje de Bacterias Gram Positivas Y Gram Negativas en las termas de “La Virgen”

. Toma 1 Toma 2 . Varianza D. Estandar
Bacteria Media
(UFC/mL) (UFC/mL) (S2) (S
Gram | Bacilos 14,00 32,00 23,00 162,00 12,73
+) Cocos 39,50 40,50 40,00 0,50 0,71
Gram | Bacilos 108,00 110,00 109,00 2,00 1,41
-) Cocos 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Fuente: SORIA, Arturo. 2015

Gréfica 6-3. Cuantificacion de Bacterias Gram Positivas y Gram Negativas en las termas de “La Virgen”

Contaje Bacterias Gram Positivas y Negativas.

Cuantificacion Gram (+) y Gram (-)

Cocos Gram (-}
40 Bacilos Gram (-
20 Cocos Gram (+)
0 Bacilos Gram ()
1 2
B Bacilos Gram (+) W Cocos Gram (+) W Bacilos Gram (-] Cocos Gram (-)

B Gram (+) BGram {-}

Fuente: SORIA, Arturo. 2015
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3.3.7. Bacterias Gram Positivas y sus Caracteristicas Microbioldgicas.

Cuadro 28-3. Caracteristicas microbiol6gicas de las B. Gram Positivas las termas de “La Virgen”

Bacteria | UFC/mL Petrifilm Color | Catalasa | Oxidasa | Almidén | Gelatina
] 8 AC (13) Rosado | Positiva | Positiva | Positiva | Negativa
Bacilos 15 AC (2) Rojo Positiva | Negativa | Positiva | Positiva
10 STX (2) Negro | Positiva | Positiva
Cocos 13 STX (4y24) | Rojas | Positiva | Negativa

17 STX (6y30) | Azul Positiva | Negativa

Fuente: SORIA, Arturo. 2015

Gréfica 7-3. Cuantificacion en base a la Prueba Oxidasa de Bacterias Gram Positivas de las termas “La Virgen™.

Prueba Oxidasa de Bacterias Gram Positivas

30
5
20
15 Cocos
10

i

Bacilos

Postiva Negativa

M Bacilos ® Cocos

Fuente: SORIA, Arturo. 2015

3.3.8. Bacterias Gram Negativas y sus caracteristicas microbiolégicas.

Cuadro 29-3. Caracteristicas microbioldgicas de las B. Gram Negativas de las termas de “La Virgen”

Bacteria | UFC/mL | Petrifilm Color Catalasa | Oxidasa | Fermentacion | Movilidad
83 EC (7) Roja Positiva | Negativa Positiva Positiva

Bacilos 9 EC (22) Roja Positiva | Negativa Positiva Negativa
17 EC (14) | Azul (gas) | Positiva | Negativa Positiva Positiva

Fuente: SORIA, Arturo. 2015
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Cuadro 30-3. Caracteristicas oxido/fermentativas de las B. Gram Negativas

Fermentacion

Interpretacién

Bacteria | UFC/mL | Petrifilm
0] F Oxida/fermenta/inerte | Aerobiasis
83 EC Amarillo | Amarillo Oxida y fermenta A. facultativa
Bacilos 9 EC Amarillo | Amarillo Oxida y fermenta A. facultativa
17 EC Amarillo | Amarillo Oxida y fermenta A. facultativa

Fuente: SORIA, Arturo. 2015

Gréfica 8-3. Cuantificacion de la produccion de Gas de Bacterias Gram Negativas

Fuente: SORIA, Arturo. 2015

Enterobacterias Productoras y no de Gas

Produce Gas
165

Mo Produce Gas
B4%:

Mo Produce Gas

Produce Gas
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3.3.9. Bacterias Identificadas y sus caracteristicas microbiolégicas.

Cuadro 31-3. Clasificacion segln especie de los Bacilos identificados en las termas de “La Virgen” segin MAC FADDIN (2004)

MUESTRA 1: OJO DE AGUA
#de - Prueba Prueba ) ) Nombre de
Petrifilm Color Gram ) Almidoén Gelatina )
UFC/mL Catalasa Oxidasa Bacteria
Bacilo Gram . - . ) ]
8 AC (13) Rosado . Positiva Positiva Positiva Negativa | Bacillus coagulans
Positivo
MUESTRA 2: PISCINA DEL BALNEARIO
) Bacilo Gram . ) . . Brevibacterium
15 AC (2) Rojo . Positiva Negativa Positiva Positiva ]
Positivo linens
# de - ) o Nombre de
Petrifilm Color Gram P. Catalasa P. Oxidasa O/F Movilidad ]
UFC/mL Bacteria
EC (V) .
83 o Positiva
Roja sin ) Chryseomona
Bacilos Gram o o
EC (22) Gas ) - ) Positiva/Positiva ) luteola
9 Negativos Positiva Negativa Negativa
EC (14) | Azul con . ]
17 Positiva E. coli
Gas

Fuente: MAC FADDIN. (2004)

Realizado por: SORIA, Arturo. 2015
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Cuadro 32-3. Pruebas Bioquimicas Confirmatorias para Enterobacterias.

Petrifilm Kliger Citrato | Indol/SIM | Ureasa
EC7 Acido/Acido - + -
EC 22 | Alcalino/Acido - - -
Fuente: MAC FADDIN. (2004).
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015
Cuadro 33-3. Caracteristicas de los Cocos Identificados en las termas de “La Virgen”
MUESTRA 2: PISCINA DEL BALNEARIO
UFC/mL Petrifilm Color Gram Catalasa | Oxidasa Manitol Nombre de Bacteria
10 STX (2) Negro Positiva Crecimiento Brevibacterium epidermidis
13 STX (4y24) | Rojas Violetas | Cocos Gram Negativa | Crecimiento y Fermentacion Staphylococcus aureus
o Positiva
Positivos
17 STX (6y 30) | Verdes Azuladas Negativa No crece Staphylococcus saccharolyticus

Fuente: MAC FADDIN. (2004)
Realizado por: SORIA, Arturo. 2015
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Gréfica 9-3. Cuantificacion de acuerdo a especies identificadas en las termas de “La Virgen”

CUANTIFICACION DE MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS

Staphylococcus

saccharolyticus
S.aureus 7%

6%

M Chryseomonas teola omonas luteola

M Brevibacterium Enens

Brevibacteri dermid Levaduras
M Brevibacterium epidermidis 4%
M E. coli

o Maohos

M Badllus coagulans

W Levaduras
M5 aureus .
Bacillus coagulans
B Staphylocooous seccharolyticus . . .
aphyl W 3% Mohos Brevibacterium linens
5% Brevibacterium 6%
epidermidis

4%

Fuente: SORIA, Arturo. 2015
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CONCLUSIONES

e Se consiguidé muestrear aguas del balneario “La Virgen” tanto del ojo como de la piscina,
garantizando la maxima asepsia para garantizar que el analisis microbioldgico nos refleje la

microbiota presente en este balneario en estudio.

e  Se establecid que estas fuentes hidricas son hipertermales, duras, ligeramente basicas y ricas
en minerales. En la piscina la concentracion de iones y dureza disminuyen directamente
proporcional con el pH. La temperatura y turbidez disminuyen gradualmente en un 40 % en

esta Ultima.

e  Se determind que la poblacion bacteriana heterétrofa aerébica meséfila total es 23 UFC/mL,
correspondiente al 9% de la microbiota del balneario, de las cuales 8 UFC/mL corresponden
a la microbiota autoctona de las vertientes termales y estas corresponden a la especie Bacillus

coagulans y las 15 UFC/mL restante pertenecen a la especie Brevibacterium linens.

e  Se cuantificd y determind que las vertientes termales garantizan la calidad sanitaria, pero no
sucede lo mismo con el agua de la piscina del balneario ya que la presencia de Pseudomonas
es 92 UFC/mL y corresponde a la especie Chryseomonas luteola, 109 UFC/mL de Coliformes
Totales, de las cuales el 14% corresponde a Coliformes Fecales y 13 UFC/mL de
Staphylococcus aureus. Es decir que el 51% de la microbiota total corresponde a estos géneros

patdgenos que hacen que el agua de la piscina no garantice la inocuidad a los bafistas.

e  Seestipuld y conoci6 que la presencia de hongos solamente se da en la piscina y representan
el 29% de la microbiota total. Las levaduras estdn mayoritariamente presentes en relacién a
los mohos, la concentracion de levaduras abarcan el 80% de la concentracion de hongos que

proliferan en la piscina del balneario.

e Se aisld e identificd, bacterias Gram Negativas patdégenas del genero Chryseomonas de la
especie luteola y del genero Escherichia de la especie coli, organismos Gram Positivos
patégenos del genero Staphylococcus de las especies aureus y saccharolyticus, y
microorganismos benéficos del genero Bacillus especie coagulans y del género

Brevibacterium de las especies lines y epidermidis.

e  Se socializd este trabajo investigativo con el Departamento Financiero y Administrativo del

GAD del Cantén Bafios de Agua Santa de la Provincia de Tungurahua logrando asi que esta
-B3 -



entidad que es la encargada de los balnearios busque el tratamiento mas idoneo aplicable para

mejorar la calidad sanitaria de los mismos.
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RECOMENDACIONES

e Es necesario ampliar este estudio realizando control del ambiente In Situ, muestreando en la
piscina al estar recién llenada, cuando esté con la capacidad méaxima de bafiistas inmersos en
ella y también muestreando en diferentes épocas del afio, debido a que hay temporadas donde

predomina el turismo nacional y otras donde es mayoritario el turismo internacional.

e Resulta conveniente realizar un estudio de los parametros fisicoquimicos In Situ cuando la
actividad eruptiva del volcdn Tungurahua se encuentre elevada, para controlar la
concentracién de CO, y demés gases que podrian desprenderse debido al origen magnatico de
estas termas.

e En base a las toxinas que pueden producir los diferentes microorganismos encontrados, en
diferentes épocas del afio y con pruebas de control de ambiente, evaluar el grado de dafio que

puede ocasionar en pacientes con enfermedades cronicas que puede presentar un individuo.

e Implementar normativas para el uso adecuado de la infraestructura del balneario y asegurar su
cumplimiento para disminuir prioritariamente la contaminacion fecal mejorando de esta forma
la calidad e inocuidad de estas termas recreacionales que mayoritariamente tienes usos

hidroterapedticos.
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ANEXOS

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.

ANEXO B: Almacenamiento y Transporte de muestras.

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.

ANEXO C: Pruebas In Situ con ayuda del multiparametro.

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.



ANEXO D: A) Siembra, B) Incubacién y C) Contaje En Petrifilm; c1) Aerobios
Mesdfilos, c2) Staph Express, ¢3) Mohos y Levaduras, c4). Coliformes.

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.



ANEXO E: A) Repiques y B) Siembra en Agar Muller Hilton.

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.

ANEXO F: Tincion Gram; fijacion, coloracién y observacion al microscopio.

Fuente: SORIA Arturo. 2015.

ANEXO G: Tincion Gram; a) bacilos Gram negativos.

b) bacilos Gram positivos y ¢) cocos Gram Positivos

Fuente: SORIA, Arturo 2015.



ANEXO H: Pruebas. a) Catalasa y b) Oxidasa.

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.

ANEXO I: Hidrolisis de Almidon Y Gelatina.
Almidon (+) y Gelatina (-) en AC 13 (Bacillus spp.)
Almidén (+) y Gelatina (+) en AC 2 (Bacillus coagulans.)

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.



ANEXO J: Pruebas. a) Fermentacién y b) Movilidad.

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.

ANEXO K: Siembra en Agar Manitol Salado.

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.

ANEXO L: Siembra en Kliger, Citrato, Sim Y Ureasa.

Fuente: SORIA, Arturo. 2015.



