ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE LAS AGUAS
TERMOMINEROMEDICINALES DEL BALNEARIO “EL
SALADO” DE BANOS DE AGUA SANTA-
TUNGURAHUA”

TRABAJO DE TITULACION

PREVIA LA OBTENCION DEL TiTULO DE
BIOQUIMICA FARMACEUTICA

AUTOR:

SANDRA VANESSA NUNEZ ALMEIDA

RIOBAMBA - ECUADOR
2015



DEDICATORIA

A Dios por brindarme la sabiduria y entendimiento todos los dias de mi vida.

A mi tesorito amado, mi hijo Darrellito Ignacio, que es mi inspiracion, mi motivo de superacién

para ser un ejemplo en su camino.

A mi amado esposo José Flores, que me brinda dia a dia su amor incondicional, comprensién y

apoyo durante todo este tiempo. Le amo con todo mi corazén.

A mis padres Blasco Nufiez y Carmita Almeida por brindarme todo su amor, sacrificio y apoyo

incondicional a lo largo de mi vida.

A mi hermano Blasquito Nufiez, por ser un ejemplo a seguir de lucha y perseverancia por

conseguir todo lo anhelado.

Vanessa.



AGRADECIMIENTO

A Dios por darme la vida y estar junto a mi en todo momento enviandome bendiciones, por no

dejarme caer en los momentos mas dificiles y por permitirme culminar mi carrera profesional.

A mis padres por siempre estar dispuestos a darme su apoyo incondicional y velar cada decision

tomada; este logro se los debo a ustedes papitos queridos.

A mi esposo, José Ignacio Flores por su amor, comprension y alentarme con sabios consejos en

los momentos mas oportunos.

Al excelente grupo de facilitadores, de manera especial a la Dra. Sandra Escobar directora de tesis
y al Dr. Gerardo Medina colaborador de la misma, mi mas sincero agradecimiento por brindarme
su colaboracion, conocimientos y experiencia siendo esencial para la culminacion de esta

investigacion. .

Al Dr. Félix Andueza por dedicar su tiempo, conocimientos, asesoramiento y experiencia en todo

momento, para la ejecucion de esta investigacion.

A las Doctoras Aidita, Paty, Chavelita, demas familiares y a mis amigas en especial a Patty Macas
que de una u otra forman colaboraron para la realizacion de este proyecto.

Vanessa.



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

El Tribunal del Trabajo de Titulacion certifica que: El trabajo de investigacion: “ESTUDIO
MICROBIOLOGICO DE LAS AGUAS TERMOMINEROMEDICINALES DEL
BALNEARIO “EL SALADO” DE BANOS DE AGUA SANTA-TUNGURAHUA”, de
responsabilidad de la egresada Sandra Vanessa Nufiez Almeida, ha sido prolijamente revisado
por los Miembros del Tribunal del Trabajo de Titulacion, quedando autorizada su presentacion.

FIRMA FECHA

Dra. Sandra Escobar
DIRECTORA DEL
TRABAJO DE
TITULACION

Dr. Gerardo Medina
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

NOTA DEL TRABAJO
TITULACION




HOJA DE RESPONSABILIDAD

Yo, Sandra Vanessa Nufiez Almeida, soy responsable de las ideas, doctrinas y resultados
expuestos en este Trabajo de Titulacién; y el patrimonio intelectual del Trabajo de Titulacion,
pertenece a la ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO.

SANDRA VANESSA NUNEZ ALMEIDA



INDICE GENERAL

INDICE DE ABREVIATURAS
INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
INDICE DE GRAFICOS
INDICE DE TABLAS

INDICE DE ANEXOS

INDICE DE FOTOGRAFIAS

CAPITULO |

1

11
111
112
1.1.3
12
121
122
123
1231
1232
1233
1.2.34
1235
1.2.3.6
1.2.3.7
124
1.2.5
13

MARCO TEORICO

TermaliSMO. ...
100111017 o] (0 J PP
L TS (0 -
CUra BalN@aria. ... ...ooeeee e
AQUAS TEIMAIES. ... .ot
Concepto de Aguas Termales .........coovviriiiiiiii e,
UDicacion de 185 TeIMAS. .......ovivieiiie e
Clasificacion de las Aguas Termominerales..............coooviiiiiiiiiiinn..
Clasificacion Geologica-GenétiCa. ...........c.oveviiiiiiiiii i
Clasificacion en relacion a la temperatura................oooiiiiiiiiiii i,
Clasificacion por su composiCion qUIMICa. ...........cooeviiiiniiiiiiiieeeenen.
Clasificacion segun la composicion quimica y las acciones terapéuticas.......
Clasificacion por su salinidad. ..............ooiiiiiiiiiiiii e,
Clasificacion segun latonacidad.................coooiiiiiiiiiii e
Clasificacionenrelacion al pH.............cooiiiiii e,
Vias y Técnicas de Administracion de las Aguas Mineromedicinales............
Beneficios de las Aguas Termo-Mineromedicinales..............................

Microorganismos presentes en las Aguas Termales ..............cccooeeeinnnns

10



131
1.3.2
1321
1322
1.3.2.3
14
141
1.4.2
1421
1422
14.2.3
1424
14.25
14.2.6
1.4.2.7
1428
1429
1.4.2.10
14211
14212
1.4.2.13
143
1.4.4
1.4.5
1451
1452
1453
1454

Microorganismos AULOCION0S. ..........uveririt i,
Microorganismos AlOCtON0S ..........coiuiiir i
ABTODIOS. ...,
COlITOMMES. ..o
LOS NONQOS. ...ttt e,
Métodos de Identificacion de Carga Microbianaen Agua........................
Placas Petrifilm......... ..o
Medios de CUtIVO. .......inie e
Agar Mueller —HINtoN. ...
Agar AIMIAON. ...,
Agar Gelating. ... ...
Agar F(Medio KiNg B) ...o.ovviniii e
Agar Manitol Salado. ...
Agar coneosinay azul de metileno............coooiiii i
AQar MaCCONKEY .. ...viii e e
Agar Salmonella-Shigella. ...
Agar Hugh-Leifson (OF) ... e
Agar de Hierro de KIigler........ooviriiiii e,
Medio SIM. ...
F N0 L =T
Agar Citrato SIMONS. ...t
DesCripCion MAaCrOSCOPICA. .. ....vier it
Tincion Diferencial de Gram...........coovuiiiiiiii e
Pruebas Bioquimicas Individuales para la identificacion de bacterias............
Prueba de catalasa. ...........c.ouiuiuiiiiii i
Prueba de OXidasa. .........c.ouiuiuiiiii i
Prueba de hidrolisis de la gelatina................cooooiiiiiii

Prueba de hidrolisis del almidon..........ooeireeiie e



1455
1.45.6
1.4.7
1.5
16.1
1.6.2

Prueba de oxidacion-fermentacion.................coovviiiiiniiinii
Prueba de movilidad.............ooeii i
AN OgIAMA. ...t
Termales de “E1 Salado”.........c.ovriiiiiiii e
UDICACION. ..o

DESCIIPCION. ...ttt e e

CAPITULO II

2

2.1

2.2
221
2.2.2
2.3

24
241
2411
24.1.2
24.1.3
24.2
2.4.3
2431
24.3.2
2.4.3.3
2434
2435
24.3.6
2.4.3.7

PARTE EXPERIMENTAL . ctitiiiiitieitnieierneeeecrersesesnceesosnsnsasannes
Lugar de INVestigacion............c.oviuiriiiie e
Factores de EStUdIO. ......vvee e
PODIACION. ..o
TOMA 08 MUESTIA. ..ottt
Materiales, EQUIPOS Y REACtIVOS. ... ..o
MELOAOS Y TECNICAS. .. eueeieieet et e e
IMUBSEIBO. .. .ottt et e e
Captacion en el OJO de AQUA. ........uvriniiiie e
Captacion de un Tanque de Almacenamiento (Piscina)......................oe....
Identificacion y Conservacion de las MUestras. ............ccoooeviiiiiinienininnn.
Determinacion del Analisis Fisico-Quimico (Multiparametro de HANNA).....
Método para determinacién de carga bacteriana.........................cooea
Petrifilm siembraen placas.............ooooiiiiii i
Estabilizacion del aislado bacteriano................coooviiiiiiiiiiii,
TINCION GraM. ..ot
Prueba de catalasa para colonias bacterianas aisladas..............................
Pruebas de oxidasa para colonias bacterianas aisladas.............................
Investigacion de Bacilos Gram POSItiVOS. ............ocvviiiiiiiiiiiineane,

Investigacion de Cocos Gram POSItIVOS. .........c.oveviiiiiiiieeeeeeea,



2.4.3.8
2.43.9
2.4.3.10
244
2.4.5

Investigacion de Bacilos Gram Negativos.............ocovvviviniiiiiiiiiiin,
Pruebas BiogUIMICas. ........oiiriiie i e
Identificacion taxondmica de las colonias aisladas.......................ocoeeeeel.
ANLIDIOGramaL. ...

Flujogramas de identificacidn de especiesy géneros.............ccccceveevenenn.n.

CAPITULO Il

3 RESULTADOS Y DISCUSION....cccttvuuuueeeeeeeeeerrnnenneseseeeeeesssennnes
3.1 Propiedades fisico-quimicas del Balneario “El Salado” de Bafos de Agua

SaNta-TUNGUIANUA. ...ttt e
3.2 Aerobios Mesofilos Totales. ..o
3.3 Escherichia coli y Coliformes Totales............cooeiiiiiiiiiiiiieen,
3.4 Staph Express (StaphyloCOCCUS @QUIEUS)..........oviveiriiieii e
35 MONOS Y LEVAAUIAS . ..vvntieiitie e e e
3.6 Bacterias Gram Positivas y Gram Negativas del Balneario “El Salado” ........
3.7 Identificacion de bacterias meséfilas bacilos Gram negativos....................
3.8 Identificacion de bacterias mesofilas bacilos Gram positivos.....................
3.9 Identificacion de bacterias mesoéfilas cocos Gram positivos......................
3.10 Cepas aisladas en el Balneario “El Salado” de Bafios de Agua Santa-

TUNQURANUA. . ... e
3.11 Antibiogramas de bacilos Gram negativos. .............ccoooeviiiiiiiiiiiiiin.
3.12 Antibiogramas de bacilos Gram negativos Pseudomonas aeruginosa.........
3.13 Antibiograma de bacilos Gram positivos.............cccooiiiiiiiii
3.14 Antibiograma de cocos Gram PoSItiVOS. .........c.oviviiiiiiii e
3.15 Antibiograma de cocos Gram positivos (Staphylococcus aureus) ...............
CONCLUSIONES. ... e e
RECOMENDACIONES. .. ... e
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

53
53

54
57
61
65
68
72
75
77
79



%
m.s.n.m.
°C

mg/I

et al

mL

mm
meqg/L
UFC/mL
AOAC
AFNOR
NCIMS
g/L
mmol/L
O/F
UTM
puS/cm

p.S.i

Hg
ul/mL

ppm

INDICE DE ABREVIATURAS

Porcentaje

Metros sobre el nivel del mar

Grados Celsius

Miligramos por mitro

y colaboradores

Mililitro

Milimetro

Miliequivalentes por litro

Unidades formadoras de colonias por mililitro
ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS
ASOCIACION FRANCESA DE NORMALIZACION
U.S. GRADE A PASTEURIZED MILK ORDINANCE
Gramos por litro

Mili mol por litro

Oxidacion-Fermentacion de la glucosa

Universal Transversa Mercator

Microsiemens por centimetro

pounds-force per square inch

Microgramos

Unidad internacional por mililitro

Partes por millon



Cuadro 1-1
Cuadro 2-1

Cuadro 3-1
Cuadro 1-2
Cuadro 2-2
Cuadro 3-2
Cuadro 4-2

INDICE DE CUADROS

Clasificacion segin la compoSiCION qUIMICA. .. .vvvererereteeteneieeteraeeneennnn 6
Propiedades terapéuticas de diferentes tipos de Aguas segun la

COMMPOSICION. L.t tttnteteetenteteren et etentensentenreteeeneenssrrensseessesssesssessaessaessnensans |
Grupos de Aguas Y SUS CaracteriStiCas. ........ouererirererinrineereiieieereeeeeeeveeseens [
Materiales de Laboratorio. ... ........oueuininiiiet ettt e e e aeaas 26
EQUIPOS. .. e e 20
RACHIVOS. ..ottt et e e e reesre e ereeerneeneen 2 ]

MEAIOS AE CUILIVO. .ttt e e e e e e e e e e e eae 27



Figura 1-1
Figura 2-1

Figura 3-1
Figura 1-2
Figura 2-2
Figura 3-2
Figura 3-2
Figura 3-2
Figura 5-2
Figura 6-2
Figura 7-2
Figura 8-2
Figura 9-2
Figura 10-2
Figura 11-2
Figura 12-2

INDICE DE FIGURA

Clasificacion segln SOUINE. .........ooviiitintintiniierre e s e e O

Mapa de ubicacion del Balneario “El Salado” (Bafios de Agua Santa -

TUNGUIANUA). ...t e 22
Balneario “El Salado” en el canton Bafios de Agua Santa-Tungurahua.............. 23
Siembra en Placas 3M™ Petrifilm™., ... ...t 30
Identificacion general de bacterias aisladas en el ojo de agua.......................... 40
Identificacion de bacterias aisladas en la Piscina. (A)...........cooviviiiiiiiiinn.. 41
Identificacion de bacterias aisladas en la Piscina. (B)................cocooiiiiiina, 42

Identificacion de bacterias aisladas en la Piscina. (C)...........ccccevevvevevvenennennn 44
Identificacion de StaphyloCoCCUS SPP......c.ovvvviiiriiiiiiieiieei i 4B

Identificacion de StaphyloCOCCUS QUIEUS. ..........c.oivviriiiiiiiiie e 46

Identificacion de Citrobacter freundii...............coooiiiiiiiiii e 47
Identificacion de Enterobacter gergovia...........coooooiiiiiiiiiii i 48
Identificacion de Budvicia aquatiCa..............cceeiii i, 49
Identificacion de Cedecea daviSae.............oevviviniriiininii e 50

Identificacion de Pseudomonas aeruginOSa. ..............c.evvnenviieieeeeceeeeeeiesesennens 01

Identificacion de Edwardsiella ictaluri......cccccovvvceeeenieee e D2



Grafico 1-3
Grafico 2-3
Gréfico 3-3
Gréfico 4-3
Gréfico 5-3

INDICE DE GRAFICOS

Recuento de Aerobios Mesofilos Totales del Balneario “El Salado™..................

Recuento de Escherichia coli y Coliformes Totales del Balneario “El Salado”....58

Recuento de Staphylococcus del Balneario “El Salado™.....................oceneni 62

Recuento de Mohos y Levaduras del Balneario “El Salado™.............................66

Bacterias Gram Positivas, Gram Negativas Y sus tipos morfoldgicos................



Tabla 1-1
Tabla 2-1
Tabla 3-1
Tabla 4-1
Tabla 5-1
Tabla 6-1
Tabla 1-3
Tabla 2-3

Tabla 3-3
Tabla 4-3
Tabla 5-3
Tabla 6-3
Tabla 7-3

Tabla 8-3

Tabla 9-3
Tabla 10-3

Tabla 11-3
Tabla 12-3
Tabla 13-3
Tabla 14-3
Tabla 15-3
Tabla 16-3

INDICE DE TABLAS

Clasificacion segun 1a teMPETatUra. . .......ccveereereerieereeseeriesieeseeesresseeseessnesseessaessaessesses 5

Clasificacion segin la salinidad.............coooviiiiiiiiiiii 2O
Clasificacion segliin Karakolev............ooiiiiiiiiiiiiiiiiiii i O
Clasificacion segun Armijo-Valenzuela y San Martin.............ccccveeveneieeeeesienennnn.8
Clasificacion seglin la Norma Cubana................cooevviviiiiiie e iiiieeeceeeeeeeeeeeeeennnn9
Balance i6nico de aguas termales del Balneario " El Salado".............ccccoeiiiiieinnn. 24
Constantes fiSICO QUIMICAS. . ....cevierierieitieiiere ettt see e 53

Recuento de Aerobios Meséfilos Totales (ufe/ml).................ooiiiiiiiiiiieien .54

Recuento de Escherichia coli y Coliformes Totales (ufc/ml)..............cooiinnnnnenn, 57
Recuento de bacterias del genero Staphylococcus (ufe/ml)............ocooeviiiiinnn.. 61
Recuento de mohos y levaduras (ufc/ml)...........oooiiiiiiii 65
Resultados de la Tincion Gram de Cepas aisladas............ccoovviiiiiiiiiiiiiinniin, 68

Caracteristicas culturales, fisioldgicas y bioquimicas de las colonias aisladas (bacilos
GTaIM NEZATIVOS) . 1ttt ett ettt et et ete et et et e et et ete et e ete et et eneene et eneaneaneaneanenans 72
Caracteristicas culturales, fisiolégicas y bioquimicas de las colonias aisladas bacilos
TN POSIEIVOS. 11 ettt tttet et et et et et et e et e et e et e et et e e et et teetesasereerearearanees 75
Resultados de Cepas aisladas Cocos Gram poSitivos..........covveieerineiniereninneninn.n 77

Géneros y especies de Cepas aisladas en el Ojo de agua y en la

PSS CINA. .. 79

Antibiograma de varias especies de Enterobacteriaceae. ..............ccecceviieniiinnn... 81
Antibiograma de especies de Pseudomonas aeruginosa...............coeeeevinieneenannn.. 83
Antibiograma de algunas especies de Bacillus Spp. ........c.ccooviviiiiiiiiiiiii, 85
Antibiograma de especies de StaphyloCOCCUS SPP. ...uvevinriniriniiiie e, 86
Antibiograma de especies de StaphyloCOCCUS QUIEUS.............oveviviiiieiniiineinanen, 86

Resultados de la prueba de deteccion de fenotipos de resistencia en bacterias aisladas
en el Balneario “El Salado™. ...t e 87



ANEXO A
ANEXO B
ANEXO C
ANEXO D
ANEXO E
ANEXO F

ANEXO G

ANEXO H
ANEXO |

ANEXO J

ANEXO K
ANEXO L
ANEXO M
ANEXO N
ANEXO O
ANEXO P
ANEXO Q
ANEXO R
ANEXO S

ANEXO T

INDICE DE ANEXOS

Anélisis Fisico-Quimico del Agua del Balneario “El Salado”

Toma de Muestra para examen microbioldgico

Determinacion de parametros con Multiparametro de HANNA

Preparacion de medio de cultivo Mueller-Hinton y esterilizacion de materiales
Siembra en Placa Petrifilm de muestra de Ojo de Agua y Piscina

Resultado del Recuento de Bacterias del Ojo de Agua después de 48 horas de
incubacion a 37 °C

Resultado del Recuento de Bacterias de la Piscina después de 48 horas de incubacion a
37°C

Colonias escogidas para Repiques del Ojo de Agua y de la Piscina

Resultado de Repiques del Ojo de Agua

Resultado de Repiques de la Piscina Muestra 1

Resultado de Repiques de la Piscina Muestra 2

Estrias de colonias del Ojo de Aguay Piscina

Clones Puros

Tincion Gram de Clones Puros del Ojo de Agua y de Piscina

Prueba de Catalasa y Oxidasa a Clones Puros.

Investigacion de Bacilos Gram Positivos

Investigacion de Cocos Gram Positivos

Investigacion de Bacilos Gram Negativos

Pruebas Bioquimicas de Bacilos Gram Negativos

Antibiogramas de algunas cepas aisladas



Fotografia 1

Fotografia 2

Fotografia 3

Fotografia 4

Fotografia 5

Fotografia 6

Fotografia 7

Fotografia 8

Fotografia 9

Fotografia 10
Fotografia 11
Fotografia 12
Fotografia 13
Fotografia 14
Fotografia 15
Fotografia 16
Fotografia 17
Fotografia 18
Fotografia 19
Fotografia 20
Fotografia 21
Fotografia 22
Fotografia 23
Fotografia 24
Fotografia 25
Fotografia 26
Fotografia 27
Fotografia 28
Fotografia 29
Fotografia 30

INDICE DE FOTOGRAFIAS

Informacion del Analisis Fisico-Quimico del agua termal.
Muestra del Ojo de Agua

Muestra del piscina termal

Determinacién de pardmetros fisicos y quimicos en el ojo de agua
Determinacion de pardmetros fisicos y quimicos en la piscina
Limpieza de Camara de Flujo

Mueller-Hinton Agar

Esterilizacion de Puntas azules, puntas amarillas, palillos.
Siembra en Petrifilm para conteo de E.coli/Coliformes

Siembra en Petrifilm para conteo de Staph Express

Siembra en Petrifilm para conteo de Aerobios Totales

Siembra en Petrifilm para conteo de Mohos y Levaduras

Placas Petrifilm sembradas y lista para ser incubadas a 37 °C
Placas de recuento de Aerobios Totales, Muestra 1 y Muestra 2
Placas de recuento de E.coli/Coliformes, Muestra 1 y Muestra 2
Placas de recuento de Staph Express, Muestra 1 y Muestra 2
Placas de recuento de Mohos y Levaduras, Muestra 1 y Muestra 2
Placas de recuento de Aerobios Totales, Muestra 1 y Muestra 2
Placas de recuento de E.coli/Coliformes, Muestra 1 y Muestra 2
Placas de recuento de Staph Express, Muestra 1 y Muestra 2
Placas de Staph Expres con Disco para STX en Muestra 2

Placas de recuento de Mohos y Levaduras, Muestra 1 y Muestra 2
Placas de Staph Express y Aerobios Totales escogidas para Repiques
Placas de E.coli y Aerobios Totales escogidas para Repiques
REPIQUE 1

REPIQUE 2

REPIQUE 3

REPIQUE 4

REPIQUE 1

REPIQUE 2



Fotografia 31
Fotografia 32
Fotografia 33
Fotografia 34
Fotografia 35
Fotografia 36
Fotografia 37
Fotografia 38
Fotografia 39
Fotografia 40
Fotografia 41
Fotografia 42
Fotografia 43
Fotografia 44
Fotografia 45
Fotografia 46
Fotografia 47
Fotografia 48
Fotografia 49
Fotografia 50
Fotografia 51
Fotografia 52
Fotografia 53
Fotografia 54
Fotografia 55
Fotografia 56
Fotografia 57
Fotografia 58
Fotografia 59
Fotografia 60
Fotografia 61
Fotografia 62
Fotografia 63
Fotografia 64

REPIQUE 3

REPIQUE 4

REPIQUE 1

REPIQUE 2

REPIQUE 3

REPIQUE 4-Reduccion de colonias parecidas, colonias
REPIQUE 5-Colonias 1-13 (Parte superior)

Estrias de colonias de Ojo de Agua 5-30

Estrias de colonias de la Piscina Muestra 1 (1-13)

Estrias de colonias de la Piscina Muestra 1 (15-29)

Estrias de colonias de la Piscina Muestra 2 (16-26)

Estrias de colonias de Muestra 2 (Pseudomonas)

Clones Puros de Ojo de Agua

Clones Puros de la Piscina, Muestra 1 y Muestra 2

Clones puros de Pseudomonas

Placas para Tincion Gram del Ojo de Agua y de la Piscina
Bacilos Gram positivos del Ojo de Agua

Cocos Gram positivos del Ojo de Agua

Bacilos Gram negativos de la Piscina, Muestra 1

Cocos Gram positivos de la Piscina, Muestra 1

Bacilos Gram negativos de la Piscina, Muestra 2

Cocos Gram positivos de la Piscina, Muestra 2

Prueba de Catalasa y Oxidasa

Prueba positiva para Almidén y Gelatina (formacién de halo)
Fermentacion de Staphylococus aureus en Agar Manitol Salado
Crecimiento de Staphylococus spp en Agar Manitol Salado
Crecimiento de colonias en Agar Eosina Azul de Metileno
Crecimiento de colonias en Agar MacConkey

Resultados en Agar OF

Resultados de Agar Movilidad

Crecimiento de colonias en Agar Salmonella-Shigella

Crecimiento de Pseudomonas aeruginosas en Agar F (medio King B)

Citrobacter freundii

Enterobacter gergoviae



Fotografia 65
Fotografia 66
Fotografia 67
Fotografia 68
Fotografia 69
Fotografia70
Fotografia 71
Fotografia 72
Fotografia 73
Fotografia 74
Fotografia 75
Fotografia 76
Fotografia 77
Fotografia 78

Budvicia aquatica

Cedecea davisae

Shewanella putrefaciens

Edwardsiella ictaluri

Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter gergoviae

Staphylococcus spp

Staphylococcus aureus

Bacillus spp

Citrobacter freundii

Fenotipos de resistencia de Pseudomonas aeruginosa
Fenotipos de resistencia de Citrobacter freundii
Fenotipos de resistencia de Budvicia aquatica

Fenotipos de resistencia de Shewanella putrefaciens



RESUMEN

Se realiz6 el estudio microbiolégico de las aguas termomineromedicinales del Balneario “El Salado” de
Bafios de Agua Santa-Tungurahua, La investigacion se efectud en el Laboratorio de Analisis Bioguimico
y Bacterioldgico de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Con la
finalidad de cuantificar y caracterizar bacterias aerobias meséfilas, indicadores fecales, bacterias

patdgenas, mohos, y levaduras, que representen un riesgo para la salud humana.

El método usado para el conteo de microorganismos fue en placas 3M™ Petrifilm™ por siembra directa
de 1 mL de agua termal del ojo de agua y de la piscina, recomendado por la AOAC INTERNACIONAL
(2003). Para el aislamiento se realizd repiques en Agar Mueller-Hinton. También se realizé tincion
Gram a cada colonia para verificar si son Gram positivos 0 Gram negativos, de acuerdo a MacFaddin
(2003). Por otro lado se realiz6 pruebas bioguimicas, fisioldgicas, de cultivo y pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana a las cepas aisladas, empleando el método de Kirby Bauer de difusion en agar.

Se aislaron 26 cepas bacterianas, donde el 58% corresponden a bacterias Gram negativas y el 42% a
bacterias Gram positivas, predominando los bacilos Gram negativos. Las cepas aisladas e identificadas
en el ojo de agua fueron Bacillus spp y Staphylococcus spp, de igual manera en la piscina se aislaron e
identificaron especies como Escherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter gergoviae. Budvicia
aquatica, Cedecea davisae, Shewanella putrefaciens, Edwardsiella ictaluri., Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus spp y Staphylococcus aureus.

Por lo tanto las aguas termales del Balneario El Salado presenta una gran diversidad microbiana,
constituyendo un riesgo para la salud de los bafistas.

Se recomienda al GAD de Bafios realizar estudios de toxicidad de estas aguas termales, mediante

vinculacion de estudiantes de la Carrera de Bioquimica y Farmacia.

PALABRAS CLAVE: <BALNEARIO EL SALADO> <AGUAS SULFURADAS MAGNESICAS>
<AGUAS HIPERTERMALES> <MICROBIOTA AUTOCTONA> <MICROORGANISMOS
MESOFILOS> <COLONIAS PURAS> <ANTIBIOGRAMA> <BACTERIAS PATOGENAS>

< PLACAS PETRIFILM>



ABSTRACT

It was conducted Microbiological study of thermo mineral medicinal waters of Spa “El Salado” of Bafios
de Agua Santa-Tungurahua. The research was made at the Laboratory of Biochemical and bacteriological
analysis of Sciences Faculty of Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. In order to quantify and
characterize mesophylic aerobic bacteria, fecal indicators, pathogenic bacteria, moulds and yeasts, which

represent a risk to human health.

The method used for counting microorganisms was on 3M™ Petrifilm™ plates by direct seeding, 1 mL
of thermal water of the water hole and swimming pool, recommended by the AOAC
INTERNATIOLNAL (2003). For isolation chimes was made in Agar Mueller —Hinton.

Gram stain was also carried out each colony to verify if they are Gram positive or Gram negative,
according to MacFaddin (2003). Furthermore, it was performed biochemical test physiological of crops

and antimicrobial susceptibility testing to isolated strains using the method of Kirby Bauer agar diffusion.

They were isolated 26 bacterial strains, where 58% were Gram negative bacteria and 42% Gram positive
bacteria, Gram negative bacilli predominate. Stains isolated and identified in the waterhole were Bacillus
spp and Staphylocccus spp. Similarly in the pool were isolated and identified species as Escherichia coli,
Citrobacter freundii, Enterobacter gergoviae. Budvicia aquatica, Cedecea davisae, Shewanella
putrefaciens, Edwardsiella ictaluri, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp y Staphylococcus

aureus.

Therefore the hot springs of Spa “El Salado” has a great microbial diversity, constituting a risk to bathers'
health. It is recommended to GAD Bafios make toxicity studies of these thermal waters through linking

students of the School of Biochemistry and Pharmacy.

KEYWORDS: <SPA EL SALADO> <SULPHURED MAGNESIUM WATERS>
<HYPERTHERMAL WATERS> <AUTOCHTHONOUS MICROBIOTA> <MESOPHILIC
MICROORGANISMS> < PURE COLONY> <ANTIBIOGRAM> < PATHOGENIC BACTERIA>

< PETRIFILM PLATES>



INTRODUCCION

Ecuador esta ubicado en el Circulo de Fuego del Pacifico, est4 atravesado por varias cadenas montafiosas
en las que se destacan al menos una decena de volcanes, unos cuantos de ellos activos y a poca distancia
unos de otros, relacionadas a sistemas de fallas y fisuras, haciendo que las aguas fluyan desde el interior
hacia la superficie en forma de manantiales, con temperaturas elevadas y alto grado de mineralizacion,
por esta razOn nuestro pais es privilegiado por la riqueza en termas de toda clase, especialmente en las

regiones andina e interandina. (WOLF, 2013).

En el Ecuador a las fuentes termo-mineromedicinales se las adjudican, desde tiempos antiguos
propiedades curativas, relajantes segin el misticismo y la leyenda. Hoy en dia son lugares turisticos,
recreativos y balneoldgicos, su uso como medicamento es casi nulo, excluyendo valiosos remedios que
ofrecen ciertas aguas minerales para tratamientos de algunas enfermedades. Los médicos, no las conocen,
dejan su aplicacion a personas creyentes de los beneficios curativos de estas aguas por efecto magico y
religioso. (DE LA ROSA, MC. y MOSSO, MA., 2004)

Ecuador, no cuenta con estudios microbiol6gicos de ecosistemas acuaticos en especial de aguas termales,
Unicamente el INAMHI mediante el Grupo de Estudio Hidrogeoldgicos presentd un inventario y
monitoreo de fuentes termo minerales del Ecuador, enfocandose en las caracteristicas fisico-quimicas y

composicién ionica. (INAMHI,, 2013)

Al Balneario “El Salado” desde tiempos remotos los turistas acuden para realizase tratamientos
terapéuticos en estas termas, beneficiandose aproximadamente 15000 personas de la zona 3 conformada
por: Cotopaxi, Chimborazo, Pastaza, Tungurahua, a mas de visitantes nacionales y extranjeros que
afluyen y radican esporadicamente en este cantdn por el turismo y sanacion que brinda esta terma.
(VIAJANDOX.COM., 2014)

A este balneario acuden por semana aproximadamente 900 bafiistas y en feriados este nUmero aumenta
de 2000 a 3000 visitantes, con este numero significativo de personas que se benefician de estas aguas
fue relevante realizar esta investigacion para ofrecer informacion fehaciente y objetiva de la calidad de
agua que esta disponible para todos los usuarios, al conocer parametros microbioldgicos que se
mantengan en los rangos establecidos en normas internacionales, logrando minimizar efectos adversos
sobre la salud y el medio ambiente pudiendo asi garantizar los derechos de la naturaleza y promover la
sostenibilidad ambiental territorial y global como lo describe el objetivo 3 del Plan Nacional del Buen
Vivir. (ALVAREZ, M., et al. 1995)



Al no existir estudios microbioldgicos previos de aguas termales en Ecuador, esta fue una investigacion
pionera para resaltar recursos hidricos y microbiol6gicos presentes en esta fuente que hasta hoy en

nuestro pais no son investigados.

El estudio del control de calidad de las aguas termales en el Balneario “El Salado”, se bas6é en parametros
higiénico-sanitarios, mediante identificaciones de contaminaciones originadas por microorganismos para
impedir o reducir contagios en los usuarios. Los microorganismos son indicadores de la calidad sanitaria
del agua, por lo tanto, cada balneario posee una calidad Unica, presentando sus propiedades y por ende
sus aplicaciones, para aumentar el bienestar y mejorar la calidad de vida de la poblacion.

Es por ello que esta investigacion se establecid6 como objetivo principal la caracterizacién de la
microbiota nativa presente en las aguas termominerales del Balneario “El Salado” ubicado en el Canton

Bafios de Agua Santa, perteneciente a la provincia de Tungurahua.

En esta investigacion de igual forma se cuantificaron bacterias heterétrofas aerobias mesofilas,
Staphylococcus aureus, coliformes totales, coliformes fecales, mohos y levaduras mediante el método
de Placas 3M™ Petrifilm™, sembrando las bacterias en varios agares selectivos y diferenciales para la
obtencion de cultivos puros. A las colonias aisladas se les realizaron pruebas fisioldgicas, bioguimicas
para determinar la identificacion de las principales especies bacterianas presentes. (MACFADDIN, J.
2003).

Como un aporte a lo cientifico se realizé pruebas de resistencia y sensibilidad de varias cepas bacterianas
aisladas e identificadas de acuerdo a la metodologia de Kirby Bauer de difusion en disco. De modo que

se podra determinar fenotipos de resistencia a diferentes antimicrobianos. (ALVAREZ et al, 1990)



CAPITULO |

MARCO TEORICO

Termalismo

1.1.1 Conceptos

Agua natural: agua que se capta por perforacion de pozo, es un sistema complejo,
heterogéneo, formado por una fase acuosa, gaseosa y una o mas fases sélidas. (FAGUNDO,
J. y GONZALEZ, P. 2007).

Agua mineral natural: agua obtenida de fuentes naturales o perforaciones de aguas
subterraneas, que se caracteriza por la presencia y proporcion de sales minerales y trazas de
otros constituyentes necesarios para el metabolismo humano y poseen pureza microbioldgica
original. (FAGUNDO, J. y GONZALEZ, P. 2007).

Agua mineral: agua que se origina en acuiferos subterraneos, que difiere de las demas por
presenta un grado de mineralizacion y son estables en temperatura, caudal, composicion
quimica y microflora saprofitica. (FAGUNDO, J. y GONZALEZ, P. 2007).

Agua mineral termal: agua mineral, donde la temperatura debe ser superior al menos en
4°C, tomado en cuenta la media anual ambiental del lugar que emerge. (FAGUNDO, J. y
GONZALEZ, P. 2007).

Agua mineromedicinal: agua que por su constitucion de caracteristicas especiales poseen
fines terapéuticos y son de uso publico. (HERNANDEZ, A., et al. 2006).



- Agua de manantial: agua que emerge espontaneamente a la superficie de la Tierra, para ser
explotadas, no posee las propiedades del agua mineral. (FAGUNDO, J. y GONZALEZ, P.
2007).

- Balneario: lugares ideales para iniciar medidas y consejos de prevencion, tratamiento y
rehabilitacion para un mejor estado de salud, y por ende una mejor calidad de vida.
(HERNANDEZ, A., et al. 2006).

- Cura balnearia: es el uso de las aguas mineromedicinales, en el sitio de emergencia, el
balneario, siendo este el agente medicamentoso, que esta compuesto de factores, tales como:
climaticos, higiénico-dietéticos, psiquicos, ejercicio fisico y reposo con el fin de prevenir,
tratar, recuperar de modo funcional y/o rehabilitar. (HERNANDEZ, A., et al. 2006).

- Hidrologia Médica: es una rama de la Terapéutica, que estudia las caracteristicas
fundamentales de las aguas mineromedicinales con funcion terapéutica. (HERNANDEZ, A.,
et al. 2006).

1.1.2 Historia

La historia del agua con accion terapéutica hace enaltecer a las antiguas tribus que anidaban en
las cavernas, sin ningln conocimiento, solo se basaban en la capacidad de observacion que tiene
el hombre, de modo que con el paso de los afios lograron iniciar una técnica terapéutica que se
mantiene hasta la actualidad. (GARCIA, A. 2006).

El hombre categorizaba al agua como un elemento sagrado, debido a que observaba que animales

heridos al acercarse a manantiales de agua caliente, mejoraban su salud. (GARCIA, A. 2006).

En la época Griega, los balnearios eran lugares de peregrinacion de enfermos, que recibian
tratamientos por sacerdotes mediante la hidroterapia y la fe, la hidroterapia era un método
terapéutico de primer orden, donde el agua caliente la usaban para debilitar la musculatura, aliviar
dolores y curar heridas, pero un mal uso podria ser dafiino para la salud del enfermo. (DIEZ, F.
1985).

En la época Romana las termas eran publicas, estaban presentes en todas las ciudades y buscan
en las aguas el equilibrio del cuerpo que esta alterado por las enfermedades siendo los méas
habituales dolores reuméticos. (DIEZ, F. 1985).



En la edad Media la hidroterapia se despliega en forma de bafios, bebidas y aplicacién directa en
guemaduras, sucede un retroceso, donde los conocimientos aprendidos se engloban en
monasterios y se deja de lado. (DIEZ, F. 1985).

En el siglo XV e inicios del siglo XV gracias al invento de la imprenta Juan Miguel Sanonarola
publica el primer tratado de termalismo y balneoterapia denominado De Balneis et Thermics y
Andrea Bacius publico el libro De Termis el mismo que contiene caracteristicas y efectos de las
aguas medicinales. (DE LA ROSA, MC. y MOSSO, MC. 2004).

Luego en los siglos XVII y XVIII se da un gran impulso a la hidroterapia gracias a la accion
destacada de los médicos Ovelgun y Hoffmann, ademas la hidroterapia no era un método
preventivo sino un tratamiento terapéutico de varias enfermedades. (FAGUNDO, J. y
GONZALEZ, P. 2007).

En el siglo X1X se da un retroceso debido a que los médicos buscan otras alternativas para curar
las patologias, pero Priessnitz usé la este tratamiento para curarse y curar a los enfermos. Kneipp
también aporto a la hidroterapia mediante la creacién de una técnica fundada con agua fria y
chorros totales o parciales que eliminaban sustancias nocivas o patégenas. (FAGUNDO, J. y
GONZALEZ, P. 2007).

En el siglo XXI la Hidrologia Médica tiene su magnificencia donde se relacion aspectos sociales
y cientificos, mediante la adicion de estudios de la composicion de las aguas minerales, sus
acciones sobre 6rganos y funciones en cuerpos sanos y enfermos. . (HERNANDEZ, A, et al.
2006).

La terapia balnearia sigue siendo un proceder terapéutico y factor coadyuvante en el tratamiento
de distintos procesos anémalos, y de importancia trascendente en la Prevencién, Tratamiento y
Rehabilitacion de cuadros patolégicos que puede proveer la recuperacion en muchos enfermos.
(HERNANDEZ, A, et al. 2006).

1.1.3 Cura Balnearia

La Cura Balnearia bien implantada y controlada ocasiona una respuesta favorable a la mayoria de
alteraciones, primordialmente del aparato locomotor, digestivo, respiratorio, circulatorio,
ghjafecciones dérmicas, etc., alteraciones en las que interceden con frecuencia factores

psicosomaticos y/o neurovegetativos y que se empeoran con el estrés de la vida moderna.



Por lo que es una terapia especifica, irreemplazable, que manipula agentes naturales: agua, barros,
arcillas, entre otros. Esta terapia es poco ofensiva, bien tolerada, que rara vez provoca efectos
secundarios 0 anormales y que demanda gran parte de la poblacion. . (HERNANDEZ, A, et al.
2006).

La préctica de la Cura Balnearia supone siempre un cambio de ambiente, cambio del lugar y de
las actividades habituales del sujeto, situdndole en una atmosfera distinta pero facilmente
aceptada, ya que, de ordinario, ha sido escogida voluntariamente por él mismo y, por tanto, se
somete con gusto al tratamiento balneario, en centros disefiados para la puesta en marcha de
medidas y consejos de prevencidn sanitaria para mejorar el estado de salud y mejor calidad de
vida. (HERNANDEZ, A., et al. 2006).

Seglin GARCIA, Angela (2006), manifiesta que las aguas mineromedicinales son componentes

esenciales para desarrollar una cura balneariay den ser:

©)

Soluciones naturales.

©)

Dificultosas para reproducir artificialmente.

©)

Dotadas de propiedades esenciales

©)

Inmutables en su composicion.

©)

Utiles en procesos terapéuticos

©)

Declaradas de uso publico.

1.2 Aguas Termales

1.2.1 Concepto de Aguas Termales

Las aguas termales son aguas minerales que se forman en el seno de capas subterraneas de la
Tierra que se hallan a altas temperaturas, que emergen espontaneamente o mediante captado, con

una temperatura mayor a 5°C sobre la temperatura media anual del ambiente. (INAMH, 2013).

1.2.2 Ubicacion de las Termas

El lugar de surgencia de las aguas termales es de gran importancia, debido a que existe una
relacion entre ciertas caracteristicas y propiedades, entre ellos los aspectos geoldgicos de la zona,
con aspectos geograficos, donde el &mbito climatico y la accesibilidad seradn elementos que
anticiparan el asentamiento de un balneario, para ejecutar actividades termales. (PEREX, M.
1997)



1.2.3 Clasificacion de las Aguas Termominerales

Segun el INAMHI 2013, las aguas termales y minerales pueden ser clasificadas desde varios
puntos:

1.2.3.1 Clasificacion Geol6gica-Genética

White, manifiesta que las aguas subterraneas, por el aspecto geologico-genético se clasifican en:

o Agua Meteorica: agua subterranea gque en la actualidad forma parte del ciclo hidrolégico.
e Agua Congénita: no esta en contacto con la atmésfera, mediante largos periodos de tiempo.
o Agua Metamodrfica: agua que esté en contacto con rocas durante su metamorfismo.

e Agua Magmatica: agua que se origind y se encuentra en el interior de los magmas de poca
profundidad.

e Agua Plutdnica: agua que se origind y se encuentra en el interior de los magmas de gran
profundidad, probablemente a varios kilometros. (INAMHI. 2013)

1.2.3.2 Clasificacion en relacién a la temperatura

La temperatura de estas aguas subterraneas depende de las condiciones climaticas y geotérmicas
de la region donde estas se forman. Para esta clasificacion se usan los prefijos hipo, orto, meso,
eso e hiper, seguin Schoeller (1962), se debe hacer referencia los grados de temperatura del agua
con la temperatura media anual del aire (Tma) o temperatura del suelo (Ts) y de ello se obtiene la
siguiente clasificacion: (INAMHI. 2013).

Tabla 1-1. Clasificacion segun la temperatura

Frias Menos de 20 °C
Hipotermales Entre 20y 30 °C
Termales Entre 30 y 40 °C
Hipertermales Mas de 40°C

Fuente. (INAMHI, 2013
Realizado por: NUNEZ, S. 2015.



1.2.3.3 Clasificacion por su composicion quimica

Segun Kurlov, toma en cuenta los aniones y cationes presentes en el agua, con una presencia
superior al 20% meg/L. (INAMH]I, 2013)

Cuadro 1-1: Clasificacion segun la composicion quimica

CON RELACION A LOS ANIONES: | CON RELACION A LOS CATIONES:

a) Bicarbonatadas Célcicas
b) Sulfatadas Magnésicas
c) Cloruradas Sédicas

d) Bicarbonatadas sulfatadas Calcicas magnésicas

e) Bicarbonatadas cloruradas Célcicas sddicas

o 9 B W M=

f) Sulfatadas cloruradas Magnésicas sodicas

g) Sulfatadas cloruradas o o o
) 7. Calcicas magnésicas sodicas
bicarbonatadas

Fuente. INAMHI, 2913
Realizado por: NUNEZ, S. 2015.

Segun V. A. Souline (1946), las aguas termominerales de acuerdo a la relacién entre la
concentracion de iones Na*, Cl, SO4, Mg**, expresada en meg/L, se clasifican de la siguiente

manera:

Figura 1-1: Clasificacion segin Souline

RELACION CLASIFICACION

Na™ — C1° - N
"—So;, ! Sulfatada-sddica

Na —Cl1- X .
r—so = 1 Bicarbonatada-sodica
- Cl" — Na =1 .
Mz Clorurada-magneésica
Cl- — Na - n
s =1 Clorurada-cdlcica

e

Fuente: INAMHI, 2013



1.2.3.4 Clasificacion segun la composicion quimica y las acciones terapéuticas

Cuadro 2-1: Propiedades terapéuticas de diferentes tipos de aguas segun la composicién

TIPO DE AGUA ACCION TERAPEUTICA

Sulfuradas Antialérgicas, desintoxicantes, antiflogisticas, antirreumaticas.
Cloruradas Anticatarrales, antinflamatorias.

Sulfatadas Colagogas, purgantes.

Calcicas Antialérgicas, sedantes, antinflamatorias.

Ferruginosas Antianémicas, reconstituyentes.

Radiactivas Equilibradoras, sedantes.

Oligometalicas Diuréticas

Fuente: FAGUNDO y GONZALEZ. 2000.
Realizado por: NUNEZ, S. 2015.

Francia, toma en cuenta caracteristicas de recursos naturales y clasifica a las Aguas en:

Cuadro 3-1: Grupos de Aguas Y sus caracteristicas

GRUPOS CARACTERISTICAS
Aguas Sulfuradas Presencia de sulfuro y sulfuro de hidrogeno
Aguas Sulfatadas El anion sulfato es predominante
Aguas Cloruradas El anion cloruro es predominante
Aguas Bicarbonatadas El anion bicarbonato es predominante
Aguas Oligominerales Son ligeramente mineralizadas (menos de 1 g/l)

Fuente: FAGUNDO y GONZALEZ. 2000.
Realizado por: NUNEZ, S. 2015.

1.2.3.5 Clasificacion por su salinidad

La conductividad eléctrica, es un parametro que se relaciona con la concentracion de sales
disueltas en agua, es decir, a los sélidos disueltos totales (TDS). (INAMHI, 2013). Se clasifican

segun su salinidad en:



Tabla 2-1: Clasificacion segin la salinidad

STD (mg/L) CLASIFICACION
0a 160 Baja Salinidad
160 a 480 Salinidad Media
480 a 1440 Salinidad Alta
Mayor a 1440 Salinidad muy Alta

Fuente. (INAMHI, 2013)
Realizado por: NUNEZ, S. 2015.

1.2.3.6 Clasificacion segun la tonacidad
Segun Karakolev, 1987 clasifica a las aguas termales basandose en valores de la presién osmética
0 descenso crioscépico, donde la presion osmética relaciona a la cantidad de iones disueltos en

milimoles (concentracion molar).), las clasifica en:

Tabla 3-1: Clasificacién segun Karakolev

Hipotonicas Concentracion < 300 mmol/I
Isotdnicas Concentracion = 300 mmol/I
Hipertonicas Concentracion > 300 mmol/I

Fuente: (FAGUNDO, 2007)
Realizado por: NUNEZ, S. 2015.

Y segun el descenso crioscopico se clasifican en:

Tabla 4-1: Clasificacién segun Armijo-Valenzuela y San Martin

Hipotonicas Inferior a-0.55 'C
Isotonicas Entre -0.55 'C y -0.58 °C
Hipertonicas Superior a-0.58 'C

Fuente: (FAGUNDO, 2007)
Realizado por: NUNEZ, S. 2015.



1.2.3.7 Clasificacion en relacion al pH

Segun la Norma Cubana de Agua Mineral (NC 93-01-218:1995) se clasifican las aguas en:

Tabla 5-1: Clasificacion segin la Norma Cubana

Acidas Con pH menor a 6.8
Neutras ConpHentre 6.8y 7.2
Alcalinas Con pH superiora 7.2

Fuente: (FAGUNDO, 2007)
Realizado por: NUNEZ, S. 2015.

1.2.4 Viasy Técnicas de Administracion de las Aguas Mineromedicinales

“Las aguas mineromedicinales pueden ser administradas por las mas diversas formas, con las
técnicas apropiadas segun el tipo de agua, afeccién a tratar, tolerancia e idiosincrasia del sujeto
y cualquier otra circunstancia que concurra en cada paciente, por lo que el tratamiento debera
ser individualizado.” (HERNANDEZ et al, 2006).

e Cura en bebida: método antiguo y sencillo, donde se puede ingerir aguas
escasamente mineralizadas (diuréticas) y las bicarbonatadas, carbogaseosas,

cloruradas de escasa mineralizacion, sulfatadas o sulfuradas frias (digestivas).

e Balneacion: por medio de la inmersién del cuerpo en aguas mineromedicinales.

e Aplicacion con presion: mediante diferentes duchas o chorros que se distinguen

por la forma, presion y temperatura con la que se administran las aguas.

e Estufas: este procedimiento emplea crenoterapia de gases, el vapor del agua
termal y las nebulizaciones. (INSTITUTO DE SALUD CARLOS I111. 2003).

1.25 Beneficios de las Aguas Termo-Mineromedicinales

En el 2008, FIOSECCO, N.H afirma: Los beneficios de los tratamientos termales son:

e “En la mayoria de los casos, las aguas termales no se contradicen con las terapias habituales.



e Casi no poseen efectos indeseables.

e Permiten que se reduzca y en algunos casos se eliminen los medicamentos que se ingieren.
e Actla en enfermedades crénicas, donde es muy dificil encontrar alivio por otros medios.

e No cura totalmente, pero si detiene procesos dolorosos cronicos.

e Permite su uso para estética y prevencion de enfermedades comunes.

e Estimula la circulacion periférica.

e Provocan relajacién muscular.

o Facilitan la actividad cardiorrespiratoria.

e Producen notable sensacion de bienestar.”

1.3 Microorganismos presentes en las Aguas Termales

La hidrosfera aloja gran cuantia de microorganismos que se adaptan y colonizan diversos habitats
acuaticos, segun caracteristicas propias fisicas, quimicas y microbioldgicas, de modo que se
confiere un “perfil”, como temperatura, concentracion de nutrientes y presencia de elementos

quimicos. (RODES, B. 2000).

Las aguas minerales termales de los balnearios son uno de estos habitats extremos ya que tienen
altas temperaturas y elevadas concentraciones de sales, condiciones desfavorables para la vida de
muchos seres vivos. Sin embargo, desde hace tiempo se conoce gue estas aguas minerales, como
cualquier ambiente acuético natural, poseen una poblacion microbiana autctona que suele ser
caracteristica de cada tipo de agua y que depende de sus propiedades fisicoquimicas (temperatura,

pH, sales minerales, nutrientes).

También pueden encontrarse en ellas microorganismos al6ctonos, procedentes de otros habitats
(suelo, heces, vegetales), considerados contaminantes pero que coexisten con los anteriores,

adaptandose a las condiciones adversas.

Los microorganismos se usan para saber la situacion ambiental de un espacio o ecosistema
determinado, para generar un equilibrio ambiental, y poder evaluar la calidad del ambiente o
recuperar ambientes contaminados, evaluando bacterias heterotréficas y hongos mediante la
cantidad como por la presencia de especies indicadoras como por ejemplo: Escherichia coli,
ademas los microorganismos de mayor riesgo sanitario: Salmonella, Clostridium perfringens,

Pseudomonas aeruginosa y Legionella. (RODES,B. 2000).
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SAN MARTIN BACAICOA, Josefina (1992), manifiesta que algunos microorganismos
encuentran en el agua de la piscina condiciones dptimas para su desarrollo, para otros, este
ambiente no es el propicio pero pueden sobrevivir durante un tiempo suficiente para ocasionar y
facilitar la transferencia de enfermedades, siendo las méas usuales, infecciones

otorrinolaringoldgicas, gastrointestinales, oftalmoldgicas y cuténeas.

Otro contagio predominante es la infeccion por hongos, la misma que es favorecida por el 6ptimo
desarrollo de estos microorganismos en ambientes calientes y humedos, propagandose por el
contacto con las superficies himedas de los suelos de los pasillos, duchas, vestuarios, etc. (SAN
MARTIN BACAICOA, J. 1992).

1.3.1 Microorganismos Autéctonos

La poblacién microbiana total en los puntos de surgencia de los manantiales pueden ser alta,
muchos de estos estan inactivos, pero dependiendo de las condiciones adecuadas de nutrientes,
especialmente pobres en carbono, la temperatura prolongada de incubacion hardn que estos
microorganismos crezcan mejor. (RODES, B. 2000).

Hay bacterias termoéfilas que crecen a mas de 45°C pero la mayoria son mesofilas con
temperaturas Optimas a 37°C, que se adaptan a estas condiciones de elevada temperatura.
(RODES, B. 2000).

De la Rosa y Mosso (2002) manifiestan que: “Las aguas hipertermales presentan una mayor
proporcién de bacterias Gram positivas mientras que en las mesotermales predominan los
bacilos Gram negativos y los cocos Gram positivos. La elevada temperatura de las aguas
hipertermales puede ser la causa de esta diferencia ya que las bacterias Gram positivas son mas
resistentes al calor. Los principales géneros identificados han sido: Pseudomonas, Bacillus,
Micrococcus, Staphylococcus, Enterobacter, Acinetobacter y Arthrobacter.” (DE LA ROSA,
MC. y MOSSO, MA. 2000).

1.3.2  Microorganismos Al6ctonos

Las aguas termales basadndose en el aspecto sanitario no ostentan bacterias patdgenas pero en

algunos manantiales se han detectado coliformes y enterococos. (RODES, B. 2000).

11



Puede hallarse microorganismos al6ctonos en las aguas termales, debido a una contaminacion
originaria de capas superiores del suelo, las mismas que pueden llegar al propio acuifero.
(RODES, B. 2000).

1.3.2.1 Aerobios

Este grupo esta formado por todas las bacterias, mohos y levaduras aptos para crecer ser cultivado
y desarrollarse a 30°C en condiciones establecidas, con una estimacion total de la microflora.
(DIAZ, C. 2008).

1.3.2.2 Coliformes

Los coliformes totales son bacterias bacilo Gram negativos, oxidasa negativa, que fermentan la
lactosa y producen gas a 35-37 °C. Este grupo esta conformado por especies bacterianas que
poseen caracteristicas bioguimicas parecidas de e importancia relevante como indicadores de

contaminacién de agua.

Cuando se lleva a cabo la prueba de coliformes con aguas ambientales, varias especies de los
cuatro géneros de enterobacterias: Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter,
proporcionan resultados positivos y por lo tanto son los coliformes segun esta definicién. Sin

embargo, la importancia del medio ambiente de estos cuatro géneros es muy diversas

El recuento de coliformes totales no es necesariamente una medida de la contaminacion fecal y
no poseen ninguna relacion a su causa. Los coliformes fecales (o coliformes termotolerantes),
fermentan la lactosa a 44,5 °C en un medio con las sales biliares, por lo que la deteccion debe
ejecutarse a 44,5 °C. (CABRAL, J. 2010).

CABRAL, Joao (2010) demostré que las Enterobacteriaceae incluyen tres grupos de
microorganismos con funciones muy diversas en el medio ambiente. Grupo | conforma solo
Escherichia coli, un indicador bueno y fiable de contaminacion fecal, en aguas ambientales, esta

bacteria no sobrevive durante largos periodos fuera de este entorno.

Grupo 11, abarca algunas especies de Klebsiella (K. pneumoniae y K. oxytoca), Enterobacter
(Enterobacter cloacae subsp. Cloacae, E. aerogenes) y Citrobacter (C. amalonaticus, C. koseri
y C. freundii). Estas bacterias habitan en el animal y en el intestino humano, sino también en el
medio ambiente, y son de facil aislamiento del suelo, del agua contaminada y plantas, su

presencia en las aguas contaminadas no revela contaminacion fecal.
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Por altimo el grupo I, conformado por Raoultella planticola, R. terrigena, Enterobacter

amnigenus y Kluyvera intermedia (Enterobacter intermedius), Serratia fonticola, y los géneros

Budvicia, Buttiauxella, Leclercia, Rahnella, Yersinia, y la mayoria de las especies de Erwinia y

Pantoea. Estas bacterias viven en aguas frescas, plantas y pequefios animales, crecen a 4 °C, pero

no a los 41 °C, no son indicadores de contaminacion fecal, aunque puede ser detectado en la
prueba de coliformes totales. (CABRAL, J. 2010).

El grupo de los Coliformes esta formado por los géneros siguientes:

Escherichia: pertenece al grupo de las enterobacterias, son oxidasa-negativos, de morfologia

bacilar, catalasa-positivos que fermentan la lactosa. (CABRAL, J. 2010).

Pseudomonas: los miembros de esta familia comparten las caracteristicas de ser bacilos Gram
negativos aerobios, oxidasa positiva, son méviles por medio de uno o mas flagelos polares,
usan la glucosa y otros hidratos de carbono de manera oxidativa. Este género se aisla
comUnmente en el suelo y en ambientes naturales con minimos requerimientos nutricionales.
El grupo de las fluorescentes producen un pigmento llamado pioverdina. (TORTORA, G,
et al, 2007).

Enterobacter: es miembro de las Enterobacteriaceae, son bacilos moviles, son positivos en
agar citrato de Simmons, no producen H,S. Este género se encuentra formando la flora nativa
del intestino. En la actualidad se encuentran causando numerosas infecciones nosocomiales
severas en otros drganos y tejidos blandos, como: cistitis, meningitis, pleuresia. (CABRAL,
J. 2010).

Citrobacter: es miembro de la Familia Enterobacteriaceae, son bacilos moéviles, oxidasa-
negativos, catalasa positivos, utilizan el citrato como fuente de carbono. (CABRAL, J.
2010).

Edwardsiella: son miembro de la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram negativos,
presentan alguna similitud con la Salmonella, es usual hallarlas en animales, y de estos pasan
al hombre, pero eventualmente infectan a humanos. Han sido aisladas de heridas infectadas,
de septicemias y ocasionalmente en materia fecal diarreica. Las formas clinicas

ocasionalmente causan infeccion de heridas, meningitis y septicemias. (CABRAL, J. 2010).
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e Budvicia: es un grupo de organismos estrechamente relacionados. No estan tan
estrechamente relacionados con los demas miembros de Enterobacteriaceae, pero ellos
califican como miembros de esta familia. (MAHON, C., et al. 2015).

o Shewanella: este género la mayoria de las especies se relacionan con habitats acuaticos y

marinos y son patogenos para los peces. (KONEMAN, E., et al. 2015).

e Cedeceae: este género se compone de 5 especies. La mayoria se han recuperado de esputo,
sangre y heridas. (MAHON, C., et al. 2015).

1.3.2.3 Los hongos

Los hongos son microorganismos difundidos en el ambiente y representan un progresivo
problema en la sociedad actual como organismos contaminantes del agua y como pat6genos

importantes para la salud humana.

Muchos de los hongos no son perjudiciales, pero se comportan como oportunistas y perturban la
salud de las personas produciendo alergias, infecciones y toxicidad. De modo que se las mas
comunes pueden ser Aspergillus spp. (GALICIA, R. y PEREZ, L. 2012).

1.4 Métodos de Identificacion de Carga Microbiana en Agua

Los métodos que usan para identificacion de carga microbiana son procesos que admiten cultivar,
identificar y cuantificar el grado de contaminacion de varias muestras investigadas, donde deben
cumplir un esquema para la identificacion de una cepa bacteriana desde el punto de vista

bioquimico:

Conseguir un cultivo puro.

e Morfologia celular, incluye forma, tamafio, color y distribucion de la colonia frente a otras.

e Examen microscépico del microorganismo por coloracion Gram, para determinar la forma'y

la coloracion.

e Movilidad, inoculando al microorganismo en medios semisolidos.
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e Ejecucion de pruebas primarias: estas pruebas nos ayudan a determinar el género, grupo de

géneros, o alguna familia que pertenece el aislado. catalasa, oxidasa, OF.

¢ Morfologia de UFC en medios diferenciales, selectivos y no selectivos, donde se evidenciara
el crecimiento de ciertos microorganismos con caracteristicas fenotipicas observables, siendo
también caracteristicas diferenciales, Por otra parte puede darse la inhibicidn de otros por

accion de agentes antimicrobianos o colorantes.

e Caracteristicas bioquimicas, son la base de los procesos de identificacion por la presencia de
algunas enzimas determinadas por sustratos cromogénicos, por la formacion de diferentes

productos finales, formacidn de &cido a partir de algunos hidratos de carbono.

1.4.1 Placas Petrifilm

Las placas Petrifilm son medios de cultivo deshidratados sobre peliculas plasticas que contiene
compuestos selectivos, compuestos que gelifican en frio y colorantes para tefiir las colonias
facilitando su recuento e identificacion., usadas en laboratorios microbioldgicos e industrias
alimenticias, las mismas gque estan compuestas por adhesivos, peliculas y nutrientes, para llevar a
cabo pruebas microbioldgicas rapidas, reproducibles, de alta eficiencia y facilidad para leer,

reduciendo errores como en los métodos tradicionales de agar.

Las placas Petrifilm estandarizan y facilitan procesos de ensayos al minimizar las horas en las

pruebas microbioldgicas. (3M, 2015).

Existe una placa para cualquier prueba microbioldgica:

e Recuento de Aerobios
e Recuento de E.coli/Coliformes
e Staph Express (para recuento de Staphylococus aureus)

¢ Recuento de Mohos y Levaduras
Las Placas Petrifilm son aprobadas por organismos internacionales, tales como:
e AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS)

e AFNOR (ASOCIACION FRANCESA DE NORMALIZACION)
e NCIMS (U.S. GRADE A PASTEURIZED MILK ORDINANCE)
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e CANADA-HEALTH PROTECTION BRANCH HPB (COMPENDIUM OF
ANALYTICAL METHODS)
e AUSTRALIA, NEW SOUTH WALES DAIRY TEST MANUAL. (3M, 2015)

1.42 Medios de Cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto equilibrado de un sustrato o una solucién de nutrientes que
en correctas concentraciones y condiciones fisicas Optimas admiten un buen desarrollo de los
microorganismos, que creceran y se multiplicaran para dar colonias. (UNIVERSIDAD DE
GRANADA. 2015).

1.4.2.1 Agar Mueller —Hinton

Es un medio enriquecido, utilizado como medio de preferencia en pruebas de sensibilidad de
microorganismos frente a antibidticos. (ALVAREZ, M., et al. 1995).

1.4.2.2 Agar Almiddn

Es un medio usado en la seleccion de microorganismos productores de amilasas. La actividad
amilolitica se observa colocando al medio unas gotas de lugol, que tifie al almidon de azul y deja
un halo claro en el lugar donde el almidén ocasioné hidrolisis. (MACFADDIN, J. 2000).

1.4.2.3 Agar Gelatina

Es un medio que se emplea en estudio de microorganismos proteoliticos que degradan la gelatina
por la produccion de enzimas llamadas gelatinasas. (MACFADDIN, J. 2000).

1.4.2.4 Agar F (medio King B)
Es un medio para la identificacion, deteccion y diferenciacion de especies Pseudomonas

aeruginosas de otras Pseudomonas basandose en la produccion de fluoresceina. (KONEMAN,
E., etal. 2008).

16



1.4.2.5 Agar Manitol Salado

Es un medio selectivo utilizado para aislar Staphylococcus, fundamentado en la tolerancia que
presentan a una concentracion elevada de cloruro de sodio. Ademas sirve como medio diferencial
de cepas fermentadoras de manitol como lo es el Staphylococcus, aureus. (ALVAREZ, M., et
al. 1995).

1.4.2.6 Agar con eosinay azul de metileno

Es un medio diferencial que se utiliza para las Enterobacteriaceae. La incorporacion de lactosa
en el medio permite diferenciar a los microorganismo que fermentan el azlcar delos gue no lo
fermentan. La flora Gram positiva (excepto Streptococcus fecalis) es inhibida por los colorantes.
(ALVAREZ, M., et al. 1995).

1.4.2.7 Agar MacConkey

Es un medio selectivo diferencial para las Enterobacteriaceae. Se puede observar colonias rosas
o0 rojas por la fermentacion de la lactosa, los microorganismos no fermentadores de lactosa,
producen colonias incoloras y transparentes. El cristal violeta inhibe la flora Gram positiva.
(ALVAREZ, M., et al. 1995).

1.4.2.8 Agar Salmonella-Shigella

Es un medio diferencial, altamente selectivo usado en el aislamiento de Salmonella 'y Shigella. El
verde brillante, sales biliares y altas concentraciones de tiosulfato y citrato inhiben bacilos Gram
negativos y cocos Gram positivos. Las colonias lactosa positiva aparecen de color rosas o rojas.
Las colonias lactosa negativa son incoloras. Existen bacterias que producen sulfhidrico por
reduccidn del tiosulfato, en presencia de iones hierro, observando colonias con centro negro.
(ALVAREZ, M., et al. 1995).

1.4.2.9 Agar Hugh-Leifson (OF)
Es un medio de cultivo, que al ser suplementado con hidratos de carbono se utiliza para determinar

el metabolismo oxidativo-fermentativo de bacterias Gram negativas. Ademas se puede diferenciar
movilidad y produccién de gas. (MACFADDIN, J. 2000).
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1.4.2.10 Agar de Hierro de Kligler

Es un medio diferencial del genero Enterobacteriacea, en tubos que determina la capacidad de
un microorganismo para producir fermentacion de hidratos de carbono (1% de lactosa y 0.1% de
glucosa) en un medio basal, con o sin produccion de gas y la produccién de &cido sulfhidrico
(H.S). (MACFADDIN, J. 2000).

1.4.2.11 Medio SIM

Es un medio semisolido usado para la identificacion y diferenciacion de microorganismos del
género de Enterobacteriaceae basandose en su movilidad, indol, y produccion de sulfuro de
hidrogeno. La prueba de indol determina la capacidad de un microorganismo para separar indol
a partir del triptéfano. La movilidad se demuestra por el enturbiamiento del medio o por el
crecimiento que difunde méas alla de la linea de inoculacién. Y la formacién de sulfuro se

evidencia por la formacion de un precipitado negro. (MACFADDIN, J. 2000).

1.4.2.12 Agar Urea

Es un medio utilizado para la determinacion de bacilos entéricos, basandose en la actividad
ureésica. Las bacterias que poseen la enzima ureasa que descomponen compuestos organicos,
usaran el nitrogeno que proviene de la urea, para hidrolizar y liberar amoniaco y dioxido de
carbono. Estos productos metabolizan y alcalinizan el medio haciendo un viraje de amarillo al
rojo. (MACFADDIN, J. 2000).

1.4.2.13 Agar Citrato Simons

Es un medio utilizado en la determinacion de un microorganismo para usar el citrato como Unica
fuente de carbono y energia, el metabolismo y crecimiento, mediante la alcalinidad.
(MACFADDIN, J. 2000).

1.4.3 Descripcion macroscopica

La identificacion de bacterias se basa en las caracteristicas observables, como la morfologia,

desarrollo y caracteristicas bioquimicas y metabolicas, ademas se debe observar otras

caracteristicas como:
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o Morfologia: es fundamental en la identificacion inicial y para la diferenciacion de los
microorganismos, se examina colonias de cultivos frescos crecidas en medios no

selectivos.

o Forma de la colonia completa: puede ser puntiforme, circular, irregular, rizoide y
filamentosa. Los bordes que pueden ser lisos, rugosos e irregulares y el grosor o

elevacién de la colonia se refiere a ser abultada o plana.

o Textura: puede variar desde seca a viscosa, con superficie lisa o granular, consistencia

cremosa membranosa 0 mucoide que se prueba con el asa.
o Tamano: es generalmente uniforme entre una misma especie.
o Caracteristicas Opticas: se observa la luz transmitida a través de la colonia.

o Color: Ciertos microorganismos ocasionan colonias pigmentadas, lo que puede ser de
ayuda en el trascurso de identificacion como por ejemplo: Pseudomonas aeruginosa
produce un pigmento verde. (FERNANDEZ, A., et al. 2010).

1.4.4 Tincion Diferencial de Gram

Esta tincion diferencial utiliza de inicio un colorante primario, cristal violeta, el que va a tefiir a
todas las células, se realiza un lavado y se coloca en el segundo reactivo que es una solucion de
lugol, se lava nuevamente con agua, se decolora con alcohol etilico/acetona algunas células, se
escurre y se lava con agua y finalmente se coloca el cuarto y ultimo colorante, la safranina que es

el colorante de contraste que tefiira las células recién decoloradas.

Las bacterias Gram positivas y Gram negativas se tefiiran segln la constitucién de la estructura
de las paredes celulares. (FORBES, B. 2007).

1.45 Pruebas Bioguimicas Individuales para la identificacion de bacterias

1.4.5.1 Prueba de catalasa

La catalasa es una enzima que tienen la mayoria de las bacterias, cuya funcion es catalizar la
ruptura del agua oxigenada, liberando oxigeno al ambiente. Esta prueba nos ayuda a probar la

presencia de la enzima catalasa. (MACFADDIN, J. 2000).
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1.4.5.2 Prueba de oxidasa

Esta prueba se basa en la produccién bacteriana de una enzima oxidasa intracelular. Esta reaccion
oxidasa se debe a un sistema de citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo
reduciendo oxigeno molecular. (MACFADDIN, J. 2000).

1.4.5.3 Prueba de hidrolisis de la gelatina

Determinar la capacidad de un microorganismo de producir enzimas proteoliticas (gelatinasas),
que hidrolizan la gelatina, mostrando cambios caracteristicos de degradacién del medio.

(MACFADDIN, J. 2000).

1.4.5.4 Prueba de hidrolisis del almidon

Determina la capacidad de un microorganismo de hidrolizar el almidén por medios enzimaticos,

observando la desaparicion del almidén por uso del reactivo con yodo. (MACFADDIN, J. 2000).

1.4.5.5 Prueba de oxidacion-fermentacion

Determina el metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrato de carbono o su falta de
utilizacion. (MACFADDIN, J. 2000).

1.4.5.6 Prueba de movilidad
Determinar si un microorganismo es movil o inmdvil. Los microorganismos son méviles por

medio de un Unico flagelo o muchos flagelos. Los microorganismos inmdviles carecen de
flagelos. (MACFADDIN, J. 2000).

1.4.6 Sistema Miniaturizado para identificacion de cepas (Microgen GN-ID)
El sistema Microgen GN-ID utiliza 24 (GN A+B) substratos bioquimicos estandarizados en

micropocillos para la identificacion de la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos no exigentes

Gram negativos oxidasa positiva y negativa.
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Los micropocillos contienen substratos deshidratados cromogénicos y/o fluorogénicos que se
reconstituyen con una suspension salina del organismo a identificar, si estos microorganismos
metabolizan a los substratos se observara un cambio de color. Estos sistemas surgen con el fin de
reducir el volumen de reactivos y medio a emplear en los ensayos. (MICROGEN
BIOPRODUCTS. 2015)

1.4.7 Antibiograma

El antibiograma es un estudio in vitro del comportamiento de la resistencia o el grado de

sensibilidad de los microorganismos frente a los antimicrobianos.

El objetivo es proporcionar informacion necesaria para iniciar un tratamiento terapéutico
antiinfeccioso y conocer la tendencia de sensibilidad de cada especie bacteriana, su coeficiente
de benignidad frente a los antimicrobianos usados y el indice de concentracién adecuada.
(ALVAREZ, M., et al. 1995).

1.5 Termales de “El Salado”

1.6.1 Ubicacién

El balneario de “El Salado” se ubica en la provincia de Tungurahua, en el cantén Bafios, en la
avenida de El Salado a 1 Km de la via principal de Ambato-Bafios. ES una ciudad turistica ubicada
en un valle con cascadas y aguas termales a lado del volcan Tungurahua con una altura de 5016
metros. (VIAJANDOX.COM. 2014).

Las actividades que se efectlian en esta zona estan representadas por la agricultura y el turismo
que ofrece gracias a las piscinas de aguas termales, en este caso del Balneario “El Salado” la
misma gue forma parte de la cuenca del Pastaza, se encuentra en las coordenadas: ESTE (UTM)
785653 y NORTE (UTM) 9844452, Posee una elevacion de 1929 MSNM. (INAMHI. 2013).
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Figura 2-1: Mapa de ubicacion del Balneario “El Salado” (Bafios-Tungurahua)
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Fuente. Datos de mapas de Google 2014.

1.6.2 Descripcion

Las termas de “El Salado”, en la actualidad, utiliza dos puntos de surgencia el del occidente y del
oriente. El punto de emergencia estudiado es del occidente, se encuentra en el interior del
Balneario, el agua es captada en el punto de surgencia por un tanque de hormigon, cubierto por
una tapa metélica, en la base se ha colocado un tubo plastico para la salida del agua, a través de

una canalizacion llega a las piscinas al aire libre.
Estas aguas emergen a una temperatura de 55°C, que proceden desde el VVolcan Tungurahua, son

aguas neutras, poseen aniones y cationes en diferentes concentraciones. (VIAJANDOX.COM,
2014).
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Figura 3-1: Balneario “El Salado” en el canton Bafios de Agua Santa-Tungurahua

Fuente: Fotografiasdelecuador.com. 2015

Las aguas termales contienen cloruro de sodio, anhidrido carbénico libre, oxido de silicio, potasio
en cloruro, sulfato de magnesio, bicarbonato de magnesio, bicarbonato de calcio y bicarbonato de
hierro; por todos los elementos anteriores estas aguas son muy mineralizadas y son del grupo de
las sulfatadas magnésicas, salino termales . (INAMHI. 2013).

Las aguas sulfatadas poseen una concentracion mayor de 1 g/L de minerales totales disueltos,
siendo el SO4 2 el ion dominante. Segln los cationes mas cuantiosos, pueden ser sulfatadas

sodicas, magnésicas, calcicas o mixtas.
En su totalidad las aguas sulfatadas poseen accion purgante, siendo esta accion mas abundante en
las sulfatadas sédicas y magnésicas que en las sulfatadas célcicas. La via de administracion es

oral y topica por medio de bafios.

Ademas las aguas del Balneario " El Salado", son hipertermales, extremadamente dura (3640
mg/L), una turbidez de 71 y de alcalinidad 1244. (INAMHI, 2013), (ver Tabla 6-1).
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Tabla 6-1: Balance ionico de aguas termales del Balneario " El Salado"

BALANCE IONICO

ANION mg/l CATION mg/l
COszH- 1244,00 Na* 398,47
COs™ 0,0 K* 64,87
SOs” 3306,0 Ca** 142,70
Cl- 670,01 Mg* 797,9
NOs’ 0,20 NH4* 0,210
NO. 0,050 Fe= 3,234
PO4s <05

OTRAS DETERMINACIONES
pH 7.3 Cobre <0,25
Turbidez 71 Cromo <1
Dureza (mg/l) 3640 Plomo <1
Temperatura (°C) 55,00 SIO, 147,1
Color 135 Cobre <0,25
Alcalinidad 1244 Mn 0,616
STD 424432
CE (us/cm) 6560
CO; 124,16

Fuente. INAMHI (2013)

Este sector posee una temperatura de 19.5° C y la temperatura de las termas son de 52 °C a 55
°C, las mismas que poseen poderes curativos de enfermedades como: reumatismos, artritis,
varicosas, trastornos hepéticos, vesiculares enfermedades del estbmago, lesiones cutaneas como

eczemas, desequilibrios metabdlicos causados por el estrés. (INAMHI. 2013)
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CAPITULO 11

2 PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Lugar de Investigacion

La zona de estudio esta ubicada en la ciudad de Bafios de Agua Santa, provincia de Tungurahua,

aqui se efectla los muestreos. En este lugar de estudio, en el Balneario “El Salado” se realizara

pruebas in situ de pH, temperatura, conductividad, sélidos totales y toma de muestras.

Para la ejecucion del andlisis microbioldgico se realizara en:

e LUGAR: Laboratorio de Analisis Bioquimicos y Bacteriol6gico - Facultad de Ciencias -
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

e CANTON: Riobamba
e PROVINCIA: Chimborazo.

2.2 Factores de Estudio

2.2.1 Poblacion

El grupo poblacional para el desarrollo del estudio sera las aguas termales del Balneario “El

Salado” de Bafios de Agua Santa, de la provincia de Tungurahua.

2.2.2 Toma de muestra

Se efectudé un muestreo en el balneario “El Salado” se tomaron muestras del agua en el punto de

emergencia y en la piscina. La muestra fue tratada por duplicado.
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El volumen de cada muestra fue de 100 mL de agua termal del Balneario “El Salado”, se
recolectaron a 1929 msnm, siendo las 18h36 horas, en el canton Bafios de Agua Santa,
Provincia de la provincia de Tungurahua.

2.3 Materiales, Equipos y Reactivos

Cuadro 1-2: Materiales de Laboratorio

Mandil Puntas azules
Cofia Puntas amarillas
Guantes desechables Lampara de alcohol
Mascarilla Reverbero
Céamara fotogréfica Vaselina
Marcador indeleble Erlenmeyer de 500 mL
Algodon Filtros
Toallas adsorbentes Probeta de 50, 100 mL
Alcohol Placas portaobjetos
Envases de pléastico estériles de 120 mL Asa de platino
Coolers con bolos de hielo Aguja
Pipetas fijas de 100 pL Palillos
Pipetas fijas de 1000pL Pinza punta plana
Cajas Petri OXOID Discos de sensibilidad
Hisopos de algodon

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015

Cuadro 2-2: Equipos

Multiparametro HANNA

Cémara de flujo laminar

Estufa bacteriologica

Microscopio

Autoclave

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015
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Cuadro 3-2: Reactivos

Agua destilada

Cloruro mercurico

Kovac's
Kit de Tincién Gram:
- cristal violeta
- lugol
- alcohol-acetona
- safranina

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015

Cuadro 4-2: Medios de Cultivo

Placas 3MM Petrifilm Aerobios totales
Placas 3M ™ Petrifilm E. Coli-Coliformes
Placas 3M™ Petrifilm Mohos y Levaduras

Placas 3M™ Petrifilm Staph Express

Acumedia Agar Mueller-Hinton
Medio de Hugh-Leifson
Agar F (medio King B)
Agar movilidad
Agar almidon
Agar gelatina
Merck Agar Eosina Azul de Metileno
BD (BACTO-DIFCO BBL)Agar MacConkey
BD (BACTO-DIFCO BBL)Agar Manitol Salado
BD (BACTO-DIFCO BBL)Agar Salmonella-Shigella
BD (BACTO-DIFCO BBL)Agar Hierro de Kligler
BD (BACTO-DIFCO BBL)Medio SIM
Merck Agar Urea
Merck Agar Citrato de Simmons

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015

2.4 Meétodos y Técnicas

Método

El método utilizado para el conteo de microorganismos es en Placas 3M™ Petrifilm™ por

siembra directa. (3M. 2014)
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Técnicas

2.4.1 Muestreo

2.4.1.1 Captacion en el Ojo de Agua

e Se debe lavar las manos y antebrazos con agua y jabon.

e Se debe colocar las prendas de proteccion (cofia, mascarilla y guantes estériles.)

e Se debe quitar el plastico de proteccion evitando que se contamine.

e Latoma de muestra debe efectuarse con la boca del frasco en contracorriente.

o Efectuada la toma de muestra cerrar el frasco bajo el agua, posteriormente sellar ésta fuera
del agua, con un sello a prueba de derrames, no debemos olvidar de dejar un espacio libre
requerido para la agitacion de la muestra previa al analisis. (NTE INEN. 1983).

2.4.1.2 Captacion de un Tanque de Almacenamiento (Piscina)

e Se debe lavar las manos y antebrazos con agua y jabon.

e Se debe colocar las prendas de proteccion (cofia, mascarilla y guantes estériles.)

e Se debe quitar el plastico de proteccion evitando que se contamine.

e Se sumerge el frasco en el agua con el cuello hacia abajo hasta una profundidad de 15 a 30
cm, abrir y enderezar a continuacién con el cuello hacia arriba.

o Efectuada la toma de muestra cerrar el frasco bajo el agua, posteriormente sellar ésta fuera
del agua, con un sello a prueba de derrames, no debemos olvidar de dejar un espacio libre

requerido para la agitacion de la muestra previa al anélisis. (NTE INEN. 1983).

2.4.1.3 Identificacion y Conservacion de las Muestras

Se debe asegurar que cada muestra esté identificada correctamente mediante un rétulo o etiqueta
que sea indeleble, la misma que debe poseer localizacién y nombre del sitio de muestreo, detalles
del punto de muestreo (temperatura ambiente), fecha y hora de recoleccidn, tipo de analisis a

efectuar, nombre de la persona que realiza el muestreo, basandonos en la NTE INEN 2176:2013.
Para la conservacion de la muestra es recomendable el empleo de coolers con bolos de hielo

especificos para bacterias, las mismas que se trasladan al laboratorio de la Facultad de Ciencias,

para realizar el anélisis microbioldgico antes de las 48 horas, segin la NTE INEN 2169:2013.
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2.4.2 Determinacion del Analisis Fisico-Quimico (Multiparametro de HANNA)

En el lugar de estudio in situ: Se recoge en un recipiente estéril de boca ancha, una muestra
representativa de agua termal. Se enciende el instrumento, se escoge en el mend la opcién de
calibracion, se sumerge la sonda en la muestra de agua termales, el medidor visualizara las
lecturas relativas de los pardametros habilitados (pH, conductividad, solidos disueltos totales), al

finalizar el analisis se debe lavar con agua destilada.

La temperatura del agua termal y la temperatura del ambiente, se la determina con ayuda de un

termOmetro y un termohigrometro respectivamente.

2.4.3 Meétodo para determinacion de carga bacteriana

2.4.3.1 Petrifilm siembra en placas

El anlisis microbiol6gico inicia con la desinfeccidn de la cdmara de flujo, con ayuda del UV,

por unos 30 minutos aproximadamente.

Inoculacién de placas

1. Se coloca la Placa 3M™ Petrifilm™ en una superficie lisa y plana.

2. Se levanta la lamina superior y con una pipeta se agrega perpendicularmente 1 ml de la
muestra en el centro de la lamina inferior.

3. Sesuelta la lamina superior sobre la muestra, para evitar la formacion de burbujas de aire.

4. Se coloca el 3M Petrifilm Difusor, de la parte lisa contar el centro de la Placa 3M
Petrifilm. Se presiona suavemente el centro del 3M Petrifilm Difusor, para distribuir
homogéneamente la muestra.

5. Seretira el 3M Petrifilm Difusor y se deja reposar la Placa 3M™ Petrifilm™ por lo menos

1 minuto para permitir que se forme el gel. (3M, 2014)
Incubacion
Se Incuba las Placas 3M™ Petrifilm™ en posicion horizontal con la zona transparente hacia

arriba en pilas de no més de 20 placas. Se pueden utilizar varios tiempos y temperaturas de

incubacion segun los métodos de referencia locales actuales. (3M, 2014)
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Interpretacion

Las Placas 3M™ Petrifilm™ se pueden contar usando una lupa. Se debe realizar el recuento de
todas las colonias de color independientemente del tamafio o la intensidad. (3M, 2014)

Figura 1-2: Siembra en Placas 3M™ Petrifilm™

<\ 1 ml ¢/placa

e P

Incubar 37°C por 2 dias

Muestra de

agua termal

Leer los resultados

Fuente: ANDUEZA, F. 2014

2.4.3.2 Estabilizacion del aislado bacteriano

- Preparacion de medio de cultivo Mueller-Hinton Agar

Se refiere a la etiqueta del envase para cantidades y volumenes, suspendiendo los polvos en agua
destilada o desionizada. Se deja embeber de 10 a 15 minutos. Se calienta con agitacion frecuente
y hervir durante 1 minuto para disolucién total. Se autoclava a 121°C (15 p.s.i) durante 15
minutos. Se deja enfriar a 45°-50°C y se distribuye en placas de Petri estériles (15-20 mL) y se
deja solidificar. Las placas de cultivo preparadas se almacenan en bolsas de plastico a 2-8 °C.
(ALVAREZ, M., et al. 1990).

- Estabilizacion en Agar Mueller-Hinton

Se realizaran 3 0 mas repiques hasta obtener cultivos que estan puros en placas con Agar Mueller-
Hinton. Aquellos que visualmente se hallan contaminados se repican nuevamente hasta obtener
cultivo puro. (GUZMAN, E. 2011).
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- Siembra por Agotamiento

Con el ultimo repique de la estabilizacion bacteriana con colonias aisladas se siembra en agar

nutritivo, (Mueller-Hinton) con la técnica de agotamiento:

Se toma la muestra problema con una asa de platino (previamente estéril), desde el extremo
superior se reparte sobre la superficie del medio de cultivo, hasta las % partes de la caja. El
recorrido del asa debe ser lo mas largo posible con el fin de conseguir al final del mismo células
aisladas que daran lugar a colonias, flameamos el asa de platino y giramos ligeramente la placa

para deslizar nuevamente la muestra, esta operacién se repite 4 veces.

Después de sembrar cerrar la placa y dejar en posicién invertida para llevar a incubar a 37°C. Tras
24 horas de incubacién, notamos que en el estriamiento inicial aparece una masa continua de
microorganismos, donde no se puede diferenciar colonias, sin embargo, al final de éstas las
colonias estan mejor aisladas y se aprecian las diferencias entre ellas como son el tamafio, color

y forma, pudiendo obtener un cultivo puro.

Si no se obtiene colonias aisladas se puede realizar un segundo aislamiento de las colonias
dudosas para proceder a obtener cultivos puros. Los cultivos puros de microorganismos son
mantenidos en el laboratorio por resiembras sucesivas, es decir, pasar de un medio de cultivo a
otro. (UNIVERSIDAD DE GRANADA, 2015)

2.4.3.3 Tincién Gram

Con los cultivos puros obtenidos por agotamiento se usan para verificar su pureza mediante la

gjecucién de una Tincion Gram:

- Enun porta objetos contenido con la muestra, se coloca 2 gotas de cristal violeta durante 1
minuto.

- Se lava cuidadosamente con agua para descartar el exceso de colorante y se sacude.

- Se afiade 2 gotas de lugol por 1 minuto.

- Se lava con agua nuevamente.

- Se aplica gota a gota el decolorante alcohol-acetona, hasta que no fluya mas lugol.

- Inmediatamente se lava con agua.

- Se aplica 2 gotas de safranina durante 1 minuto y lavar cuidadosamente con agua.

- Se seca la placa al ambiente y se observa con objetivo de inmersion. (AQUIAHUATI, M.,
et al, 2004).
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2.4.3.4 Prueba de catalasa para colonias bacterianas aisladas

Para esta prueba con una aguja de inoculacion se deposito una cantidad de colonia pura de un
cultivo de 24 horas, se coloca sobre un portaobjeto limpio. Se coloca una gota de agua oxigenada
(H20,), sobre los microorganismos colocados en el portaobjetos. La reaccidn es positiva si existe
liberacion de burbujas. Descartar el portaobjetos en un desinfectante. (MACFADDIN, J. 2000).

2.4.3.5 Pruebas de oxidasa para colonias bacterianas aisladas

Para esta prueba utilizamos tiras de papel impregnadas con el reactivo para-amino-N-dimetil-
anilina, que se oxida por la citocromo-oxidasa. Se debe impregnar en la tira reactiva una masa de
bacterias. Si en el transcurso de un minuto la zona impregnada vira a un color azul-violeta, se
considera positiva. (MACFADDIN, J. 2000).

2.4.3.6 Investigacion de Bacilos Gram Positivos

- Preparacion de Agar almidon

Composicién:

Extracto de carne 3,0 g
Almidoén soluble 10,0 g
Agar 12,0 g
Agua destilada 1000,0 ml

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015

Se disuelve en el agua todos los componentes por calentamiento suave y ajustar el pH a 7,5. Se
esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Se distribuye en placas Petri estériles a razon
de 20 ml. (KONEMAN, E., et al, 2008).

- Hidrdlisis del almidon

Se inoculo el microorganismo en agar almidén. Se incubo a 30° C durante 8 dias. Cuando la
colonia ha desarrollado lo suficiente, se afiade 3 gotas de solucién yodo yodurado. Se considera
positiva la hidroélisis del almidon cuando en torno a la colonia se observa una zona clara.
(MACFADDIN, J. 2000).
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- Preparacion de Agar gelatina

Composicién:
Extracto de carne 3,0 g
Gelatina 30,0 g
Agar 12,0 g
Agua destilada 1000,0 mi

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015

Se disuelve en el agua todos los componentes por calentamiento suave y se ajusta el pH a 7,2. Se
esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Se distribuye en placas Petri estériles a razon
de 20 ml.

- Hidrodlisis de la gelatina

Se inoculé el microorganismo en medio agar gelatina. Se incubo a 30° C durante 8 dias. Cuando
la colonia ha desarrollado lo suficiente, se recubre la superficie del medio con unas gotas de
cloruro mercurico. Se considera positiva la prueba al observarse una zona clara alrededor de la

colonia. (MACFADDIN, J. 2000).

Reactivo de cloruro mercurico

Composicién:
Cloruro mercurico 12,0 g
Acido clorhidrico concentrado 16,0 ml
Agua destilada 80,0 mi

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015

Se mezcla el cloruro mercurico con el agua y se afiade el &cido lentamente agitando
continuamente. Se puede utilizar acido tricloroacético al 30% en lugar de la solucién de cloruro

mercdrico.
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2.4.3.7 Investigacion de Cocos Gram Positivos

- Preparacion de Agar Manitol Salado

Se suspende 10,8 g de medio deshidratado en 1 litro de agua destilada. Se mezcla vigorosamente.
Se calienta agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto para disolver completamente los
ingredientes. Ajustar pH a 7,4 £ 0,2. Se esteriliza a 121°C durante 15 minutos. Se deja enfriar
hasta una temperatura entre 40-45°C, se verte en placas estériles y se deja solidificar a temperatura
ambiente antes de su utilizacion. (BLB™, 2006)

2.4.3.8 Investigacion de Bacilos Gram Negativos

- Preparacion de Agar Eosina Azul de Metileno

Se suspende 37,5 g en 1 litro de agua destilada, se calienta y se agita hasta ebullicién y hervir
durante 1 minuto. No sobrecalentar. Ajustar a pH 7,2 + 0,2 y esterilizar a 121°C durante 15
minutos. (BLB™, 2006)

- Preparacion de Agar MacConkey

Se suspende 50 g del polvo en 1 L de agua purificada. Se mezcla bien. Se calienta agitandolo
frecuentemente y hervir durante 1 minuto para disolver completamente el polvo. Se ajusta el pH

a7,1+0,2. Se autoclava a 121 °C durante 15 minutos. (BLB™, 2006)

- Preparacion de medio Hugh-Leifson (OF)

Composicién:
Triptona 2,0 g
Cloruro sodico 50 g
Fosfato dipotéasico 0,3 g
Agar 3,0 g
Agua destilada 1000,0 ml

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015
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Se disuelve todos los componentes en el agua, a excepcion del agar y se ajusta a pH 7,1. Se afiade
15 ml de azul de bromotimol al 0,2% y el agar, calentando hasta ebullicién para que se disuelva
por completo. Se Distribuye en cantidades de 100 ml y se esteriliza en autoclave a 121° C durante

15 minutos.

Se atempera a 45-50° C y se afiade asépticamente a 100 ml de medio estéril, 10 ml de una solucion
de glucosa al 10% esterilizada por filtracion, mezclando a fondo. Se dispensa asépticamente
cantidades de 5 ml en tubos estrechos estériles de 8x160 mm. Se mantiene los tubos en posicion
vertical. (MACFADDIN, J. 2000).

- Preparacion de Agar movilidad

Composicién:
Extracto de carne 3,0 g
Peptona 10,0 g
Cloruro s6dico 50 g
Agar 4,0 G
Agua destilada 1000,0 Ml

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015

Se disuelve en el agua todos los componentes en el agua. Se ajusta el pH a 7,3. Se distribuye en
tubos a razén de 5 ml, se esteriliza a 121° C durante 15 minutos y se deja solidificar en posicién
vertical. (MACFADDIN, J. 2000).

- Preparacion de Agar Salmonella Shigella
Se suspende 60 g del polvo en 1 L de agua destilada. Se mezcla bien. Se calienta agitandolo
frecuentemente y hervir durante 1 minuto para disolver completamente el polvo. Se ajustaa pH

7,0 £0,2. NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE. Se enfria a 45-50 °C y se usa de inmediato.
Se deja que las placas se sequen durante aproximadamente 2 horas. (BLB™, 2013)
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Identificacion de Pseudomonas aeruginosa

- Preparacion de Agar (King B)

Composicién:
Peptona 20,0 g
Glicerol 10,0 g
Fosfato potasico 1,50 g
Sulfato magnésico 1,50 g
Agar 15,00 g
Agua destilada 80,0 ml

Realizado por: NUNEZ, Sandra; 2015

Se disuelve en el agua todos los componentes por calentamiento suave. Se ajusta el pH a 7,0 +
0,2. Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 minutos. Se distribuye en placas Petri estériles

arazon de 20 ml.

2.4.3.9 Pruebas Bioquimicas

- Preparacion de Agar Hierro de Kligler

Se suspende 52 g del polvo en 1 L de agua destilada. Se mezcla bien. Se calienta agitandolo
frecuentemente y hervir durante 1 minuto para disolver completamente el polvo. Ajustar pH a 7,4
+ 0,2. Se autoclava a 121°C durante 15 minutos. Se enfria el medio en el tubo en posicién
parcialmente inclinado. (BLB™, 2013)

- Preparacion de Medio SIM

Se suspende 30 g del polvo en 1 L de agua destilada. Se mezcla bien. Se calienta agitandolo

frecuentemente y hervir durante 1 minuto. Se ajusta el pH a 7,3 + 0,2. Se autoclava a 121°C
durante 15 minutos. (BLB™, 2013)
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- Preparacion Urea Agar (base) CHRISTENSEN

Se disuelve 21 g en 1 litro de agua desminerilizada calentando en un bafio de agua hirviendo, se
trata en autoclave (15 minutos a 121 °C). Antes de usar, licuar el medio y a 45-55 °C se afiade
mezclando a 50ml/L de una solucidn de urea al 40% filtrada estérilmente, se prepara en tubos de
agar inclinado. Se ajusta el pH 6,8 £ 0,2 (MERCK, 2015)

- Preparacion de Agar citrato segin SIMMONS

Se disuelve 22,5 g en 1 L de agua purificada, calentando en un bafio de agua hirviendo o en
corriente de vapor. Ajustar pH a 6,6 + 0,2. Se trata en autoclave (15 minutos a 121°C). Se verte
en tubos de agar inclinado. (MERCK, 2015).

2.4.3.10ldentificacion taxonémica de las colonias aisladas

Las cepas aisladas y puras de bacterias se identificaran por caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas y bioguimicas, mediante observacion del cultivo y observacién microscopica. Las
pruebas de identificacion de especie se realizan mediante el sistema Microgen™ GN-ID

Identificacion.

INOCULACION E INCUBACION

1. Serealiza una prueba de oxidasa del organismo aislado.

2. Se emulsifica una colonia obtenida de un cultivo de 18-24 horas en 3-5 mL de solucién
salina estéril al 0,85% para la tira GN Ay GN B. Se mezcla bien.
Se quita cuidadosamente la lamina adhesiva que sella los pocillos.

4. Se ahade 3-4 gotas (aproximadamente 100uL) de la suspension bacteriana a cada pocillo
de las tiras.

5. después de la inoculacion, se recubre los pocillos marcados con un circulo negro
alrededor de las dos tiras con 3-4 gotas de aceite mineral.

6. se sella la parte superior de las tiras con la cinta adhesiva que se retiré en un inicio y se
incuba a 35-37 °C.

7. Las tiras GN A y GN B se leerdn después de 18-24 horas de incubacion para las

Enterobacteriaceae y luego de 48 horas para los aislados oxidasa positiva.
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LECTURA Y ADICION DE REACTIVOS

TIRAGN A

1. Se quita la lamina adhesiva y se anota todas las reacciones positivas con ayuda de la carta
de color.
2. se afade los reactivos a los siguientes pocillos:

a. Se aflade 2 gotas de reactivo de Kovac's al pocillo 8. Se lee a los 60 segundos.
Formacién de color roja revela resultado positivo.

b. Seafiade 1 gota del reactivo VP |y 1 gota del reactivo VP Il al pocillo 10. Se
lee tras los 15-30 minutos, Formacién de color rosa/roja revela resultado
positivo.

c. Se afiade 1 gotas de reactivo TDA al pocillo 12. Se lee a los 60 segundos.
Formacién de color roja cereza revela resultado positivo.

3. Se hace el test de reduccion de nitrato al pocillo 7 después se lee y se anota los resultados
del test ONPG. Se afiade 1 gota del reactivo de Nitrato Ay 1 gota del reactivo de Nitrato
B al pocillo y se leen después de 60 segundos. un color rojo indica que el nitrato ha sido
reducido a nitrito. Si el pocillo 7 se mantiene amarillo o incoloro después de la adicion
de los reactivos nitrato, se afiade una pequefia cantidad de polvo de zinc.

TIRAGNB

1. Se quita la lamina adhesiva y se anota todas las reacciones positivas con ayuda de la carta
de color.
2. Se lee los pocillos especificos segln se indica:

a. el pocillo de galtina 13 se debe leer tras 18-24 horas para Enterobacteriaceae y
tras 48 horas para los aislados oxidasa positivo. Si se observa particulas negras
es un resultado positivo.

b. el pocillo de la arginina se interpreta diferente tras 24 y 48 horas de incubacion:

24 horas Enterobacteriaceae y 48 horas los aislados oxidasa positivos.

IDENTIFICACION

1. Seanota los resultados en la hoja de resultados de Microgen GN-ID A+B, los substratos.
2. El perfil numérico anico se introduce en un Sofware Microgwn Identification System
(MID-60) que generara un informe de los microorganismos mas parecidos, basados en la

probabilidad en %,
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2.4.4  Antibiograma

El medio de cultivo que cumple con todas las condiciones y es apto para cualquier tipo de
antibiograma aerobio es el Mueller-Hinton Agar.

Para el inoculo se prepara una suspension de la colonia problema de un cultivo de 24 horas.
Se ajusta esa suspensién con el 0,5 de la escala turbidimétrica de McFarland equivalente a
108 UFC/ml.

Los antimicrobianos a elegir en cada test de sensibilidad dependerd del microorganismo
aislado y su actividad seré en (ug o Ul/ml.

Para la incubacion de antibiogramas de aerobios sera a 35 °C durante 16-20 horas.

La lectura de los halos se efectlia a las 18 horas de incubacién a 35 °C, con ayuda de una regla
milimetrada. El didmetro del halo de inhibicion se relaciona con la susceptibilidad del

microorganismo frente al antibiotico estudiado.

2.4.5 Flujogramas de identificacion de especies y géneros
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Figura 3-2: Identificacion general de bacterias aisladas en la

piscina. A
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Figura 2-2: Identificacion general de bacterias aisladas en el la piscina. B
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Figura 2-2: Identificacion general de bacterias aisladas en el la piscina. C
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Figura4-2: Esquema de identificacion de Bacillus spp

'

-Forma: circular -Borde: rizado
-Elevacion: elevada  -Superficie: rugosa
-Consistenda cremosa - Luz Transmitida: opaca
-Color: tomate -Tamafio:3 mm

GRAM




Figura 5-2: Esquema de identificacion de Staphylococeus spp

Identificacion de Staphylococcus spp

Petrifln: Staph Exges

-Forma Puntiforme  -Borde: ondulado

Lonsistencia: cremosa - Luz Transmitida: transiicida
olor. blanca ~Tamafio: 2 mm

GRAM
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Figura 6-2: Esquema de identificacion de Staphylococcus aureus
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Figura 7-2: Esquema de :dennficacion de Cinobacter froundn
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Figura 8-2: Esquema de identificacion de Enterobacter gergovia

-Forma: circular -Borde: rizado

-Elevacién: plana -Superficie: lisa

Consistencia: cremosa - Luz Transmitida: translucida
-Color: blanco -Tamario: 5 mm
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Figura9--2: Esquema de identificacion de Budvicia aquatica
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Figura10-2: Esquema de identificacion de Cedecea davisae

Negativa

Positivo
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Figura 11-2: Esquema de identificacion de Pseudomonas aeruginosa
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Figura11-2: Esquema de identificacion de Edwardsislla ictaluri
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CAPITULO Il

3 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados presentados en las tablas corresponden a valores promedios obtenidos en las
determinaciones microbioldgicas de un muestreo en dos origenes: ojo de agua y piscina, se
obtuvieron dos muestras de cada origen del Balneario “El Salado” de Bafios de Agua Santa,

provincia de Tungurahua.

3.1 Propiedades fisico-quimicas del Balneario “El Salado” de Baiios de Agua Santa-

Tungurahua.

Tabla 1-3: Constantes fisico quimicas

Temperatura ambiente °C 19°C 20°C
Temperatura del agua °C 48.7°C 40.2°C
pH Unidades pH 7,0 6,9
Conductividad Eléctrica pS/cm 3900 3999
Solidos Totales Disueltos Ppm 2000 2000

Fuente: NUNEZ, S., 2015

°C: grados Celsius, ppm: partes por millén.

La temperatura registrada en el ojo de agua tuvo un valor promedio de 48.7°C, por otro lado la
temperatura reportada en la piscina del balneario fue un valor promedio de 40.2°C y la temperatura

ambiental registro valores de 19-20°C.

El Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia en aguas termominerales en el Ecuador (2013)
reporta que la temperatura de las aguas del Balneario “El Salado” oscila entre 55 °C, esta
temperatura es mayor a la reportada en este estudio. De igual con estas temperaturas estas aguas

se consideran hipertermales.
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El Vademécum de Aguas Mineromedicinales Espafiolas (2004), considera hipertermal a las aguas
que presentan una temperatura mayor de 37°C. Otros autores como Schoeller (1962), Castany
(1971), Karakolev (1984) Gramova et al (1994), Armijos y San Martin (1994), la clasifican como
hipertermales por gque se tratan de aguas con una temperatura entre 37-100°C, (FAGUNDO, Jy
GONZALEZ, P., 2007).

En funcion a las mediciones del pH se determina que estas aguas tienen un pH neutro reportando
valores promedios de 6,95. De modo que al comparar con el estudio de aguas termominerales en
el Ecuador (2013), estas aguas son alcalinas porque reportan un valor de pH de 7,3. Este pH

revela que estas aguas son neutras por estar entre 6,8y 7,2.

Los valores de conductividad eléctrica fueron > 3999 uS/cm. En aguas termominerales en el
Ecuador (2013), reportan valores de 6560 uS/cm. Por lo tanto estas aguas son de alta capacidad
para conducir la corriente. (INAMHI, 2013).

Los solidos totales disueltos fueron > 2000 ppm. En aguas termominerales en el Ecuador (2013),
registran un valor de 4198 ppm. Por lo tanto con estos valores obtenidos se trata de aguas de

salinidad muy alta. (INAMHI, 2013).

3.2 Aerobios Mes6filos Totales

Tabla 2-3: Recuento de Aerobios Mesofilos Totales (ufc/ml)

Ojo de agua 3x10 3x10 3x10 0 0
Piscina ox10! 7,4 x10! 8.2 x10! 128 11,3137
PROMEDIO DEL BALNEARIO 4,25 x10* 64 5,65685

Fuente: NUNEZ, S., 2015
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Grafico 1-3: Recuento de Aerobios Mesofilos Totales del Balneario “Fl Salado”

Porcentaje de Aerobios Mesofilos Totales a las 48 horas

M Ojo de agua

M Piscina

Fuente: NUNEZ, S., 2015

En el grafico podemos observar que en el ojo de agua el porcentaje de bacterias aerobias mesofilas
es de 3x10 ufc/mL (4%), siendo inferiores a 10 ufc/mL, lo cual indica que este sitio posee un
correcto perimetro de proteccidn, ademas por su alta mineralizacion y elevada temperatura

(54°C), inhibe el crecimiento de algunos microorganismos.

En el 2002, Mosso, M. A; Sanchez, M. C; De la Rosa, M. C, en el estudio de Ia
microbiologia del agua mineromedicinal de los Balnearios de Alhama de Granada, el nimero de
bacterias heterétrofas aerobias viables y esporuladas hasido inferior a 100 ufc/mL. Estos valores
son altos a los obtenidos en el Balneario “El Salado” ya que se reportaron valores promedio de
43 ufc/mL. Siendo estos menores de 50 ufc/mL, por lo tanto estan dentro de los valores

establecidos en las normas.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2004, realiz6 el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal de los Balnearios de Jaraba, donde obtiene valores inferiores de 10 ufc/mL, de
bacterias heter6trofas aerobias viables, mostrando que el perimetro de proteccion de los
manatiales es el adecuado. Estos valores son bajos comparados con los del Balneario “El Salado”,

gue promedian valores de 43 ufc/mL, estas cifras estarian dentro de lo establecido en las normas.

En el 2006, Mosso, Ma. Angeles [et al] realizo el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal del Balneario Cervantes, donde el nimero de bacterias heterétrofas y
oligotroficas aerobias viables, fueron menores de 100 ufc/mL y el de esporuladas inferior a 5

ufc/mL.
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Estos valores son semejantes a los del Balneario “El Salado” de aguas sulfatadas y de
extremadamente duras, indicandonos que estas cifras estan dentro de lo establecido en normas e

indica que los acuiferos poseen una muy buena proteccion.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2007, en la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario Puente Viesgo detectan valores inferiores a 10 ufc/mL de
bacterias heterétrofas y oligotroficas aerobias viable y esporuladas, lo que muestra una buena

proteccién del manantial.

Los valores obtenidos de bacterias heterotrofas y oligotréficas aerobias viables son bajos a los
reportados en el Balneario “El Salado”, que fueron inferiores de 100 ufc/mL, en cambio en los
valores de bacterias esporuladas reportaron 10 ufc/mL, siendo este valor mayor a los 5 ufc/mL
del Balneario “El Salado”, de modo que nos muestra que estas cifras estan dentro de lo establecido

en las normas.

En el 2008, Mosso, Ma, Angeles [et al], investiga la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Valdelateja, donde reporta que en el punto de emergencia
de los manantiales, el nimero de bacterias heterotrofas y oligotrofas aerobias viables, ha sido
inferior a 100 ufc/mL, y el de bacterias esporuladas inferior a 5 ufc/mL.

Lo que indica que, actualmente, la proteccién de los manantiales es apropiada. Estos valores al
cotejar con los encontrados en el Balneario “El Salado” son semejantes, ademas de que el pH de

estas aguas es similar y estan dentro de los valores establecidos en normas.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2009, estudia la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Alicun de las Torres, revelando que en el punto de
emergencia de los manantiales, el nimero de bacterias heterotrofas y oligotrofas aerobias viables

ha sido inferior a 100 ufc/mL.
Lo que expresa que la proteccidon de los manantiales es correcta. Estos valores conseguidos se

asemejan a los reportados en el Balneario “El Salado” en aguas extremadamente duras y

sulfatadas, indicandonos que estas cifras estan dentro de los valores establecidos en normas.
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Mosso, Ma. Angeles y De la Rosa, Ma. Carmen, en el 2011, estudiaron la microbiologia de los
manantiales mineromedicinales del Balneario de Bafios de la Concepcion de Villatoya,
demostrando que en el punto de emergencia de los tres manantiales, el niumero de bacterias
heter6trofas y oligotrofas aerobias viables ha sido muy bajo, inferior a 20 ufc/mL, es decir, que
la proteccion de los manantiales es apropiada.

Estos valores son minimos a los obtenidos en el Balneario “El Salado”, ya que estan en 43
ufc/mL, aunque sean aguas extremadamente duras, indicAndonos que estas cifras estan dentro de

los reportes establecidos en las normas.

En el 2013, De la Rosa, Ma. Carmen [et al], estudi6 la microbiologia del agua mineromedicinal
del Balneario Raposo, indicando que en el punto de emergencia del manantial, el nimero de
bacterias heterotrofas y esporuladas es muy bajo (5 ufc/mL), es decir, la proteccion del manantial

es la adecuada.

Estos valores son menores al comparar con los resultados promedio de 43 ufc/mL del Balneario
“El Salado” de aguas extremadamente duras y sulfatadas, indicindonos que estas cifras estan
dentro de los rangos establecidos en las normas.

3.3 Escherichia coli y Coliformes Totales

Tabla 3-3: Recuento de Escherichia coli y Coliformes Totales (ufc/ml)

Muestra 1 Muestra 2 Media (Y) Varianza (JE) Desviacion
estandar (s)

Ecoli CT E.coli CT E.coli CT E.coli CT E.coli CT
ORIGEN
Ojo de agua 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Piscina 7x10 1,31x10? 11x10 1.2x10? 9x10 1,255x10? 8 60,5 2,8284 7,7782
PROMEDIO DEL BALNEARIO 4,5x10 6,275x10! 4 30,25 1,4142 3,8891

Fuente: NUNEZ, S., 2015

CT: coliformes totales
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Grafico 2-3: Recuento de Escherichia coli y Coliformes Totales del Balneario “El Salado”.

Recuento de E. coli y Coliformes Totales a las 48 horas de
incubacion
140

125,5

120
100
80

UFC/mL

60
40

20 R

0OJO DE AGUA PISCINA
MUESTRAS

WE.coli mC.T

Fuente: NUNEZ, S., 2015

Este grafico representa la ausencia de recuentos de coliformes totales e indicadores fecales
(Escherichia coli), en el ojo de agua del Balneario “El Salado”, ademas la piscina investigada del
Balneario “El Salado” evidenci la presencia de coliformes totales en un un promedio >1,255x10?
ufc/mL, estos recuentos no revelan contaminacion fecal, por otro lado se reportd la presencia de
microorganismos indicadores de contaminacion fecal (Escherichia coli), en un promedio de 9x10
ufc/mL, por lo tanto existe contaminacion fecal y los bafiistas pueden estar expuesto a patégenos

entéricos.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2004, realizé el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal de los Balnearios de Jaraba, donde no reportaron indicadores fecales
(Escherichia coli, enterococos y Clostridium sulfito-reductores), por lo que cumplen con la
normativa de aguas de consumo humano. (BOE 45. 2003). Estos valores son similares al ojo de

agua del Balneario “El Salado” donde no se evidencio indicadores fecales ni coliformes totales.

En el 2006, Mosso, Ma. Angeles [et al] realizo el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal del Balneario Cervantes, en los puntos de emergencia, los bafios y agua de
bebida de la fuente Camilo, no se encontraron indicadores fecales (Escherichia coli, enterococos
y Clostridium perfringens), en 100 ml de agua, por lo que cumplen con la normativa de aguas de

consumo humano.

58



Estos valores son similares al ojo de agua del Balneario “El Salado”, demostrando la ausencia de
coliformes totales e indicadores fecales. En este estudio se detectaron ademas coliformes totales,
en numero muy bajo menos de 10/100 mL de agua, en los puntos de emergencia de este manantial.
Estos valores son minimos para los valores promedios de coliformes totales, detectados en la

piscina < 6,275x10* ufc/mL, indicando que no se debe a una contaminacién fecal.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2007, efectudé un estudio de la microbiologia de los
manantiales mineromedicinales del Balneario Puente Viesgo, no reportaron indicadores fecales
(Escherichia coli, enterococos, Clostridium sulfito-reductores y Clostridium perfringens), en el
punto de emergencia y la fuente de bebida, en 100 mL de agua, por lo que las muestras cumplen
con la normativa de aguas de consumo humano. (BOE 45. 2003). Estos valores son similares a

los reportados en al ojo de agua del Balneario “El Salado” e indican la contaminacién fecal.

En el 2008, Mosso, Ma, Angeles [et al], investigd la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Valdelateja, donde no reportan la presencia de indicadores
fecales (Escherichia coli, enterococos, Clostridium sulfito-reductores y Clostridium perfringens),
en 100 mL de agua, de modo que las muestras cumplen con la normativa de aguas de consumo
humano. (BOE 45. 2003).

Estos valores son iguales a los reportados en al ojo de agua del Balneario “El Salado”. En el
manantial Rio se encontraron coliformes totales 18 ufc/mL del genero Citrobacter freundii y
Enterobacter amnigenus, pero estas bacterias no indican una contaminacion fecal, ni riesgo para

la salud de los bafiistas, tomando en cuenta la ausencia de E. coli.

Estos valores son bajos, con respecto a los reportados en el Balneario “El Salado”, ya que se
reportd valores promedios > 6,275x10* ufc/mL, lo cual significa que existe la posibilidad de
presencia de microorganismos patdgenos en el agua, debido a la presencia de E, coli en este

mismo sitio.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2009, estudié la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Alicln de las Torres, manifestando que en los manantiales
Bafios y Bafios de Abajo, no presentan microorganismos indicadores de contaminacion fecal
(Escherichia coli, enterococos, Clostridium sulfito-reductores y Clostridium perfringens) en 250
mL de agua, por lo que las muestras cumplen con la normativa de aguas de consumo humano.
(BOE 45. 2003).
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Estos valores son similares al ojo de agua del Balneario “El Salado” donde no se evidencid
indicadores fecales, ni coliformes totales, indicando que no existe ninguna contaminacion de

origen fecal en este lugar.

Mosso, Ma. Angeles y De la Rosa, Ma. Carmen, en el 2011, estudiaron la microbiologia de los
manantiales mineromedicinales del Balneario de Bafios de la Concepcion de Villatoya,
expresando que en los tres manantiales estudiados, no muestran microorganismos indicadores de
contaminacion fecal (Escherichia coli, enterococos, Clostridium sulfito-reductores y Clostridium

perfringens) en 100 mL de agua.

Por lo que las muestras cumplen con la normativa de aguas de consumo humano. (BOE 45. 2003).
Estos valores son similares al ojo de agua del Balneario “El Salado” donde no se obtuvo
indicadores fecales, ni coliformes totales, indicando que estas aguas estan libres de patdgenos

entéricos.

En el 2013, De la Rosa, Ma. Carmen [et al], estudié la microbiologia del agua mineromedicinal
del Balneario Raposo, indicando que las muestras analizadas no presentan microorganismos
indicadores de contaminacion fecal (Escherichia coli, enterococos, Clostridium sulfito-
reductores ni Clostridium perfringens) en 100 mL de agua, por lo que cumplen con la normativa
de aguas de consumo humano. Estos valores son similares al ojo de agua del Balneario “El
Salado” donde no se obtuvo indicadores fecales. Por lo tanto estas aguas no poseen contaminacion

fecal y estan aptas para ser consumidas.

En 1998, Vendell, M, C [et al], en el estudio de microorganismos patdgenos en la fuente termal
de O Tinteiro en Ourense, revelan la ausencia de coliformes totales y coliformes fecales en la
propia fuente de agua. Estos valores son similares a los del Balneario “El Salado”. En las
inmediaciones de estas termas en el punto 2, 3, 5y en el colector punto 4 existe la presencia de
coliformes totales, también en el punto 3 y 5 de las inmediaciones y en el punto 4 del colector se

evidencié la presencia de coliformes fecales.

Estos datos son similares los reportados en la piscina del Balneario “El Salado”, por la presencia
de coliformes totales y coliformes fecales (Escherichia coli,), esta Gltima, se presume ser
representativa de la carga microbiana aportada al agua por los bafiistas, ya que es flora normal
del sistema digestivo de la mayoria de los animales de sangre caliente y su presencia en este
contexto, es relativamente benigna, pero se relacionan con los patégenos causando enfermedades
diarreicas. (GARCIA, M., et al. 2006).
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En el Reglamento del régimen Técnico-Sanitario de Piscinas, Canarias Boletin Oficial de
Canarias N° 38. Miércoles, 15 de marzo de 1989, exponen que el recuento de coliformes fecales
debe ser nulo, por lo que los datos del Balneario “El Salado”, cumplen con la norma legal. Por lo
contrario en el recuento de coliformes totales los valores maximos son de 10 coliformes totales/
100 mL, en una piscina normal, los valores reportados en la piscina termal del Balneario “El
Salado” superan los limites establecidos en este reglamento.

\

Lo que indica que en la piscina existe una contaminacion originada por microorganismos del
ambiente y pueden causan problemas en la salud debido a que existe el recuento de 9 ufc/mL de

E. coli.

Por lo tanto Escherichia coli, en el agua, no es peligrosa por si misma, sino que se utiliza como
un indicador fiable para otros microorganismos patdgenos, que se localizan usualmente en las
aguas contaminadas con heces. De modo que los coliformes fecales producen impactos
ambientales, por la disminucion de los niveles de oxigeno, reduciendo una gama de baterias

beneficiosas.
De la misma forma afectan a la salud de las personas, por contener ademas parasitos, bacterias y
virus causando enfermedades agudas del oido, hasta otras como la fiebre tifoidea y la hepatitis.

(GARCIA, M, et al. 2006)

3.4 Staph Express (Staphylococcus aureus)

Tabla 4-3: Recuento de bacterias del genero Staphylococcus (ufc/ml)

Ojo de agua 1x10 3x10 2x10 2 1,4142
Piscina 2,02x102 2,56 x10? 2,29 x10? 1458 38,1838
PROMEDIO DEL BALNEARIO 1,155 x102 730 19,7993

Fuente: NUNEZ, S., 2015
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Gréfico 3-3: Recuento de Staphylococcus del Balneario “El Salado”

Numero y porcentage de Staphylococcus a las 48 horas
de incubacion
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Fuente: NUNEZ, S., 2015

Esta grafica muestra el recuento de microorganismos del género Staphylococcus en el ojo de agua
con un promedio de 2x10 ufc/mL y en la piscina los recuentos fueron valores promedios > 2,29
x10? ufc/mL. De las especies aisladas del género Staphylococcus 4 ufc corresponden a
Staphylococcus aureus, por lo que esta especie es resistente a ambientes acuaticos, capaz de
sobrevivir durante largos periodos, pero no es capaz de crecer en agua., ya que Su reservorio son
los humanos. (OMS. 2000).

En 1998, Vendrell [et al], en el estudio de microorganismos patdgenos en la fuente termal de O
Tinteiro en Ourense, reportan en las inmediaciones en el punto 3 la presencia de Staphylococcus
aureus, donde concluyen gue ningln punto de los investigados se puede considerar agua potable,
pues en todos los puntos aparecen al menos uno de los microorganismos prohibidos por la

legislacion para ser considerada agua en buen estado microbioldgico.

Estos datos al comparar con los resultados promedio > 2,29 x10?de la piscina del Balneario “El
Salado” son similares, puesto que del total de cepas aisladas 4 colonias son de la especie
Staphylococcus aureus, lo que indican que los bafiistas puede estar en contacto con secrecion

purulenta de las lesiones o0 que son portadores asintomaticos de Staphylococcus aureus.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2004, realiz6 el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal de los Balnearios de Jaraba, de modo no reportaron bacterias patégenas
(Staphylococcus aureus), sin embargo reportaron bajos contajes de bacterias del género
Staphylococcus, indicando que estas bacterias se encuentran en el ambiente y llegan a los

manantiales a través del aire, el suelo y la lluvia.
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Estos valores son altos al comparar con los resultados del ojo de agua del Balneario “El Salado”
con 2x10 ufc/mL, pero son bajos al comparar con los resultados promedio > 2,29 x10% de la
piscina del Balneario “El Salado”. Los recuentos de Staphylococcus aureus en la piscina sefialan
que esta bacteria pudo ser liberada desde la piel de los trabajadores que no usan un equipo de
proteccion personal adecuado.

En el 2006, Mosso, Ma. Angeles [et al] realizd el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal del Balneario Cervantes, reportaron en baja proporcién bacterias del género
Staphylococcus, que se encuentran en el ambiente y llegan a los manantiales a través del aire, el
suelo y la lluvia. Ademas en una muestra reportaron bacterias patégenas (Salmonella,

Pseudomonas aeruginosa,Legionella pneumophilay Staphylococcus aureus),en 250 mL de agua.

Estos valores son altos al comparar con los resultados del ojo de agua del Balneario “El Salado”
con un promedio de 2x10 ufc/mL, pero son bajos al contrastar con los resultados promedio >
2,29 x102de la piscina del Balneario “El Salado”, indicando que los bafiistas tuvieron una higiene

deficiente de las manos y proliferan por el contacto.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2007, en la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario Puente Viesgo, detectan bajas proporciones de bacterias del
género Microccuss y Staphylococcus, dichas bacterias se alojan en el ambiente y llegan a los
manantiales a través del aire, el suelo y la lluvia, sin embargo no se reportd bacterias patdgenas

(Staphylococcus aureus), en 250 mL de agua.

Estos valores son altos al comparar con los resultados del ojo de agua del Balneario “El Salado”
con un promedio de 2x10 ufc/mL, pero son bajos al comparar con los resultados promedio > 2,29
x10? de la piscina del Balneario “El Salado”, ello podria conllevar una proliferacion y
propagacion de estas bacterias ocasionando erupciones en la piel, infecciones de heridas,

infecciones del tracto urinario, infecciones oculares, otitis externa y otras infecciones.

En el 2008, Mosso, Ma, Angeles [et al], investiga la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Valdelateja, donde reportan bajas proporciones de bacterias
del género Microccuss y Staphylococcu, dichas bacterias son muy ubicuas, sin embargo no se

report6 bacterias patgenas (Staphylococcus aureus), en 250 mL de agua.
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Estos valores son altos al cotejar con los resultados del ojo de agua del Balneario “El Salado” con
un promedio de 2x10 ufc/mL, pero son bajos si comparamos con los resultados promedio > 2,29
x10%de la piscina del Balneario “El Salado” y significaria que los bafiistas estdn propensos a sufrir

intoxicaciones por las toxinas producidas por Staphylococcus aureus, si beben agua de la piscina.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2009, estudia la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Alicin de las Torres, revelando una baja proporcion y
corresponden a los géneros Kocuria y Staphylococcus, estas bacterias son muy ubicuas y
consiguen vivir en concentraciones mas o menos elevadas de sales por lo que se han detectado en

aguas mineromedicinales, su presencia es normal en este tipo de ambientes salinos.

No se reportaron bacterias patdgenas (Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Legionella
pneumophila y Staphylococcus aureus) en 250 mL de agua. Estos valores son altos al medir con
los resultados del ojo de agua del Balneario “El Salado” con un promedio de 2x10 ufc/mL, pero
son bajos al comparar con los resultados promedio > 2,29 x102 en la piscina del Balneario “El
Salado”, lo cual podria causar enfermedades gastrointestinales causadas por una enterétoxina

estafilocdcica, que seran evidentes hasta 48 h después del contacto.

Mosso, Ma. Angeles y De la Rosa, Ma. Carmen, en el 2011, estudiaron la microbiologia de los
manantiales mineromedicinales del Balneario de Bafios de la Concepcion de Villatoya, indicando
una baja proporcion y corresponden al género Staphylococcus, estas cepas son hal6filas
facultativas y pueden vivir en concentraciones elevadas de sal, siendo bacterias ubicuas que se
han detectado en mineromedicinales. Tampoco se han encontrado bacterias patogenas
(Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila y Staphylococcus aureus) en
250 mL de agua.

Estos valores son altos al medir con los resultados del ojo de agua del Balneario “El Salado” con
un promedio de 2x10 ufc/mL, pero son bajos al comparar con los resultados promedio > 2,29 x10?
en la piscina del Balneario “El Salado”, e indican una falta de desinfeccion en el momento de

limpiar la piscina.

Enel 2013, De la Rosa, Ma. Carmen [et al], estudiaron la microbiologia del agua mineromedicinal
del Balneario Raposo, indicando que existe una baja proporcion y corresponden al genéro
Staphylococcus. Las cepas aisladas son hal6filas facultativas y pueden vivir en concentraciones
elevadas de sal. Tampoco se han encontrado bacterias patogenas (Salmonella, Pseudomonas

aeruginosa, Legionella pneumophila y Staphylococcus aureus) en 250 mL de agua.
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Estas bacterias son muy ubicuas y se han detectado en aguas mineromedicinales. Estos valores
son altos al medir con los resultados del ojo de agua del Balneario “El Salado” con un promedio
de 2x10 ufc/mL, en cambio son bajos al comparar con los resultados promedio < 2,29 x10%en la
piscina del Balneario “El Salado”, indicando que la fuente es la piel de los bafiistas adquieren esta
bacteria a través del contacto y pueden intoxicarse al ingerir agua que contiene toxinas de
Staphylococcu aureus.

Por todo lo mencionado anteriormente los Staphylococcus sobreviven durante semanas en
medioambientes de concentraciones salinas, tejidos, érganos de animales y durante dias en la piel
y suelo. (GRACIA, M., et al. 2006).

La especie Staphylococcus aureus causa varias afecciones en las mucosas relacionadas con el
bafio: conjuntivitis, otitis, problemas cutaneos e intoxicaciones, por ser un agente patégeno de
alto grado, y que los seres humanos son el Unico reservorio conocido. (OMS, 2000)

3.5 Mohos y Levaduras

Tabla 5-3: Recuento de mohos y levaduras (ufc/ml)

_ f 7 Desviacion
Muestra 1 Muestra 2 Media (A ) VLT ) estandar (s)
ORIGEN
Mohos L Mohos L Mohos L Mohos L Mohos L
Ojo de
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
agua
o 4,5 3125
Piscina 2,3x101  1,64x102  2,0x10!  1,89x102 2,15x10!  1,765x102 2,1213 17,68
PROMEDIO DEL BALNEARIO 1,075x10'  8,825x10! 2,25 156,25 1,0606 8,84

Fuente: NUNEZ, S., 2015

L: levaduras
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Gréfico 4-3: Recuento de Mohos y Levaduras del Balneario “El Salado”

Recuento de Mohos y Levaduras a los 8 dias de incubacidon
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Fuente: NUNEZ, S., 2015

En esta gréfica se revela la ausencia de mohos y levaduras en el ojo de agua. La piscina del
Balneario “El Salado” revela la presencia numerosa de mohos y levaduras, en un promedio de
2,15x10! ufc/mL y 1,765x10? ufc/mL respectivamente. Ello podria causar en los bafiistas micosis,

reacciones alérgicas y problemas respiratorios, debido a que se propagan con mucha facilidad.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2004, realiz6 el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal de los Balnearios de Jaraba, detectaron hongos en valores > 10 en 100mL y

detectaron dos cepas de levaduras en los manantiales del Balneario La Virgen.

Estos valores son bajos al medir con los resultados de mohos y levaduras de la piscina del
Balneario “El Salado” con un promedio de 2,15x10'y 1,765x10? respectivamente, estos valores
representan una mayor posibilidad de contraer micosis, en las zonas himedas del cuerpo

especialmente entre los dedos de los pies.

En el 2006, Mosso, Ma. Angeles [et al] realizo el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal del Balneario Cervantes, reportaron un nimero muy pequefio 20/100 mL siendo
los hongos microorganismos ubicuos pero en aguas subterraneas estan en nimero bajo o no se
detectan, sin embargo en algunos estudios encontraron hongos en manantiales de aguas
hipertermales por De la Rosa, M.C, Mosso, M. A, Prieto, M.P, (2011), en el Balneario “El Paraiso”
de Manzaneray MOSSO, M.A, De la Rosa, M.C, Vivar, C (1998), en el Balneario de Cofrentes.
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Estos valores son bajos al medir con los resultados promedio de mohos 2,15x10'y de levaduras
1,765x10% en la piscina del Balneario “El Salado”, ello podria originar una sensibilidad o alergia

cuando existe contacto con piel.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2007, en la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario Puente Viesgo, se detecta en escaso numero, son poco
frecuentes debido a su bajo numero. Estos valores son bajos al medir con los resultados de mohos
y levaduras de la piscina del Balneario “El Salado” con un promedio de 2,15x10'y 1,765x10°

respectivamente, lo cual podria causar tifias en las plantas de pies, ufias, espacios interdigitales.

En el 2008, Mosso, Ma, Angeles [et al], investiga la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Valdelateja, donde reportan un escaso nimero, son poco
frecuente debido a su bajo nimero, hoy en dia existe un gran interés por conocer la ecologia de

los hongos en aguas minerales envasadas (CABRAL, J. 2010).

Ademas por las implicaciones sanitarias como por las alteraciones organolépticas que pueden
ocasionar en las aguas de bebida. Estos valores son bajos al medir con los resultados de mohos y
levaduras de la piscina del Balneario “El Salado” con un promedio de 2,15x10'y 1,765x10?
respectivamente y significa que el usuarios estd expuesto a molestias como congestion nasal,

irritacion de la garganta, 0jos, o, en ciertos casos, irritacion de la piel.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2009, estudiaron la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Alictn de las Torres, revelando hongos filamentosos en el
manantial Bafios de Abajo que proceden del suelo. La presencia de mohos en aguas minerales es
poco frecuente. Estos valores son bajos al medir con los resultados de mohos y levaduras de la
piscina del Balneario “El Salado” con un promedio de 2,15x10'y 1,765x102 respectivamente, lo
cual podria causar infecciones peligrosas de moho en los pulmones de personas con un sistema

inmunolégico disminuido o personas con enfermedades crénicas de los pulmones.

Mosso, Ma. Angeles y De la Rosa, Ma. Carmen, en el 2011, estudiaron la microbiologia de los
manantiales mineromedicinales del Balneario de Bafios de la Concepcion de Villatoya, indicando
la presencia de mohos y levaduras en aguas minerales es poco usual ya que provienen del suelo
pero se adaptan a las condiciones de estos habitats. Estos valores son bajos al medir con los
resultados de la piscina del Balneario “El Salado” con un promedio de 2,15x10! para mohos y
1,765x10? para levaduras, lo cual estas aguas termales presentan condiciones de humedad y calor

Optimas para que se desarrollen mohos y levaduras.
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Enel 2013, De la Rosa, Ma. Carmen [et al], estudiaron la microbiologia del agua mineromedicinal
del Balneario Raposo, indicando la presencia de mohos en aguas minerales es poco habitual, ya
que la mayoria derivan del suelo pero se adaptan a las condiciones de estos ambientes acuaticos.

Estos valores son bajos al medir con los resultados de mohos y levaduras de la piscina del
Balneario “El Salado” con un promedio de 2,15x10'y 1,765x10? respectivamente, lo cual
conlleva a que si el bafiista ingiere agua termal de la piscina, las toxinas de ciertos tipos de hongos

pueden ser liberadas dentro de tejidos humanos.

Por lo tanto los mohos y levaduras revelan un riesgo potencial de contaminacién en los balnearios
de aguas termales por ello las personas deben conservar siempre la piel seca y evitar caminar
descalzos por ambientes himedos para no originar micosis a través de la piel.

3.6 Bacterias Gram Positivas y Gram Negativas del Balneario “El Salado”

Tabla 6-3: Resultados de la Tincion Gram de Cepas aisladas

Morfologias bacterianas

Cocobacilo Bacilos Cocos TOTAL
1 4 6 11
0 15 0 15

Fuente: NUNEZ, S., 2015

Gréfico 5-3: Bacterias Gram Positivas, Gram Negativas y tipos morfolégicos

Gram Positivo;
Gram Negativo; 11; 42%

15; 58%

GRAM DE BACTERIAS AISLADAS TIPOS MORFOLOGICOS

Fuente: NUNEZ, S., 2015
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Se aislaron 26 cepas de bacterias aerobias mesofilas de las cuales 19 (73.08%) fueron
identificadas, correspondiendo a morfologias bacterianas de bacilos Gram negativos 10 (52,63%),
cocos Gram positivos 5 (26,31%) y bacilos Gram positivos 4 (21,06%).

Las cepas aisladas e identificadas pertenecen, en su mayoria a la Familia Enterobacteriaceae
(75%), seguido de los cocos Gram positivos de la especie Staphylococcus aureus (17,4%) y
Staphylococcus spp (11,6%). De los bacilos Gram positivos aislados e identificados corresponden
al género Bacillus spp (24%). En el Balneario “El Salado”, los datos de la Tabla 6-3 revelan el

predominio de bacilos Gram negativos.

En el 2002, Mosso, M. A; Sanchez, M. C; De la Rosa, M. C, en el estudio de la microbiologia
del agua mineromedicinal de los Balnearios de Alhama de Granada, reportan el aislamiento de
cepas bacterianas correspondiendo a bacilos Gram positivos (49,1%), cocos Gram positivos
(30,2%) y bacilos Gram negativos (20,7%), predominando los géneros Bacillus,

Corynebacterium, Micrococcus, Staphylococcus, Pseudomonas y Stenotrophomonas.

Estos datos al comparar con los del Balneario “El Salado”, son diferentes, de modo que en este
lugar, predominan los bacilos Gram negativos (52,63%), en cuanto a los géneros son similares,
predominando el género Staphylococcus, Bacillu y Pseudomonas, todo ello significa que estas
bacterias son de importancia clinica ya que 20 especies de las Enterobacteriaceae son los
causantes del 95% de las infecciones en humanos (Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosas).

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2004, realiz6 el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal de los Balnearios de Jaraba, aislaron 254 cepas bacterianas heterétrofas de las
cuales 244 (96,1%) fueron identificadas, correspondiendo a bacilos Gram negativos 165 (65%),
cocos Gram positivos 44 (17,3%) y bacilos Gram positivos 35 (13,8%). En todos los manantiales
han predominado los bacilos Gram negativos. Los géneros predominantes de bacilos Gram
negativos son Pseudomonas fluorescentes y no fluorescentes, Burkholderia, Enterobacter y cocos

Gram positivos son Staphylococcus.

Estos datos al cotejar con los del Balneario “El Salado”, son similares, debido a que en este lugar,
predominan los bacilos Gram negativos (52,63%), pero difieren en los géneros identificados.
Estos datos revelan que los bacilos Gram negativos estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza (suelo, agua), llegan a los manantiales por medio del aire o lluvias y en algunos casos

de la flora de los bafiistas.
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En el 2006, Mosso, Ma. Angeles [et al] realizo el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal del Balneario Cervantes, aislaron 75 cepas bacterianas heterdtrofas de las cuales
71 fueron identificadas, correspondiendo a bacilos Gram negativos 42 (56%), cocos Gram
positivos 11 (14,6%) y bacilos Gram positivos 18 (24%). En los manantiales han predominado
los bacilos Gram negativos, encontrdndose especies fermentadoras y no fermentadoras,
caracteristica de aguas minerales hipotermales.

Estos datos al comparar con los del Balneario “El Salado”, son similares, debido a que en este
lugar, predominan los bacilos Gram negativos (52,63%), pero son diferentes en cuanto a
porcentajes de modo que los bacilos Gram negativos (52,63%), y cocos Gram positivos (21,06%)
y bacilos Gram positivos (21,6%). Por lo tanto la morfologia de bacilos Gram negativos es la
predominate en ambos balnearios. Estos datos reflejan que estas bacterias proceden del aire y

suelo a través de lluvias y en algunos casos de la flora de los bafiistas.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2007, en la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario Puente Viesgo, aisl6 37 cepas bacterianas heterétrofas que
corresponden a los tipos morfoldgicos de bacilos Gram negativos no fermentadores (62,2%),
cocos y bacilos Gram positivos (18,9%). Los datos reportados en el Balneario “El Salado” son
similares, debido a que en este lugar, predominan los bacilos Gram negativos (52,63%), pero
difieren en la oxidacion y fermentacion debido a que estos en su totalidad fueron inertes.

En cuanto a los géneros encontrados en el Balneario Puente Viesgo son similares a los del
Balneario “El Salado” ya que se identificaron géneros como: Pseudomonas, Bacillus vy
Staphylococcus. El género Bacillus procede del suelo y atraviesa al agua y son frecuentes en

manantiales hipertermales.

En el 2008, Mosso, Ma, Angeles [et al], investiga la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Valdelateja, donde aislaron 114 cepas de bacterias viables
heterétrofas y oligotrofas, de las cuales han sido identificadas un 83,3%, que corresponden a los
tipos morfoldgicos de bacilos Gram negativos fermentadores (45,6%) y no fermentadores

(31,6%), bacilos y cocos Gram positivos (22,8%).

Los datos obtenidos en el Balneario “El Salado” son similares, debido a que en este lugar,
predominan los bacilos Gram negativos (52,63%), pero son diferentes en la oxidacion y
fermentacion debido a que estos en su totalidad fueron inertes, en cuanto a los cocos Gram
positivos 5 (26,31%) el porcentaje esta cercano. En cuanto a los géneros se asemejan por aislar

algunos generos de la familia de Enterobacteriaceae y Bacillus.
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Estos datos significan que ciertas especies que pertenecen a los coliformes proceden del suelo y

otras son nativas del agua como Budvicia aquatica.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2009, estudiaron la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Alicun de las Torres, indicando el aislamiento de 60 cepas
de bacterias viables heterétrofas y oligotrofas, de las cuales han sido identificadas 55 (91,6%),
corresponden a los tipos morfologicos de bacilos Gram negativos (54,5%), bacilos Gram positivos
(29,1%) y cocos Gram positivos (16,4%).

Estos datos al comparar con los del Balneario “El Salado”, presentan variaciones en los
porcentajes, bacilos Gram negativos (52,63%), cocos Gram positivos (26,31%) y bacilos Gram
positivos (21,06%), pero de igual manera la morfologia de bacilos Gram negativos es la
predominate en ambos balnearios. En los géneros se asemejan los datos debido a que también se
encontraron en los dos estudios especies del género Pseudomonas y en baja proporcién a
Staphylococcus, significando son bacterias del medio ambiente que pueden estar en el agua, suelo

y expandirse en ambientes acuéticos.

Mosso, Ma. Angeles y De la Rosa, Ma. Carmen, en el 2011, estudiaron la microbiologia de los
manantiales mineromedicinales del Balneario de Bafios de la Concepcién de Villatoya y han
aislado 135 cepas de bacterias viables heterétrofas y oligotrofas, que corresponden a los tipos
morfoldgicos de bacilos Gram negativos (60%), bacilos Gram positivos (29,6%) y cocos Gram
positivos (10,4%).

Estos datos al comparar con los del Balneario “El Salado”, son similares en el predominio de
bacilo Gram negativos, pero diferentes en los porcentajes obtenidos de los tipos morfolégicos,
bacilos Gram negativos (52,63%), cocos Gram positivos (26,31%) y bacilos Gram positivos
(21,06%).

En el 2013, De la Rosa, Ma. Carmen [et al], estudiaron la microbiologia del agua mineromedicinal
del Balneario Raposo y aislaron 115 cepas de bacterias viables heterétrofas y oligotrofas, que
corresponden a los tipos morfolégicos de bacilos Gram negativos (73 %), bacilos Gram positivos

(23,5 %) y cocos Gram positivos (3,5 %).

Al comparar los porcentajes de los tipos morfolégicos de estos dos balnearios, son diferentes,
puesto que en Balneario “El Salado ™ corresponde a bacilos Gram negativos (52,63%), bacilos
Gram positivos (21,06%) y cocos Gram positivos (26,31%), Sin embargo en los dos balnearios

prevalecen los bacilos Gram positivos.
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3.7 Identificacion de bacterias mesofilas bacilos Gram negativos

Tabla 7-3: Caracteristicas culturales, fisiologicas y bioguimicas de las colonias aisladas (bacilos Gram negativos).

PLACA

PETRIFILM

e Forma

e Borde

e Elevacion

e Superficie

e Consistencia

e Luz
Transmitida

e Color

e Tamafo

GRAM

E.coli/CT

Irregular
Ondulado
Elevada
Rugosa
Cremosa

Opaca

Blanco

6 mm

Bacilos (-)

E.coli/ CT

Circular
Rizado
Plana
Lisa
Cremosa

Translicida

Blanco

5 mm

Bacilos (-)

Aerobios

Irregular
Rizado
Elevada
Lisa
Cremosa

Translicida

Blanco

5 mm

Bacilos (-)

Aerobios

Circular
Rizado
Elevada
Lisa
Cremosa
Translucida

Amarillento-
verdoso

3 mm

Bacilos (-)

E.coli/ CT

Irregular
Rizado
Plana
Rugosa
Mucoide

Opaca

Amarillento

14 mm

Bacilos (-)

Aerobios

Circular
Rizado
Plana
Rugosa
Cremosa

Transparente

Transparente

13 mm

Bacilos (-)

Aerobios

Irregular
Rizado
Plana
Lisa
Cremosa

Translicida

Amarillento

12 mm

Bacilos (-)

Aerobios

Irregular
Rizado
Plana
Rugosa
Mucoide

Translicida

Amarillento-

verdoso
22 mm

Bacilos (-)

(Continua)



CATALASA + + + + + - + +

OXIDASA - - - - + + - +

OXIDATIVO/IFE
RMENTATIVO

AGAR

MACCONKEY ¢ . C . . = > >
AGAR EOSINA

AZUL DE C C C C C C Cc Cc
METILENO

AGAR

SHIGELLA- SC SC SC SC N/A SC C N/A
SALMONELLA

AGAR F N/A N/A N/A N/A C N/A N/A Cc

Inertes Inertes Inertes Inertes Inertes Inertes Inertes Inertes

KLIGLER A/A ALC/A A/A ALC/A N/A ALC/A ALC/A N/A

e Glucosa Positivo Positivo Positivo Positivo N/A Positivo Positivo N/A
e Lactosa Positivo Negativo Positivo Negativo N/A Negativo Negativo N/A
o H.S Positivo Negativo Negativo Negativo N/A Negativo Negativo N/A

¢ Indol Negativo Negativo Negativo Negativo N/A Negativo Positivo N/A

e Movilidad Positivo Positivo Negativo Positivo N/A Positivo Positivo N/A

o H.S Negativo Negativo Negativo Negativo N/A Negativo Negativo N/A

UREA Positivo Positivo Positivo Negativo N/A Negativo Negativo N/A

CITRATO Positivo Positivo Negativo Positivo N/A Positivo Negativo N/A
Citrobacter  Enterobacter Budvicia Cedecea Pseudomona  Shewanella  Edwardsiella Pseudomonas

ESPECIE freundii gergoviae aquatica davisae saeruginosa  putrefaciens ictaluri aeruginosa
Fuente: NUNEZ, S., 2015

OPML1: origen piscina-muestra 1, OPMZ2: origen piscina-muestra 2, CT: Coliformes Totales, mm: milimetros, C: crecimiento, SC: sin crecimiento, A/A:

Acido/acido, ALC/A: alcalino/acido, N/A: no aplica
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Esta tabla muestra las caracteristicas generales, fisiologicas y bioquimicas de la Familia
Enterobacteriaceae, donde se observan que son bacilos Gram negativos rectos, no formadores
de esporas, catalasa variable, pero en su mayoria son positivos, de movilidad variable, que por lo
general son moviles. Ademas son oxidasa negativa, O/F de la glucosa: F (fermentativos) o Fy O
(oxidativos), pero en este caso la mayoria fueron inertes. Su temperatura 6ptima de crecimiento
fue de 35°C. Y con un crecimiento en Agar MacConkey y Eosina azul de metileno.
(MACFADDIN, Jean, 2000. p. 681).

Por otro lado las caracteristicas el género Pseudomonas son bacilos Gram negativos rectos o
ligeramente curvos, aerobios, catalasa positivos, movilidad variable, pero por lo general son
positivos, oxidasa variable, O/F de la glucosa: O (oxidativos), pero en nuestro caso estos fueron
inertes. La temperatura de crecimiento éptima fue de 30-37°C. (MACFADDIN, Jean, 2000. p.
628).

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2004, realiz6 el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal de los Balnearios de Jaraba, en el manantial Las Pilas aisl6 la especie de
Pseudomonas aeruginosa (13%) y en el manantial S. José con un (18,6%), estos resultados son
mayores al comparar con los obtenidos en el Balneario “El Salado” de la especie de Pseudomonas
aeruginosa (10,53%), lo cual indica que esta bacteria sobrevive y proliferarse en en ambientes
oligotrdficos.

En el 2008, Mosso, Ma, Angeles [et al], investiga la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Valdelateja, en el total de bacterias aisladas reporta a
Budvicia aquatica (2,6%), y en el Balneario “El Salado” se reporta Budvicia aquatica (5,26%),
estos datos significan que estaba bacteria es propia de la flora del agua y no causa ningun riesgo

en los bafistas.

En el 2013, De la Rosa, Ma. Carmen [et al], estudi6 la microbiologia del agua mineromedicinal
del Balneario Raposo, en el analisis del Sondeo se report6 la especie Budvicia aquatica (6,7%) y
en el Balneario “El Salado” se reporta Budvicia aquatica (5,26%), ello podria decirse que estas

bacteria son propia de la flora del agua y no causa ningun riesgo en los bafiistas.
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3.8 Identificacion de bacterias mesofilas bacilos Gram positivos

Tabla 8-3: Caracteristicas culturales, fisiol6gicas y bioquimicas de las colonias aisladas bacilos

Gram positivos

CODIGOS

PLACA
PETRIFILM

ORIGEN

e Forma

e Borde

e FElevacion

MACROSCOPICA

e Superficie

e Consistencia

DESCRIPCION

e Luz Transmitida

e Color
e Tamafo

PRUEBAS TINCION

GRAM

CATALASA

OXIDASA

HIDROLIDIS DEL
ALMIDON

HIDROLISIS DE
LA GELATINA

OTRAS
REAC-
CIONFS

ESPECIE

Fuente: NUNEZ, S., 2015

OOM2-29

Staph Express

Irregular

Rizado
Plana
Lisa
Brillante
Cremosa
Translucida

Abano
6 mm

Bacilos (+)

Bacillus spp

OOM2-31 OOM2-33

Staph Express  Staph Express

Circular Irregular
Circular Rizado
Plana Elevada
Lisa brillante Lisa brillante
Cremosa Cremosa
Transldcida Translicida
Amarillo Transparente
8 mm 4mm
Bacilos (+) Bacilos (+)
+ +
" +
+ -
Bacillus spp Bacillus spp

OOM1-35

Aerobios

Circular
Rizado
Elevada
Rugosa

Cremosa
Opaca

Tomate
3 mm

Bacilos (+)

Bacillus spp

OOML1: origen ojo de agua-muestra 1, OOMZ2: origen ojo de agua-muestra 2, mm: milimetros
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La Tabla 8-3 muestra las caracteristicas generales, fisiologicas y bioquimicas del género Bacillus
y de la especie Bacillus spp, se observan que son bacilos Gram positivos rectos, catalasa variable,
pero en su mayoria son positivos, movilidad por lo general positiva. Ademas son oxidasa
variables, O/F de la glucosa: F (fermentativos) u O (oxidativos) o ambos (F/O) Su temperatura
Optima de crecimiento fue de 35°C. (MACFADDIN, J. 2000) Se realizaron pruebas de hidrolisis
del almiddn e hidrolisis de la gelatina, observando resultados positivos.

En el 2006, Mosso, Ma. Angeles [et al] realizo el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal del Balneario Cervantes, aisl6 cepas de Bacillus, semejantes a las aisladas en el
Balneario “El Salado”, de modo que estas bacterias proceden del aire y del suelo de donde

atraviesan al agua y no poseen consecuencias clinicas.

De la Rosa, Ma. Carmen [et al], en el 2007, en la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario Puente Viesgo, aislé bacilos Gram positivos del genero
Bacillus, similares a los aislados en el Balneario “El Salado”, indicandonos que estas bacterias

proceden del suelo y atraviesan al agua.

Del mismo modo en el 2007, Marquez Francisco, realizé el aislamiento y taxonomia de bacterias
del género Bacillus recolectadas en suelos de un bosque y una pradera, Al comparar con nuestra
investigacion, lo que significa que la fuente y prevalencia de esta bacteria son ambientes naturales
como el suelo y el agua, gracias a sus endosporas, pueden adaptarse a diferentes habitats y poder

desarrollarse.

Mosso, Ma. Angeles y De la Rosa, Ma. Carmen, en el 2011, estudiaron la microbiologia de los
manantiales mineromedicinales del Balneario de Bafios de la Concepcion de Villatoya, aislaron
especies de Bacillus 4,8% en Las Bombas y 17,9% en las Cuevas, al comparar con los valores
obtenidos en el Balneario “El Salado” de Bacullus spp (21,06%) son bajos, lo que significa que
estas bacterias son provenientes de las capas superiores del suelo y no causan dafio a la salud de

los bafistas.

En el 2013, De la Rosa, Ma. Carmen [et al], estudi6 la microbiologia del agua mineromedicinal
del Balneario Raposo, aislaron especies de Bacillus spp en el manantial con un 8,6% y en el
Sondeo con un 13,3%, al comparar con los valores obtenidos en el Balneario “El Salado” de
Bacullus spp (21,06%) son bajos, por lo que significa que estas bacterias son provenientes de las

capas superiores del suelo.
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3.9 Identificacion de bacterias mesdfilas cocos Gram positivos

Tabla 9-3: Resultados de Cepas aisladas Cocos Gram positivos

OOM1-30 OPM1-3 OPM1-16 OPM2-30 OPM1-32

_ Staph Express Aerobios Staph Express  Staph Express Aarahies

_ Puntiforme Irregular Circular Irregular Circular
_ Ondulada Rizado Circular Rizado Rizado
e Elevacion Plana Plana Plana Elevada Elevada
e Superficie | \Lisabrillante  Lisabrillante  Lisabrillante Lisa brillante Rugosa
s Consistencia| Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa Cremosa
_ Translucida Transllcida Translicida  translicida opaca
Blanca Anaral_njado Amarillo Transparente Tomate
palido
‘e Tamafio 2 mm 5 mm 8 mm 4mm 3mm
_ Cocos (+) Cocobacilo  Cocos (+) Cocos (+) Cocos (+)
_ Staphylococcus  Staphylococcus — Staphylococcus — Staphylococcus — Staphylococcu
spp aureus aureus aureus s spp

ELABORADO POR: NUNEZ; 2015

OOML: origen ojo de agua-muestra 1, OPM1.: origen piscina-muestra 1, OPMZ2: origen piscina-
muestra2, CNF: crecimiento, no fermentacion, mm: milimetros, A: crecimiento y fermentacion

La Tabla 9-3 muestra las caracteristicas generales, fisiologicas y bioquimicas del género
Staphyloccoccus, pertenecen a la especie Staphylococcus aureus y Staphylococcus spp., se
observan que son cocos Gram positivos dispuestos en parejas o racimos, coagulasa variables,
aerobios catalasa por lo general positiva, oxidasa variables. Su temperatura 6ptima de crecimiento
fue de 30-37°C. (MACFADDIN, J. 2000)
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En el 2006, Mosso, Ma. Angeles [et al] realizo el estudio de la microbiologia del agua
mineromedicinal del Balneario Cervantes, en el mantial Cervantes reportan la especie de
Staphylococcus spp (2,9) y en el manantial San Camilo reportan para Staphylococcus spp (7,5%),
al comparar los resultados obtenidos en el Balneario “El Salado” que reportan un 10,53%, este es
mayor, indicando que estas bacterias habitan en el ambiente y llegan a los manantiales por medio

del aire, la lluvia y el suelo.

En 1998, Vendell et al realiza el estudio de microorganismos patdgenos en el fuente termal de O
Tinteiro en Ourense, donde reporta la presencia de especies de Staphylococcus aureus en el
punto 3 de las enmendaciones, estos valores son semejantes a la presencia de Staphylococcus
aureus en la piscina del Balneario “El Salado”, lo que conlleva a un riesgo para los baiiistas

porgue pueden generar problemas en la piel.

La especie de Staphylococcus aureus habita en animales y personas, en las fosas nasales, la
garganta y la piel, pero también causa enfermedades, tales como neumonias. Su importancia se
debe a la resistencia frente a los antibioticos y las limitadas opciones de tratamiento en salud

publica.
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3.10 Cepas aisladas en el Balneario “El Salado” de Baiios de Agua Santa-Tungurahua

0JO DE 1
AGUA
0JO DE 2
AGUA

1
PISCINA
PISCINA 2

Fuente: NUNEZ, S., 2015

Tabla 10-3: Géneros y especies de Cepas aisladas en el Ojo de agua y en la Piscina

Bacillus spp

Staphylococcus spp
Bacillus spp

Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Citrobacter freundii
Enterobacter freundii
Budvicia aquatica
Cedecea davisae
Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Edwardsiella ictaluri
Shewanella putrefaciens
Pseudomonas aeruginosa
Edwardsiella ictaluri

w =

R R R R R RRPR R R R WPR

50,00

50,00
100,00

11,11
33,34
11,11
11,11
11,11
11,11
11,11
12,5
12,5
12,5
12,5
12,5
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Bacillus spp

Staphylococcus spp

Escherichia coli
Staphylococcus aureus

Citrobacter freundii
Enterobacter freundii

Budvicia aquatica

Cedecea davisae
Edwardsiella ictaluri

Shewanella putrefaciens
Pseudomonas aeruginosa

100
100

100
100

100
100

100
100

88
99.9

100

21,06
10,53

10,53

15,79
5,26
5,26

5,26
5,26

5,26
5,26

10,53



En la Tabla 10-3 se presentan las especies aisladas e identificadas en el 0jo de agua y en la piscina
del Balneario “El Salado”. En el ojo de agua se aislaron dos géneros bacterianos de la especie
Bacillus spp y Staphylococcus spp. La piscina de este balneario tiene una mayor diversidad
presentado especies en su mayoria de la Familia Enterobacteriaceae, Escherichia coli,
Citrobacter freundii, Enterobacter gergoviae. Budvicia aquatica, Cedecea davisae, Edwardsiella
ictaluri, identificadas por medio de pruebas bioquimicas. Shewanella putrefaciens (esta bacteria

fue identificada por medio del método de Microgen GN-ID Idnetificacion).

También se identificaron especies de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus spp vy

Staphylococcus aureus, provenientes de una contaminacion aportada por los bafiistas.

Bacillus spp son frecuentes en ambientes naturales ya sea en el agua y en el suelo, y esto se debe
a laresistencia de las esporas a procesos de desinfeccion. Estas bacterias son inocuas, pero algunas
pueden ser patdgenas para animales incluido el hombre, debido a que algunas cepas producen

toxinas similares a Staphylococcus aureus.

Escherichia coli es una parte natural y principal de la flora bacteriana en el intestino de los seres
humanos y animales. La mayoria de cepas de E. coli no son patdgenas y habitan inofensivamente
el colon. Sin embargo, algunos serotipos juegan un papel en las enfermedades intestinales y extra-
intestinales, como las infecciones del tracto urinario. (CABRAL, J. 2010)

La especie Pseudomonas aeruginosa es la mas habitual aislada en aguas de piscina, presentando
una superioridad sobre los indicadores microbioldgicos. A niveles de 1,5 mg/l esta especie no se
desarrolla en el agua termal, eliminando asi la principal causa de otitis en los bafistas. Existen
brotes de dermatitis y otitis externa por Pseudomonas aeruginosa asociados al uso de piscinas y
bafieras calientes, y en ambientes hiimedos por lo que esta bacteria es de gran importancia clinica.
(TORTORA, G. 2007)

Citrobacter freundii es un habitante intestinal de los seres humanos que a veces pueden poseer 0
conseguir, la capacidad de originar una enterotoxina y convertirse asi en un patégeno intestinal,
causante de diarreas ademas puede producir infecciones de vias urinarias y de vias respiratorias.
(CABRAL, J. 2010)

Budvicia aquatica es un microorganismo que se encuentran generalmente en el agua dulce

incluyendo arroyos, rios y pozos, sin embargo, ocasionalmente se producen en muestras clinicas.
(MAHON, C,, et al. 2015).
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Shewanella putrefaciens se le ha implicado ocasionalmente como un patégeno humano, se ha

aislado en muestras clinicas de humanos y se asocian a ulceras cutaneas, infecciones oticas,

infecciones oculares. Sin embargo se lo recupera mas frecuente en reservorios acuaticos, es de

importancia ecoldgica ya que interviene en procesos de autodepuracion ambiental porque usa

conpuestos organicos Yy el petrolio como fuente de energia y fuente de carbono. (KONEMAN,

E., et al. 2015)

Cedecea davisae es la especie mas cominmente aislada, estd relacionada con infecciones

cutaneas con Ulcera de la pierna 'y heridas de quemaduras. Se aisl6 de sangre de las Ulceras de la

pierna. (MAHON, C., et al. 2015).

Edwardsiella ictaluri es un microorganismo que se ha aaislado solo en peces y en la actualidad,
no posee importancia clinica. (KONEMAN, E., et al. 2015).

3.11  Antibiogramas de bacilos Gram negativos

Tabla 11-3: Antibiograma de varias especies de Enterobacteriaceae

Agente Antimicrobiano

D
— E
o~ =) g £ 5
= S B § = C:,L =) S~
o < a2 g 2 = \u) g‘ é &
= t o | ES| & = s 2 | £8
g 285l 52| s g 3 £ g
= =c 3| &= x =] = @ s =
S e85 | oo | 8 5 < = e
) ] o 83d | 88 | £ s = & E 3
Microorganismo S ExsS| 5% | @ 2 S = T X
< <scd| o0 | O O U] = (=
1 Citrobacter R R R S (30) NR S(17) | S(25) R
freundii
3 Enterobacter S(20) | S(24) R S (28) NR S (22) S (40) | S(25)
gergoviae
9 Budivicia S S S S S S (22) S S
aquatica
13 Cedecea davisae | S(10) | S(19) R S (24) S(30) | S(18) NR S (20)
21 Shewanella S(12)I | S(24) R S (26) NR S (22) S(38) | S(22)
putrefaciens
25 Edwardsiella S S S S (22) NR S (20) S S (24)
ictaluri

Fuente: NUNEZ, S., 2015

R: resistente, S: sensible NR: no resultados, (#): didmetro en mm de los halos de inhibicion de

antibioticos.
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En la Tabla 11-3 se puede observar los resultados de antibiogramas de algunas especies donde
Cefalotina (30 ug), es el antibidtico que menor efecto causa en todas las bacterias de la Familia
de Enterobacteriaceae, por otro lado Ceftriaxona (30 ug) es el antibidtico de amplio espectro que
inhibe el crecimiento de estas bacterias.

En el manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de
disco difusién (2002), general las Enterobacterias poseen una resistencia natural a Penicilina,

Oxaciclina, Macrélidos, Clindamicina y Glicopéptidos.

Citrobacter freundii, posee una resistencia inherente a las Aminopenicilinas, Aminopenicilinas+
IBL, Cefalosporinas de primera generacién y Cefuroxima, ademas cuando Ceftriaxona presenta
un halo de inhibiciéon muy grandes > 25, esta bacteria puede producir enzimas betalactamasas de

espectro extendido, sin embargo se debe realizar pruebas confirmatorias.

Al comparar con nuestros resultados estos son similares en cuanto a resistencias.Del mismo modo
KONEMAN Elmer (2015), manifiesta que Citrobacter freundii tiene un amplio patron de
sensibilidad a lo resistente a ampicilina 'y las cefasporinas de primera generacion, al comparar
con nuestros resultados estos fueron similares pero con la adicion de una resistencia también a

Ampicilina + Ac. clavulanico,

El género Cedecea es resistente a cefalotina, de igual manera esta resistencia se observa en la
cepa Cedecea davisae del Balneario “El Salado”.

En un caso de la sepsis en un paciente inmunodeprimido expuestos a B. aquatica en agua de la
inundacion del huracan Katrina, Budvicia aquatica fue sensible a varios agentes antibioticos, y
el paciente fue tratado con éxito con levofloxicano intravenosa, seguida de una dosis dos
semanas ciprofloxicano oral, al cotejar con los datos de esta investigacién, de igual manera es

sensible a ciprofloxacino.

Shewanellas son sensibles a la mayoria de los antibi6ticos eficaces para Gram negativos salvo
penicilina y cefalotina, al cotejar con nuestros datos estos son similares en cuanto a la resistencia

de cefalotina.

El CLSI documento M100-S25 (2015), reporta resistencia de C. freundii a los siguientes
antimicrobianos: Ampicilina, Amoxicilina + acido clavulanico, Cefalosporinas I: Cefalotina, de
igual manera las cepas de C. freundii aisladas en el Balneario “El Salado” son resistentes a estos

antibioticos.
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3.12 Antibiogramas de bacilos Gram negativos Pseudomonas aeruginosa

Tabla 12-3: Antibiograma de especies de Pseudomonas aeruginosa.

.9 Ei 5|2 = & —~
o Agente | o | g8 | 2|9 2 |3 |2
antimicrobiano | .2 +S ® | = S E W9
Tz |E8 |& s | £ S |5_a =
F |25 |8 S | & £ ST £
~ o L - ™| =
s2/83 |5 |£]8 |§ |E5¥%
Microorganismo 29 g 53| 2 £ |5 -g' £29 5
L = ° < O lO = FEdD
16 | Pseudomonas R R S(0) | R S (16) - R S(12)
aeruginosa
28 | Pseudomonas R R NR R S (17) S23 R S (15)
aeruginosa

Fuente: NUNEZ, S., 2015

R: resistente, S: sensible NR: no resultados, (#): didmetro en mm de los halos de inhibicién de
antibidticos.

En el manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de
disco difusién (2002) manifiesta que Pseudomonas aeruginosa es presentan resistencias naturales
a Penicilina, Ampicilina, Amoxicilina, cefalosporinas de primera y segunda generacion,
Cefotaxima, Ceftriaxona, Kanamicina, Tetraciclina, Cloramfenicol, Acido Nalidixico y Acido
Pipemidico. Al comparar los resultados de las cepas aisladas en el Balneario “El Salado” presenta

igual resistencia.

KONEMAN, Elmer (2015), explica que el tratamiento de infecciones por Pseudomonas
aeruginosa es dificil, un espectro estrecho de antibidticos es eficaz e incluyen a las
carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarziclina), cefalosporinas antiseudoménicas (ceftazidima),
carbapenémicos (imipenem y meropenen), quinilonas (ciprofloxacino), aminoglucosidos

(gentamicina, amikacina).

En su mayoria las cepas son resistentes a penicilinas y cefalosporinas incluidas ampicilina,
cefuroxima y cefotzxima. Pseudomonas aeruginosa, pueden portar plasmidos de multiresistencia
y esta caracteristica ha conducido a la aparicién de algunas cepas resistentes a todos los
antibioticos eficaces. Al comparar los resultados de las cepas aisladas en el Balneario “El Salado”

presenta igual resistencia.
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OSMAN, Kamelia (2012) en el estudio de Aparicion de un antimicrobiano resistente
Pseudomonas aeruginosa de humanos y animales muestras clinicas: Una zoonosis y peligro para
la salud publica, explica que en brotes nosocomiales de multirresistente Pseudomonas
aeruginosa, por lo general originada por la propagacion clonal, se da a nivel mundial para diversos
hospitales y pueden ser un problema emergente en pacientes ambulatorios en varias partes del

mundo.

El interés particular y relevancia clinica de PER-1 BLEE es en el tratamiento de infecciones
graves porque confiere resistencia a la mayoria de A-lactdmicos, incluyendo aztreonam y
cefalosporinas antipseudomonas nuevos (ceftazidima y cefepima), se puede llevar en un plasmido
gue ha sido transferida in vitro de P. aeruginosa positivo PER-1- a las cepas negativas-PER-1 de
la misma especie. Al comparar los resultados de P. aeruginosa aisladas en el Balneario “El

Salado” presenta igual resistencia, debido a la alta prevalencia de cepas multiresistentes.

ULLAH, Aman [et al], en el 2012, en el estudio de la Prevalencia de la resistencia a los
antimicrobianos en Pseudomonas aeruginosa manantial de agua dulce contaminada con aguas
residuales domésticas, informan que la resistencia a los antibidticos es un problema grave del
mundo y flora acuatica igualmente esta jugando un papel importante en la transmision de la

resistencia a los antibioticos.

En la especie de Pseudomonas aeruginosa, se evalud frente a 14 antimicrobianos, entre ellos el
Trimetroprim/sulfametoxazol con un 84%. Al comparar con los resultados de especies de
Pseudomonas aeruginosa, frente al Trimetroprim/sulfametoxazol es similar la resistencia. Por lo
que ambos ambientes de agua logran actuar como reservorios de patdgenos resistentes a los

antibidticos.

El CLSI documento M100-S25 (2015), reporta resistencia de P. aeruginosa a los siguientes
antimicrobianos: Ampicilina, Amoxicilina + &cido clavulanico, Ceftriaxona, Tigeciclina,
Trimetropim/sulfametoxazol, al comparar con las dos cepas de P. aeruginosa aisladas en el
Balneario “El Salado”, presentan una similar resistencia a estos antimicrobianos, sin embargo,

Tigeciclina es sensible y eficaz para usar en tratamientos terapéuticos.
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3.13  Antibiograma de bacilos Gram positivos

Tabla 13-3: Antibiograma de algunas especies de Bacillus spp.

= —~ a —~ - —~ —_
Agente § 2 o 2 2 g —_ 2
antimicrobiano =) = = 3 =) = 2 S

N—r C N
gl g | 5| glg| g3 o
2 = x 2 2 'S c ©
£ fi S £ £ 2 3 =
S g IS S g | 8| 3 S
Microorganismo S g g = S 3 g S
< (@) L O] pd @) o
8 | Bacillus spp s@8) | s@34) | s@o) | s@30) | S(26) | S(30) | S(18) | R(26)
9 Bacillus spp S (34) S S S S (26) S S S
11 Bacillus spp S S S S S S S S
13 | Bacillus spp 5(32) s | s@5) | s@7)|see) s | R s

Fuente: NUNEZ, S., 2015

R: resistente, S: sensible NR: no resultados, (#): diametro en mm de los halos de inhibicién de
antibidticos.

FARIA, José [et al] (2001), en el estudio de la resistencia a los antimicrobianos de especies de
Bacillus aislados de la leche cruda, presentan aalgunas cepas de Bacillus resistentes a los

Betalactamicos, Penicilina G, Oxaciclina y Amoxicilina + acido clavulanico.

De modo que los aminogluco6sidos fueron los antimicrobianos més efectivos contra especies de
Bacillus aislados. La presencia en la leche cruda de aislados del genero Bacillus resistentes a

antimicrobianos, puede originar una posible transmisién al hombre de cepas resistentes

bacterianas.

Al comparar con los resultados de las cepas aisladas en el Balneario “El Salado” difieren porque

ciertas cepas son resistentes cuando las de este estudio son sensibles y viceversa.

La mayor parte de las cepas de Bacillus spp son sensibles a los antibidticos, esto se debe a que

son cepas de origen ambiental.
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3.14  Antibiograma de cocos Gram positivos

Tabla 14-3: Antibiograma de especies de Staphylococcus spp

o 3 Ed E: 3 5
Agente antimicrobiano £ g S g . B =y .
=] © et & £ k= p £
5 £ g X = 5 g 5
S5 | B 5 = | E5 | 23| 3 | E®
Microorganismo =l g £ g2 =y s 3 g 3
<2 < o ow URs] z< o) > <
52090 PE | staphylococeus spp R RO | s | R@3) | seo | sE2 | s@s) | seo
32-PISCINA | Staphylococcus spps R S (12) S (22) R (9) S(21) S (36) S(15) | S(18)

Fuente: NUNEZ, S., 2015

O: ojo de agua, P: piscina, R: resistente, S: sensible NR: no resultados, (#):

los halos de inhibicion de antibioticos.

didmetro en mm de

En el manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de

disco difusion (2002) manifiesta que Staphylococcus son resistentes a acido nalidixico, en las

cepas aisladas en el Balneario “El Salado”, de igual manera se reportaron estas resistencias.

El CLSI documento M100-S25 (2015), reporta una resistencia intrinseca a la Novobiocina las

especies de S. saprofitico, S. cohnii. S. xylosus

3.15 Antibiograma de cocos Gram positivos (Staphylococcus aureus)

Tabla 15-3: Antibiograma de especies de Staphylococcus aureus

(15}
Agente antimicrobiano .E .E 5 s o © o .E
85|85 |E3 |83 |8 |5 | &5 | 2B
ET|EZ |sT |EX |EZ |22 |22 | €2
< o 7 O X © a >
Microorganismo
16-P | Staphylococcus S(30) | S(28) S (20) S(17) S (20) S(20) | S(38) | S(17)
aureus
30-P | Staphylococcus S(34) | S(26) S(21) S(21) S (24) S(23) | S(39) | S(22)
aureus

Fuente: NUNEZ, S., 2015

O: ojo de agua, P: piscina, R: resistente, S: sensible NR: no resultados, (#): diametro en mm de
los halos de inhibicidn de antibidticos.
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El CLSI documento M100-S25 (2015), reporta que S. aureus no presenta resistencia intrinseca en

estas especies.

Staphylococcus aureus no produjo una betalactamasa la cual inactiva a Penicilina. Amoxicilina y
Ampicilina.

Las cepas sensibles a meticilina suelen ser sensibles a macrélidos (azitromicina) porgue no
presentan una enzima que dimetila el ribosoma y evita un cambio conformacional que evita la

unién a dichos antibioticos.

Las dos cepas de Staphylococcus aureus no poseen la enzima bifunciomal (acetilasa y
fosfotranferasa) ya que no afecto a los aminoglucésidos (gentamicina, estreptomicina,

kanamicina).

3.16  Pruebas de deteccion de fenotipos de resistencia en bacterias aisladas en el

Balneario “El Salado”

Tabla 16-3: Resultados de la prueba de deteccion de fenotipos de resistencia en bacterias

aisladas en el Balneario “El Salado”

CODIGO RESULTADO
Citrobacter freundii Prueba negativa
Enterobacter gergoviae Prueba negativa
Budivicia aquatica Prueba negativa
Cedecea davisae Prueba negativa
Shewanella putrefaciens Prueba negativa
Edwardsiella ictaluri Prueba negativa
Psuedomonas aeruginosa Prueba negativa

Fuente: NUNEZ, S., 2015

Todas las cepas analizadas no son productoras de metalobetalactamasa porque se observan halos

bien definidos alrededor de los discos de Imipenem y Meropenem.
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CONCLUSIONES

1. Lamicrobiota nativa del Balneario “El Salado™, esta constituida por especies de Bacillus
spp, Staphylococcus spp, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter
freundii, Enterobacter gergoviae, Budivicia aquatica, Cedecea davisae, Shewanella

putrefaciens y Edwardsiella ictaluri.

2. Se aislaron 26 cepas bacterias aerobias mesotfilas de las cuales 17 (65,4%) fueron
identificadas, correspondiendo a morfologias bacterianas de bacilos Gram negativos 8
(47%), cocos Gram positivos 5 (29%) y bacilos Gram positivos 4 (24%). En el Balneario

“El Salado” predominan las bacterias Gram negativas.

3. Se determind que la temperatura registrada para el ojo de agua del Balneario “El Salado”,
ubicado en Bafios de Agua Santa, en promedio tuvo un valor de 48.7°C, por lo contario
la temperatura registrada en la piscina del balneario del mismo origen tuvo un promedio
de 40.2°C, y la respectiva temperatura ambiental fue de 19-20°C. En cuanto al pH de las
dos muestras recolectadas, revelan que las aguas termomineromedicinales del Balneario

“El Salado” son neutras, porgue los datos relejan valores promedio de pH 6,9-7.

4. Enelojo de agua del Balneario “El Salado” se cuantifico bacterias heterotrofas mesofilas,
con valores menores de 5 ufc/mL, no se identificd mohos ni levaduras en ninguna muestra
analizada. Del mismo modo en la piscina de este balneario se cuantificd bacterias
heterétrofas mesdfilas, reportando valores promedios de 8.2 x10* ufc/mL, Por otro lado
se identificaron mohos y levaduras con valores promedio de 2,15x10! y 1,765x10?

respectivamente.

5. La microbiota bacterina del Balneario “El Salado” estd constituida en un 53% de
bacterias Gram positivas y un 47% bacterias Gram negativas, de los géneros Bacillus,
Enterobacteriaceae, Staphylococcus, Pseudomonas, Citrobacter, Enterobacter,
Budvicia, Cedecea, Shewanella y Edwrdsiella, por lo tanto el género encontrado con

mayor frecuencia fue Bacillus.

6. Desde el punto de interés sanitario, el ojo de agua del Balneario “El Salado”, no presenta
bacterias indicadoras de contaminacion fecal (Escherichia coli), ni microorganismos

patdgenos (Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus), por lo que
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esta agua cumplen con la Legislacion Espafiola (BOE nimero 226 del 20 de septiembre
de 1990) relativa a la reglamentacion técnico sanitaria para el abastecimiento y control
de calidad de las aguas potables de consumo publico. Por otro lado en la piscina del
Balneario “El Salado” se obtuvieron indicadores fecales de la especie Escherichia coli,
se reportaron también bacterias patogenas de la especie Staphylococcus aureus, y

Pseudomonas aeruginosa.

Se reportd que las especies del género Staphylococcus y algunas especies de Bacillus spp
aisladas en el Balneario “El Salado” son sensibles a los antimicrobianos: Ampicilina,
Azitromicina, Clindamicina, Ciprofloxacina, Estreptomicina, Gentamicina, Kanamicina,

Oxaciclina, Penicilina G, Vancomicina, Cefalotina, Novobiocina, Eritromicina.

Se observo gue las especies Staphylococcus spp, Pseudomonas y una especie del genero

Bacillus fueron resistentes al antibiético Ampicilina y Amoxicilina + acido Clavulanico.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar en lo posible el cambio del sistema de tuberias ya que estas se observan con
enmendaduras, 0 un buen mantenimiento para evitar la formacion de biofilm (poblacion
de células gue crecen unidas a una superficie) que son posibles contaminantes externos y
causar graves dafios a la salud de los bafiistas. Por otro lado se deberia cambiar el
revestimiento por materiales impermeables resistentes a agresiones quimicas, de

superficie lisa, antideslizante y de fécil limpieza.

2. Al personal que labora en el Balneario “El Salado” se recomienda realizarse controles
médicos periddicos para preservar la salud de los mismos y diagnosticar enfermedades
asintomaticas. Por otro lado el uso de un equipo de proteccion es una exigencia que la

deben adoptar para disminuir o eliminar contaminaciones cruzadas.

3. Realizar andlisis microbioldgicos periddicos y exhaustivos para controlar poblaciones
bacterianas, debido a que el vehiculo de agentes patdégenos causales de brotes de

infecciones bacterianas.

4. Realizar el andlisis microbiol6gico del agua que es usada para la limpieza de las

instalaciones, por lo que estas no pueden poseer caracteristicas sanitarias permisibles.

5. Laprueba de coliformes totales debe ser excluida, ya que puede detectar bacterias que no
tienen ninguna relacion con la contaminacion fecal, por lo que el Unico indicador fecal

fiable es la determinacién de Escherichia coli.
6. Implementar un pediluvio, que permita la desinfeccion de los pies descalzos que pudieran

estar contaminados con microorganismos, los mismos que deben ubicarse antes de entrar

a las piscinas.

90



ANEXOS

ANEXO I: Andlisis Fisico-Quimico del Agua del Balneario “El Salado”

Fotografia 46: Informacion del Andlisis Fisico-Quimico del agua termal.
Fuente: NUNEZ, S. 2015

ANEXO J: Toma de Muestra para examen microbiol6gico

Fotografia 47: Muestra del Ojo de Agua Fotografia 48: Muestra del piscina termal
Fuente: NUNEZ, S. 2015 Fuente: NUNEZ, S. 2015
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ANEXO K: Determinacion de pardmetros con Multiparametro de HANNA

Fotografia 49: Determinacion de pardmetros

fisicos y quimicos en el ojo de agua.
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 50: Determinacion de pardmetros

fisicos y quimicos en la piscina
Fuente: NUNEZ, S. 2015

ANEXO L.: Preparacion de medio de cultivo Mueller-Hinton y esterilizacion de materiales

Fotografia 51: Limpieza de Camara de Flujo
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 52: Mueller-Hinton Agar
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 53: Esterilizacion de Puntas

azules, puntas amarillas, palillos.
Fuente: NUNEZ, S. 2015

ANEXO M: Siembra en Placa Petrifilm de muestra de Ojo de Agua y Piscina

Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 54: Siembra en Petrifilm para conteo de E.coli/Coliformes
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Fotografia 55: Siembra en Petrifilm para conteo de Staph Express
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 56: Siembra en Petrifilm para conteo de Aerobios Totales
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 57: Siembra en Petrifilm para conteo de Mohos y Levaduras
Fuente: NUNEZ, S. 2015.

Fotografia 58: Placas Petrifilm sembradas y lista para ser incubadas a 37 °C
Fuente: NUREZ, S. 2015
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ANEXO N: Resultado del Recuento de Bacterias del Ojo de Agua después de 48 horas de

incubacion a 37 °C

Fotografia 59: Placas de recuento de Aerobios Totales, Muestra 1 y Muestra 2
Fuente: NUREZ, S. 2015

Fotografia 60: Placas de recuento de E.coli/Coliformes, Muestra 1 y Muestra 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 61: Placas de recuento de Staph Express, Muestra 1 y Muestra 2

Fuente: NUNEZ, S. 2015
157 el b a‘ ."l I

Fotografia 62: Placas de recuento de Mohos y Levaduras, Muestra 1y Muestra 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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ANEXO O: Resultado del Recuento de Bacterias de la Piscina después de 48 horas de
incubacion a 37°C

Fotografia 63: Placas de recuento de Aerobios Totales, Muestra 1 y Muestra 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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Fotografia 64: Placas de recuento de E.coli/Coliformes, Mue
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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Fotografia 65: Placas de recuento de Staph Express, Muestra 1 y Muestra 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 66: Placas de Staph Expres con Disco para STX en Muestra 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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Fotografia 67: Placas de recuento de Mohos y Levaduras, Muestra 1 y Muestra 2
Fuente: NUREZ, S. 2015

ANEXO P: Colonias escogidas para Repiques del Ojo de Aguay de la Piscina

Fotografia 68: Placas de Staph Express y Aerobios Totales escogidas para Repiques
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 69: Placas de E.coli y Aerobios Totales escogidas para Repiques
Fuente: NUNEZ, S. 2015

49



ANEXO I: Resultado de Repiques del Ojo de Agua

Fotografia 70: REPIQUE 1
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 71: REPIQUE 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 72: REPIQUE 3
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 73: REPIQUE 4
Fuente: NUNEZ, S. 2015

ANEXO J: Resultado de Repiques de la Piscina Muestra 1

Fotografia 74: REPIQUE 1
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 75: REPIQUE 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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Fotografia 76: REPIQUE 3-Colonias
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 77: REPIQUE 4
Fuente: NUNEZ, S. 2015

ANEXO K: Resultado de Repiques de la Piscina Muestra 2

Fotografia 78: REPIQUE 1
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 79: REPIQUE 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 80: REPIQUE 3
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 81: REPIQUE 4
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 82: REPIQUE 5
Fuente: NUREZ, S. 2015
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ANEXO L.: Estrias de colonias del Ojo de Agua y Piscina

Fotografia 83: Estrias de colonias de Ojo de Agua

Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 84: Estrias de colonias de la Piscina Muestra 1 (1-13)
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 85: Estrias de colonias de la Piscina Muestra 1 (15-29)
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 86: Estrias de colonias de la Piscina Muestra 2 (16-26)

Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 87: Estrias de colonias de Muestra 2 (Pseudomonas)

ANEXO M: Clones Puros

Fotografia 88: Clones Puros de Ojo de Agua
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 89: Clones Puros de la Piscina, M1y M 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 90: Clones puros de

Pseudomonas.
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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ANEXO N: Tincion Gram de Clones Puros del Ojo de Agua y de Piscina

Fotografia 46: Placas par
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 47: Bacilos Gram positivos del Ojo de Agua
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 48: Cocos Gram positivos del Ojo de Agua
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 49: Bacilos Gram negativos de la Piscina, Muestra 1
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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Fotografia 910: Cocos Gram positivos de la Piscina, Muestra 1
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 51: Bacilos Gram negativos de la Piscina, Muestra 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 922: Cocos Gram positivos de la Piscina, Muestra 2
Fuente: NUNEZ, S. 2015

ANEXO O: Prueba de Catalasa y Oxidasa a Clones Puros.

Fotografia 53: Prueba de Catalasa y Oxidasa
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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ANEXO P: Investigacion de Bacilos Gram Positivos

Fotografia 54: Prueba positiva para Almidén y Gelatina (formacién de halo)
Fuente: NUNEZ, S. 2015

ANEXO Q: Investigacion de Cocos Gram Positivos

Fotografia 55: Fermentacion de Staphylococus aureus en Agar Manitol Salado
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 56: Crecimiento de
Staphylococus spp en Agar Manitol Salado
Fuente: NUREZ, S. 2015
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ANEXO R: Investigacion de Bacilos Gram Negativos

Fotografla 57: Crecimiento de colonlas en

Agar Eosina Azul de Metileno
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 58: Crecimiento de colonias en

Agar MacConkey.
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 59: Resultados en Agar OF
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotog rafia 60: Resultados de Agar

Movilidad
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 61: Crecimiento de colonias en

Agar Salmonella-Shigella
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 62: Crecimiento de Pseudomonas

aeruginosas en Agar F (medio King B)
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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ANEXO S: Pruebas Bioquimicas de Bacilos Gram Negativos

Fotografia 63: Citrobacter freundii
Fuente: NUREZ, S. 2015

Fotografia 64: Enterobacter gergoviae
Fuente: NUREZ, S. 2015

Fotografia 65: Budvicia aquatica
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 66: Cedecea davisae
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 67: Shewanella putrefaciens
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 68: Edwardsiella ictaluri
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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ANEXO T: Antibiogramas de algunas cepas aisladas

Fotografia 69: Pseudomonas aeruginosa
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia70: Enterobacter gergoviae
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 71: Staphylococcus spp
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 72: Staphylococcus aureus
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 73: Bacillus spp
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 74: Citrobacter freundii
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 75: Fenotipos de resistencia de

Pseudomonas aeruginosa
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 76: Fenotipos de resistencia de

Citrobacter freundii
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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Fotografia 77: Fenotipos de resistencia de

Budvicia aquatica
Fuente: NUNEZ, S. 2015

Fotografia 78: Fenotipos de resistencia de

Shewanella putrefaciens
Fuente: NUNEZ, S. 2015
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