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RESUMEN

En la presente investigacion se muestra un estudio microbioldgico de las aguas termales del
Balneario Urauco en la parroquia Lloa, perteneciente a la ciudad de Quito, la finalidad fue conocer
la microbiota de estas aguas en forma cuantitativa y cualitativa, para lo cual se determinaron los
indicadores de calidad sanitaria, se identificd taxondmicamente las bacterias abordando aspectos
relacionados a la susceptibilidad a antibiéticos y la actividad antibacteriana presente en los
microorganismos aislados. La estimacién de los indicadores de calidad sanitaria se llevé a cabo
mediante el método de recuento en placas Petrifilm y la identificacion taxondémica se realizd
principalmente por pruebas bioguimicas, la susceptibilidad a antibio6ticos se realizé por el método
de Kirby-Bauer, y en la evaluacion de la actividad antibacteriana se utilizaron como cepas monitor
a P. aeruginosa ATCC27853 y S. aureus ATCC25923. Luego de analizar los 2 puntos
muestreados el nimero de microorganismos en UFC/mL en el manantial fue: 7.3x102 (aerobios
mesofilos), 10 (coliformes T), 3 (E. coli), 1 (moho) y 6 (levaduras); en la piscina: 3.3x102
(aerobios mesdfilos), 93 (coliformes T), 1 (E. coli) y 63 (levaduras). A su vez, los géneros
identificados fueron: Acidovorax, Aeromonas, Pasteurella, Citrobacter, Brevundimonas,
Flavobacterium, Vibrio, Budvicia y Bacillus. Se evidencio que A. salmonicidas subsp.
salmonicida, P. multocida, C. freundii y A. caviae poseen multirresistencia a los antibiéticos:
ampicilina, amoxicilina/ac. Clavulanico y cefalotina, mientras que Bacillus spp fue
multirresistente a ampicilina, penicilina y oxacilina. Ademas se encontr6 que F. odoratum fue
sensible a todos los antibidticos evaluados. Finalmente, B. aquatica presentd actividad
antibacteriana frente a S. aureus ATCC25923. En conclusion se encontr6 gran diversidad y una
cantidad considerable de micoorganismos, que no son perjudiciales para la salud de los bafiistas.
Se recomienda a las autoridades pertinentes la implementacion de una normativa que regule la

calidad sanitaria de las aguas termales en el Ecuador.

PALABRAS CLAVE: <MICROBIOLOGIA> <BALNEARIO URAUCO> <AGUAS
TERMALES> <MICROORGANISMOS INDICADORES>  <SUSCEPTIBILIDAD>
<ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA> <ANTIBIOTICOS>

XV



SUMMARY

The present research is a hot spring microbiological study at Urauco Resort in the parish of Lloa,
from Quito city, its purpose was to know the microbiota of these waters in a qualitative and
quantitative way where the sanitary quality indicators were determined, It was identified
taxonomically the bacteria considering aspects related to the antibiotic susceptibility and
antibacterial activity presented in the isolated microorganisms. The estimations of sanitary quality
indicators were carried out through Petrifilm plate method and the taxonomic identification was
made by biochemical test, the antibiotic susceptibility was carried out by the Kirby—Bauer
method, and in the evaluation of the antibacterial activity was used as monitor strains to P.
aeruginosa ATCC27853 and S. aureus ATCC25923. After analyzing the 2 sampled points the
number of microorganisms in CFU/mL at hot spring was 7.3x102 (mesophilic aerobic), 10 (T
coliforms), 3 (E. coli), 1 (mould) and 6 (Yeasts); in the pool: 3.3x102 (mesophilic aerobic), 93 (T
coliforms), 1 (E. coli) and 63 (Yeasts). At the same time, the genders identified were: Acidovorax,
Aeromonas, Pasteurella, Citrobacter, Brevundimonas, Flavobacterium, Vibrio, Budvicia and
Bacillus. It was evidenced that A. salmonicidas subsp. salmonicida, P. multocida, C. freundii and
A. caviae possess multi-resistant to antibiotic: ampicillin, amoxicillin/ac. Clavulanic and
cefalotin, while Bacillus spp was multi-resistant to the ampicillin, penicillin and oxacillin.
Moreover it is found that F. odoratum was sensible to all antibiotics evaluated. Finally, B. aquatic
presented antibacterial activity against S. aureus ATCC25923. In conclusion it was found great
diversity and considerable amount of microorganisms which are not harmful to health of bathers.
It is recommended to the relevant authorities implement a regulation to control the sanitary quality

from hot spring in Ecuador.

KEY WORDS: <MICROBIOLOGY> <URAUCO RESORT> <HOT SPRING>
<MICROORGANISMS INDICATORS> <SUSCEPTIBILITY> <ANTIBACTERIAL
ACTIVITY> <ANTIBIOTIC>

XVi



INTRODUCCION

Los manantiales termales son habitats extremos debido a sus altas temperaturas y elevadas
concentraciones ionicas, condiciones que no son favorables para el desarrollo microbiano. No
obstante en la bibliografia se reporta que alli prolifera una microbiota autdctona caracteristica de
cada tipo de manantial que depende de factores como la temperatura, pH y composicion mineral,
sin embargo también se desarrolla una microbiota aloctona, que proviene del ambiente que rodea

a los manantiales. (BORJA J et al., 2012. p. 66)

Las aguas termales se definen como aquellas que poseen una temperatura superior de 5°C sobre
la temperatura del ambiente, caracteristica importante que permite distinguirlas de los manatiales
gue no son termales, también se debe tomar en consideracién que los manatiales termales pueden

tener temperaturas de hasta 90°C en el momento de emerger. (BURBANO N et al., 2013. p 6)

Las aguas termales en la actualidad son fuentes de investigaciones microbiolégicas, para conocer
la diversidad microbiana debido a las caracteristicas de los microorganismos de sobrevivir o
adaptarse a estos habitats.

La importancia de algunos microorganismos que sobreviven Unicamente en las aguas termales,
esta basada en las aplicaciones de los metabolitos secundarios en distintas actividades bioldgicas
y enzimaticas para la medicina, industria farmacéutica y biotecnoldgica. De la misma manera los
micoorganismos capaces adaptarse o colonizar las aguas termales, pueden tener efectos no

deseables que pudieran suponer un riesgo para la salud de los usuarios. (BORJA J et al., 2012: p. 66)

El Ecuador al encontrarse en el circulo de fuego del pacifico posee numerosos manantiales
termales, las principales fuentes se encuentran en ciudades como: Bafios, Papallacta, Urcuqui
(Chachimbiro), Bafios de Cuenca, Santa Elena (San Vicente), Portovelo, Saraguro, Lloa (termas

Urauco), etc. (ABORDO, 2013. p. 52)

Algunos historiadores sostienen la teoria de que los incas ecuatorianos Huayna Capac y Atahualpa
utilizaban las aguas termales para conservar y mejorar la salud, tradiciones que se mantienen hasta
la actualidad ya que este tipo de agua se usa con fines recreacionales y en tratamientos
hidroterapéuticos por via topica y en ocasiones por via oral, aplicaciones que son sustentadas por

conocimientos ancestrales y populares de la poblacion. (BURBANO N et al., 2013. p. 6)



El estudio microbioldgico de las aguas termales en el Ecuador es una tematica poco estudiada,
debido a esto actualmente se desconoce por completo la poblacion microbiana que conforman las

aguas termales, asi como la probable presencia de micoorganismos de interés sanitario.

Tomando en consideracion lo sefialado anteriormente el objetivo de esta investigacion es conocer
la diversidad microbiana, determinar la cantidad de microorganismos aerobios mesdfilos,
Staphylococcus aureus, coliformes totales, Escherichia coli, mohos y levaduras; asi como
identificar y evaluar la sensibilidad de las bacterias aisladas frente a distintos antibioticos, ya que
los manantiales termales del Balneario Urauco perteneciente parroquia Lloa de la provincia de
Pichincha, al igual que otros balnearios son usados por nifios, ancianos y personas con problemas

médicos.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Elagua

El agua es una sustancia quimica compuesta de dos &tomos de hidrdgeno y uno de oxigeno, puede

presentarse en cualquiera de los tres estados: liquido, gas (vapor) y solido (hielo) (sierra c, 2011, p.
53).

La cantidad total de agua sobre la tierra, se distribuye de la siguiente manera los océanos contienen
la gran mayoria: 97.13%. Los casquetes polares y los glaciares contienen 2.24%; el agua

subterranea un 0.61% y los rios lagos y corrientes solo corresponden al 0.02% del total. (Snoeyink
V y Jenkins D, 1990: p. 15)

1.2 Aguas Termales

Son aquellas aguas subterraneas que en el lugar donde emergen poseen una temperatura superior

en 5°C a la temperatura media anual del ambiente. BURBANO N et al., 2013. p. 6)

Diversas denominaciones son usadas para referirse a las aguas termales y relacionarlas con los
minerales disueltos que poseen, asi tenemos: aguas minerales, mineromedicinales y

termominerales. (FLORES, Sandra. 2013. p. 5)

- Aguas termominerales: son aguas termales que contienen un total de sélidos disueltos

superior a 1g/L. (FLORES, Sandra. 2013. p. 5)

- Aguas minerales: son aquellas que estan libres de contaminacién, y poseen por o menos

1 gramo de sustancia mineral por cada litro de agua. (FLORES, Sandra. 2013. p. 5)

- Aguas mineromedicinales: son aquellas que en su composicion contienen sales minerales

disueltas o suspendidas con propiedades curativas. (LLOPIS, Maria del Mar. 2013. p. 161)

Las aguas termales son a su vez mineromedicinales, pero no todas las aguas mineromedicinales

son termales. (LLOPIS, Maria del Mar. 2013. p. 161)



1.2.1 Origen de las aguas termales

Las aguas termales resultan de la infiltracion de las aguas meteoroldgicas hasta cierta
profundidad, en donde adquieren su temperatura por efecto del gradiente geotérmico quedando
almacenada y formando una capa acuifera, de esta manera el calor propio de la zona profunda
provoca un cambio de temperatura en el agua para luego emerger a la superficie como fuentes
termales, en cambio otras surgen desde las profundidades cercanas a las regiones volcanicas es
decir que no provienen de la superficie, se forman a grandes profundidades, altas temperaturas y
elevada presion estas aguas emergen a la superficie ya sea violentamente en estado de vapor

durante las erupciones volcénicas, o lentamente en forma de fuentes termales. (SAN MIGUEL DE LA
CAMARA, Maximino. 1956. p. 14)

En ambos casos el agua adquiere su composicion quimica al entrar en contacto con el suelo y las

rocas. (BURBANO, Napoleén., et al. 2013. p. 7)

Figura 1-1. Origen de las aguas termominerales
Fuente: INAMHI, 2012

1.2.2 Clasificacion de las aguas termales

Las aguas termales se clasifican principalmente en base a pardmetros como: temperatura,

composicién quimica, cantidad de residuo seco, salinidad, etc.

1.2.2.1 Por su temperatura.
Las aguas termales se clasifican en:
- Frias: < de 20°C.

- Hipotermales: entre 20 y 30°C
- Termales: entre 30 y 40°C



- Hipertermales: > de 40°C. (SCHOELLER, Herni. 1962. p. 120)

1.2.2.2 Por su composicién quimica.

El método més utilizado para categorizar estas aguas es el de Kurlov, el cual toma como referencia
los aniones y los cationes que exceden el 20% meg/l, es decir basandose en el contenido de los

iones mas abundantes.

1.2.2.2.1 Con relacién a los iones

- Bicarbonatadas

- Sulfatadas

- Cloruradas

- Bicarbonatadas sulfatadas

- Bicarbonatadas cloruradas

- Sulfatadas cloruradas

- Sulfatadas cloruradas bicarbonatadas

1.2.2.2.2 Con relacién a los cationes

- Caélcicas

- Magnésicas

- Sddicas

- Caélcicas magnésicas
- Célcicas sodicas

- Magnésicas sodicas

- Calcicas magnésicas sodicas. (FAGUNDO, J. 1996. p. 20)

1.2.2.3 Por su salinidad

La salinidad depende de la concentracion de sales disueltas por lo que esta relacionada con los
solidos disueltos totales (TDS).

- Bajasalinidad (STD = 0 a 160mg/ml)
- Salinidad media (STD = 160 a 480mg/ml)
- Salinidad alta (STD = 480 a 1440mg/ml)



- Salinidad muy alta (STD = mayor a 1440mg/ml) (BURBANO, Napoleén., et al. 2013. p. 13)

1.2.3 Propiedades curativas de las aguas termales

La temperatura y las sales minerales son los factores del agua que intervienen para producir los

efectos terapéuticos beneficiosos, debido a la interaccion local entre el agua y la piel. (LAGARTO,
Alicia., & BERNAL, Ingrid. 2002. p. 65)

Las personas reciben la accion directa de la temperatura y los minerales, estos comienzan a ser
absorbidos en pequefias concentraciones por la piel, se depositan en el tejido celular subcutaneo

y desde ahi ejercen su accidn terapéutica. (GEOSALUD. 2014)

La temperatura del agua termal modifica la dimension de los vasos y la irrigacion sanguinea
provocando un estado de relajacion mental, mejorando la actividad muscular, disminuyendo el
dolor, otros beneficios incluyen la normalizacion de las funciones de las glandulas endocrinas,
produccion de endorfinas, etc. Las indicaciones terapéuticas varian, asi como la forma de

aplicacion segun se indican en el cuadro 1-1. QIMENEZ, R. 2002. p. 249)

La exposicion a un bafio en aguas termales incrementa la temperatura corporal lo que permite
disolver y eliminar las toxinas, se incrementa la presion hidrostatica lo que provoca un aumento
de la circulacion sanguinea y la oxigenacién. Enfermedades como psoriasis, dermatitis e
infecciones por hongos, tienen una evidente mejoria por bafios en aguas termales, en especial si

el agua contiene azufre. (GEOSALUD. 2014)



mineral.

Cuadro 1-1. Indicaciones terapéuticas de las aguas mineromedicinales en base a su composicion

TIPOS DE
AGUAS

INDICACIONES TERAPEUTICAS

MODO DE
APLICACION

Cloruradas

Afecciones traumaticas
Afecciones reumaticas
Afecciones ginecoldgicas
Rinitis y laringitis cronicas
Dispepsias, estrefiimiento
Alteraciones hepatobiliares
Afecciones de la piel

Gota

Bafios, duchas,
inhalaciones y
bebida

Sulfatadas

Colecistopatias y litiasis biliar
Afecciones de la piel

Rehabilitacion

Afecciones reumaticas

Dispepsias, enteritis y estrefiimiento
Gota y diatesis Urica

Oxalurias y fosfaturias

Bafios, duchas y
bebida

Bicarbonatadas

Afecciones gastricas
Dispepsias

Colecistopatias y litiasis biliar
Afecciones biliares y litiasis

Bebida

Sulfuradas

Afecciones de las vias respiratorias
Afecciones de la piel

Reumatismo

Rehabilitacion

Afecciones hepéticas

Enteritis

Secuelas postraumaticas
Alteraciones metabolicas

Bafios, duchas,
inhalaciones y
bebida

Ferruginosas

Anemias

Afecciones cutaneas
Afecciones ginecoldgicas
Reumatismo

Diabetes

Bafios, duchas y
bebida

Oligominerales

Afecciones del aparato digestivo
Afecciones hepaticas, litiasis
Afecciones de vias urinarias, litiasis
Afecciones reumaticas

Gota

Afecciones ginecoldgicas

Secuelas de traumatismos
Afecciones alérgicas

Afecciones respiratorias

Bafios, duchas,
inhalaciones y
bebida

Fuente: TORTOSA R. 1986. p. 251.




1.3 Parametros Fisico-quimicos del agua

1.3.1 Temperatura

La temperatura del agua tiene una gran importancia en el desarrollo de los diversos procesos que
en ella se realizan, de forma que un aumento de la temperatura modifica la solubilidad de las
sustancias. La actividad biol6gica aproximadamente se duplica cada diez grados (ley del Q10),
aunque superado un cierto valor caracteristico de cada especie viva, tiene efectos letales para los

0rganismos. (AZNAR, A. 2000, p. 3)

1.3.2 pH

Es una medida de la concentracién de iones hidronio (HsO") en la disolucién. En la medicion del
pH hay que tener presente que estas sufren variaciones con la temperatura. El rango de pH para
aguas naturales oscila entre 4 y 9 y la mayoria son ligeramente basicas debido a la presencia de

bicarbonatos y carbonatos de metales alcalinos y alcalinotérreos. (GARAY-TINOCO, J., et al. 2003, p
22)

1.3.3 Conductividad

Es un indicativo de la concentracién de las sales disueltas y mide la cantidad de iones
especialmente de Ca, Mg, Na, P, bicarbonatos, cloruros y sulfatos. Se mide en micromhos/cm o

Siemens/cm. (SIERRA, C. 2011, p. 60)

1.3.4 Solidos totales disueltos (STD)

STD es una medida de la materia en una muestra de agua, es decir agrupa todos los minerales,
metales, y sales disueltas en el agua y es un buen indicador de la calidad. Este estandar secundario
se establece porque los STD elevados proporcionan al agua una apariencia turbia y disminuye el

sabor. (ADAM, W & BAUDER, J. 2012. p. 1)

1.3.5 Color

Aunque esta intimamente ligado a la turbidez, el color en el agua puede considerarse como una
caracteristica independiente. Mientras que la turbiedad se considera ocasionada por particulas de
gran tamafio (diametros > 10-3mm), el color se considera generado por sustancias disueltas y por

los coloides. (SIERRA, C. 2011, p. 56)



1.3.6 Olor

Generalmente los olores son producidos por sustancias volatiles (COV’s) o gaseosas (H2S, NH3,

etc.), y suelen ser debidos a materia orgénica en descomposicion, y sustancias propias de la tierra.
(AZNAR, A. 2000, p. 4)

1.4 Los microorganismos

Los microorganismos son aquellos seres vivos mas diminutos y numerosos que existen en la
tierra, pueden colonizar distintos ambientes como: suelo, agua y aire, estdn en interaccién
continua con las plantas, los animales y el hombre. Se agrupan en dos categorias: procariotas
(archaeas y bacterias) y eucariotas (hongos, algas y protozoarios). No obstante, también los virus,

viroides y priones son considerados microorganismos. (MONTARO, N., et al. 2010, p. 15)

En la actualidad existen micoorganismos de vital importancia como las bacterias de las aguas
termales ya que estudios recientes indican que éstas participan en procesos metabdlicos,

ecologicos y biotecnoldgicos de vital importancia para la medicina y farmacia. (vONTARO, N., et al.
2010, p. 17)

Existe gran diversidad de géneros y especies de microorganismos en un mismo habitat o ambiente,
esto depende de la relacion entre los microrganismos y el ambiente, la diversidad microbiana
puede apreciarse en términos de variedad estructural y funcional de los micoorganismos, asi
como sus variaciones en el tamafio, morfologia, division celular, o en la capacidad metabdlica y

de adaptacion.

Entre las caracteristicas generales de las bacterias podemos citar las que estan en funcion de la

pared celular, morfologia, tipo de respiracion, formacién de esporas, movilidad, etc.:

- Bacterias Gram positivas: estas sintetizan una pared de una capa compuesta basicamente

por peptidoglicano y que carece de membrana externa. (MADIGAN, Michael et al. 2004. p. 56).

- Bacterias Gram negativas: poseen una pared con al menos dos capas estructuralmente
distintas (MARIN, Rafael. 2003. p. 75). EStas bacterias contienen poco peptidoglicano y presenta
una membrana externa compuesta por lipopolisacarido, lipoproteina y otras

macromoléculas complejas. (MADIGAN, Michael et al. 2004. p. 56).



- Otras de las caracteristicas generales de las bacterias estan relacionadas con la morfologia

microscopica, es decir que tanto las bacterias Gram positivas y Gram negativas pueden

ser esféricas (cocos) o alargadas (bacilos) como se aprecia en la figura 2-1. Algunas como

Arthrobacter pueden formar células de diferente forma y tamafio. (MARIN, Rafael. 2003. p. 75)

- La respiracion puede ser aerobia o anaerobia (fermentadoras), otras pueden formar

endosporas que resisten altas temperaturas, radiacion y agentes tdxicos, ademas algunas

son inmoviles y otras tienen movilidad mediante flagelos, algunas bacterias Gram

negativas como las espiroguetas se mueven mediante las fibrillas axiales estrechamente

enroscadas a la célula bacilar y encerrada por la pared celular. (MARIN, Rafael. 2003. p. 75)

A Grampositivas
Staphylococcus aureus

Paso 1 Cristal violeta @
Paso 2 Solucién yodada @

Paso 3 Decolorante
(alcohol o acetona)

Paso 4 Rojo safranina @

Gramnegativas
Escherichla colf

Uy

0

| == R ==}

0

B Morfologlia bacteriana
Formas
- @ Bacilo
Cocobacilo Bacilo
= coco fusiforme
= Espirilo
Vibrio
- Espirogueta

Figura 2-1. (A) Morfologia de las bacterias segln la tincion Gram. (B) Morfologia de las

bacterias

Fuente: MURRAY, Patrick., et al. 2009. p. 13.

1.4.1 Caracteristicas microbioldgicas de las aguas termales

La microbiota del agua la conforman dos grupos: (a) microorganismos autdctonos, cuyo habitat

es Unicamente el agua, y (b) los microorganismos aléctonos. (MARIN, Rafael. 2003. p. 75)

No obstante, dado que el agua subterrdnea es pobre en sustancias nutritivas el contenido

bacteriano, salvo contaminacion, no es alto. (MARIN, Rafael. 2003. p. 75)

1.4.1.1 Microorganismos autéctonos

Los microorganismos autoctonos son aquellos que conforman la microbiota propia del agua,

tienen la caracteristica de crecer en medios de cultivo pobres en carbono, ademas el tiempo de

incubacion tiene que ser prolongado ya que muchos de estos microorganismos son

metabdlicamente inactivos y como consecuencia de ello no se multiplican. (DE LA ROSA, M? del

Carmen., & MOSSO, M? Angeles. 2000. p. 155)
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La diversidad de microorganismos autéctonos del agua depende de la composicion mineral y
temperatura del medio acuatico, asi como también de los requerimientos nutricionales de los

microorganismos.

1.4.1.1.1 Microorganismos autéctonos segun la composicion mineral del agua

Existen microorganismos propios de los manatiales de aguas sulfurosas un ejemplo son las
bacterias que oxidan el azufre, a este grupo pertenecen los géneros Beggiatoa, Thermothrix,
Thiobacillus, asi como bacterias sulfatorreductoras como el Desulfotomaculum y Desulfovibrio,
estas Ultimas se consideran nocivas porque producen corrosion en las conducciones de hierro

debido a la produccion de sulfhidrico. (DE LA ROSA, M2 del Carmen., & MOSSO, M? Angeles. 2000. p. 155)

Los géneros Clonothrix, Leptothrix, Leucothrix, Sphaerotilus se encuentran en manantiales de
aguas ferruginosas tienen la particularidad de oxidar el ién ferroso a férrico, muchas de estas
bacterias son filamentosas y producen precipitados de 6xido e hidroxido férrico que pueden

originar obstrucciones y biocorrosiones en las conducciones. (DE LA ROSA, M del Carmen., & MOSSO, M?
Angeles. 2000. p. 156)

Las bacterias haldfilas moderadas (Halomonas, Micrococcus, Vibrio) y halotolerantes
(Alcaligenes, Flavobacterium, Planococcus) que resisten una alta osmolaridad debido a
complejos mecanismos de regulacion interna forman parte de la microbiota de los manantiales de

aguas cloruradas sodicas e hipertonicas. (DE LA ROSA, M? del Carmen., & MOSSO, M2 Angeles. 2000. p. 156)

1.4.1.1.2 Microorganismos autéctonos segun la temperatura del agua

La temperatura influye en forma directa en el tipo de microbiota, en las aguas hipertermales
predominan las bacterias Gram positivas. En las aguas mesotermales predominan los bacilos
Gram negativos y cocos Gram positivos, esta diferencia radica en que las bacterias Gram positivas

son mas resistentes al calor.

En estos dos tipos de aguas los principales géneros identificados son: Pseudomonas (P.
fluorescens y P. putida), Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Enterobacter, Acinetobacter y
Arthobacter, otros bacilos Gram negativos como Alcaligenes, Flavobacterium, Vibrio y
Aeromonas, ademas de otros géneros de cocos presentes como Vagococcus, Planococcus,
Marinococcus, en ocasiones principalmente en aguas hipertermales, se encuentran bacilos
irregulares como Arthobacter, Kurthia, Corynebacterium, Cellulomonas, Exiguobacterium,

Rubrobacter, y otros géneros dificiles de identificar. (M0ssO, Marfa de los Angeles., et al. 1994. p. 372)
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La temperatura Optima de crecimiento de los microorganismos permite clasificarlos de la

siguiente manera:

Bacterias termdfilas que crecen a mas de 45°C pero la mayoria de las bacterias que conforman la
microbiota autoctona de las aguas termales son mesdfilas con temperaturas Optimas de

crecimiento a 37°C, que se adaptan a condiciones de elevada temperatura. (DE LA ROSA, M?del Carmen.,

& MOSSO, M? Angeles. 2000. p. 155)

Los aerobios meséfilos son aquellos microorganismos que se desarrollan en presencia de oxigeno
libre (PASSALACQUA, Nancy. 2014. p. 5). El recuento de estos microorganismos estima la flora total sin
especificar tipos de gérmenes, es decir no evidencia la presencia de patdgenos o sus toxinas. Un
recuento de aerobios mesdéfilos bajo no asegura que una muestra esté exenta de patégenos o sus

toxinas; tampoco un recuento alto indica, presencia de flora patdgena. (PASCUAL, Maria., & CALDERON,
Vicente. 2000. p. 13)

Otro grupo de microorganismos son los hipertermoéfilos que tienen la caracteristica de crecer a

mas de 80°C, es decir se los encuentra en manantiales muy calientes.

1.4.1.1.3 Microorganismos autoctonos segun los nutrientes del agua

La microbiota autéctona varia segin los nutrientes del agua como consecuencia de ello
encontramos diferentes grupos de microorganismos, entre estos tenemos a las bacterias
heterétrofas oligotréficas, con escasos requerimientos de carbono y nitrégeno (oligocarbofilicas
y oligonitrofilicas), estas bacterias no suelen fermentar los azlcares pero poseen otras actividades

es decir pueden ser: proteoliticas, amiloliticas, amonificantes y en menor nimero celuloliticas.
(DE LA ROSA, M? del Carmen., & MOSSO, M2 Angeles. 2000. p. 155)

En menor cantidad se encuentran los microorganismos autotrofos, tanto quimiolitotrofos como
fototrofos (cianobacterias, bacterias verdes y rojas). Estas bacterias se consideran beneficiosas ya

que acttan en procesos de autodepuracion, si el agua esta contaminada con materia organica. (DE
LA ROSA, M? del Carmen., & MOSSO, M? Angeles. 2000. p. 155)

Entre las bacterias heter6trofas Gram negativas se encuentran las Pseudomonas y géneros afines
(Comamonas, Stenotrophomonas, etc.), flavobacterias, Acinetobacter, asi como micrococos,
bacilos endosporulados, algunos actinomicetos y géneros tipicos de bacterias del suelo como

Arthrobacter, entre las Gram positivas. (ZAFRA, Irene. 2000. p. 171)
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Otros géneros propios de los manantiales termales son Brevundimonas spp, Burkholderia
cepacia, Ralstonia pickettii, Comamonas spp, Acinetobacter spp y Alcaligenes spp. También se

pueden encontrar patégenos oportunistas para el hombre. (FLORES, s. 2013. p. 10)

Las aguas de manantiales termales pueden contener otros microorganismos que no son capaces
de desarrollarse en los medios de cultivo recomendados por las normativas de analisis de agua,
estas bacterias son denominadas como no cultivables, aunque en realidad deberian ser nombradas

como todavia no cultivadas. (ULTEE, A., et al. 2004. p. 560)

1.4.1.2 Microorganismos al6ctonos

Son aquellos microorganismos que no son propios de las aguas termales, estos proceden
principalmente del suelo que esta en contacto directo con las aguas subterraneas, manantiales
arroyos, etc., ademas este tipo de microorganismos permanecen vivos un tiempo limitado en el

agua. (MARIN, Rafael. 2003. p. 75)

1.4.1.2.1 Importancia de los microorganismos aléctonos

Los microrganismo al6ctonos son importantes desde un punto de vista sanitario, teniendo en
cuenta que las aguas termales no contienen bacterias patdgenas ni indicadores fecales, no obstante
los micoorganismos aldctonos proceden de factores externos que tengan contacto con los
manatiales termales, entre estos factores tenemos la vegetacion y la fauna cercanas al punto se

surgencia del agua, asi como también la presencia de los bafiistas. (DE LA ROSA, M2 del Carmen., &
MOSSO, M? Angeles. 2000. p. 155)

1.4.1.3 Microorganismos al6ctonos usados como indicadores sanitarios

La microbiota aloctona no siembre indica riesgo sanitario esto depende de la cantidad y tipos de
géneros ademas de la adaptacion de las bacterias a las condiciones de las aguas termales, ya que
en ciertos manantiales se han detectado coliformes, enterococos, Clostridium sulfito reductor y

Pseudomonas aeruginosa. (LECHEVALLIER, Mark., et al. 1987. p. 2716)

Pseudomonas aeruginosa por ser un patdégeno oportunista su presencia no es deseable ya que
puede causar infecciones en personas inmunodeprimidas, aunque puede colonizar ambientes

acuaticos y encontrarse en aguas subterraneas no contaminadas por el hombre. (LECLERC, Hemi., &
MOSSEL, D.A.A. 1989. p. 592)
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Los principales microrganismos aloctonos analizados en el agua son los del grupo coliforme,

especialmente Escherichia coli.

1.4.1.3.1 Coliformes totales

El grupo de coliformes totales son indicadores de contaminacion humana o animal aunque
también pueden proceder del suelo, polvo y agua, incluye los géneros Escherichia, Enterobacter,
Klebsiella, Serratia, Edwarsiella y Citrobacter, viven como sapréfitos independientes o como

bacterias intestinales (ARCOS, M., et al. 2005, p. 72).

Forman parte de la familia Enterobacteriaceae, son bacilos Gram negativos, anaerobios

facultativos, no esporulantes, fermentan la lactosa, producen gas. (PRESCOTT, Lansing., et al. 1996. p. 68)

1.4.1.3.2 Escherichia coli

El principal indicador de contaminacion fecal es Escherichia coli, bacteria de interés clinico, ya
que provocan infecciones oportunistas en el tracto respiratorio superior e inferior, bacteremia,
infecciones de piel y tejido blando, enfermedad diarreica aguda, etc., (MOORE, J., et al. 2002. p. 24). ES
una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa, forma parte de la microbiota normal del
intestino del ser humano y los animales homeotermos, fermenta la lactosa y puede llegar a crecer

hasta 45 °C. (LARREA, J., et al. 2009. p. 493)

El tiempo de sobrevivencia de Escherichia coli en su habitat primario (intestino) se ha estimado
en dos dias, pero en el habitat secundario (ambiente externo), tiene una supervivencia de

aproximadamente 24 horas en agua, 36 horas en sedimentos y 72 horas en el suelo. (WINFIELD,
Mollie., & GROISMAN, Eduardo. 2003. p. 3688)

En el medio acuético las bacterias del tracto intestinal no suelen sobrevivir, por causa de un estrés
fisioldgico pierden la capacidad de producir colonias en medios diferenciales y selectivos, el
tiempo de vida depende de la temperatura, luz solar, poblaciones de otras bacterias, y la
composiciéon quimica del agua, por lo tanto la presencia de coliformes en el agua indica

contaminacion bacteriana reciente. (FERNANDEZ, M., et al. 2001. p. 9)
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1.4.1.4 Otros microorganismos

Entre otros microorganismos aldctonos que podemos encontrar en el agua estan los eucariotas

(hongos), y un indicador no habitual como Staphylococcus aureus.

1.4.1.4.1 Hongos

Los hongos son organismos eucariotas poseen gran capacidad de adaptacion y pueden
desarrollarse sobre cualquier medio o superficie, en este grupo se incluyen los hongos

filamentosos, también llamados mohos y los hongos unicelulares, llamados levaduras. (GARCIA, v.
2004, p. 85)

Mohos: hongos multicelulares, filamentosos, cuyo crecimiento en los alimentos se conoce
facilmente por su aspecto aterciopelado o algodonoso. Estan constituidos por filamentos
ramificados y entrecruzados, llamados "hifas", cuyo conjunto forma un "micelio” que puede ser

coloreado o0 no. (INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION NTE INEN 1529-10:2013. p. 1)

Levaduras: son hongos cuya forma de crecimiento habitual y predominante es unicelular, poseen
una morfologia muy variable que puede ser esférica, ovoidea, piriforme, cilindrica, triangular o,

incluso alargada en forma de micelio verdadero o falso. Su tamafio supera al de las bacterias.
(INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION NTE INEN 1529-10:2013. p. 1)

En las aguas termales se han reportado en menor nimero principalmente mohos de los géneros:
Penicillium, Aspergillus y Alternaria, géneros que no afectan a la calidad sanitaria cuando se

encuentran en bajo nimero. (DE LA ROSA, M? del Carmen., & MOSSO, M# Angeles. 2000. p. 156-157)

1.4.1.4.2 Staphylococcus aureus

Dentro del género Staphylococcus se incluyen 32 especies de estas 12 se encuentran colonizando

al ser humano, siendo S. aureus, sin duda, la principal dentro del mencionado género. (RIVERA, P.
2014, p. 37)

Los Staphylococcus aureus, tienen forma de cocos, se agrupan formando racimos, son inmoviles,
Gram positivos, aerobios y anaerobios facultativos, con una temperatura de crecimiento 6ptima

de 37° C, estas bacterias excretan un pigmento amarillo dorado y son halotolerantes. (NTE INEN
1529-14:2013. p. 1)
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Estos microorganismos son tipicos de la microflora habitual de la piel, y pueden ser transmitidos
por medios acuéticos, por lo tanto es necesario que se los analice en aguas de piscinas ya que son

indicadores de riesgo para la salud. (MARIN, R., 2003. p. 122)

1.5 Recuento e identificacién de microorganismos

El recuento de microorganismos indicadores habituales (coliformes totales, E. coli, y aerobios
mesofilos), asi como los indicadores no habituales (S. aureus, mohos y levaduras) se basan en el
namero de colonias que se desarrollan en placas previamente inoculadas con una cantidad
conocida de agua e incubadas en unas condiciones ambientales determinadas, estos recuentos no
pueden considerarse como recuentos totales ya que solo son susceptibles del conteo aguellos

microorganismos capaces de crecer en las condiciones establecidas. (RIVERA, P. 2014, p. 41)

1.5.1 Placas Petrifilm

Son placas que contienen medios de cultivo listos para usar permitiendo un ahorro de tiempo, son
disefiadas para incrementar la productividad y consistencia proporcionando resultados
reproducibles de alta eficiencia reduciendo los errores de los métodos tradicionales, ademas tiene
costes mas bajos en comparacion con otros métodos de andlisis microbiol6gicos. El recuento de
microrganismo en placas 3M™ Petrifilm™ es un método reconocido por la AOAC™
INTERNATIONAL como método oficial de anélisis (OMA). (SEGURIDAD ALIMENTARIA 3M S.A. 2015)

1.5.2 Sistemas de identificacion

Actualmente, la identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos tradicionales basados
en las caracteristicas fenotipicas, puesto que su realizacién y costo los hace mas asequibles, otra

forma de identificacion son los métodos moleculares. (Bou, G., et al. 2011. p. 603)

1.5.2.1 Sistemas de identificacién tradicionales

Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se basan en las caracteristicas
observables de las bacterias, como rasgos macroscépicos, morfologia microscopica (tincion
Gram), desarrollo, propiedades bioquimicas, fisiolégicas y metabdlicas. El cultivo, cuando es
factible, continda siendo el método diagndstico de eleccion; permite el aislamiento del

microorganismo implicado y su identificacion. (Bou, G., etal. 2011. p. 603)
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1.5.2.1.1 Pruebas Bioquimicas

Entre las pruebas bioquimicas que se utilizan en la identificacion preliminar estan la catalasa y
oxidasa; otras pruebas incluyen la ureasa produccion de sulfuros e indol; la éxido-fermentacion
de Hugh Leifson, Agar hierro de Kligler, fermentacion de azlcares, hidrdlisis de la gelatina y

almidon, utilizacion de citratos, entre otros (cuadro 2-1). (DE LAROSA, M. C., et al. 2004. p. 528)

Cuadro 2-1. Usos de las principales pruebas bioquimicas utilizadas en microbiologia.

PRUEBAS USOS
BIOQUIMICAS
Prueba de oxidasa Usada para determinar la presencia de las enzimas oxidasas.

Usada para determinar la presencia de la enzima catalasa que
Prueba de Catalasa o o ]
descompone el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno.

Es utilizado en las pruebas bioquimicas de identificacion bacteriana
O.F. de Hugh & Leifson | en base al metabolismo oxidativo-fermentativo de las bacterias

Gram negativas.

) ] Usado para la diferenciacion de Enterobacterias, en base a la
Kligler Hierro Agar » ] »
fermentacidn de hidratos de carbono y a la produccion de H-S.

] Medio semisdlido destinado a verificar la movilidad, produccién de
SIM (sulfuro, indol,

N indol y H,S por los microorganismos. Es Util para diferenciar
motilidad)

miembros de la familia Enterobacteriaceae.

Es utilizada para diferenciar microorganismos en base a la actividad
Prueba de Urea -
ureasica.

) ) Utilizado para la diferenciacion de Enterobacterias en base al uso
Simmons Citrato ) o .
citrato como Unica fuente de carbono y energia.

o ) Utilizado para determinar la capacidad de un microorganismo para
Hidrdlisis de gelatina ] ] . o ] )
producir enzimas proteoliticas que lictan la gelatina (gelatinasas).

o o Utilizado para determinar la capacidad de un microrganismo de
Hidrolisis de almidon o o ) o )
hidrolizar el almidén por medios enzimaticos (Amilasas).

Fuente: MacFaddin, Jean. 2003.
Realizado por: Guailla R. 2015
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1.5.2.2 Sistemas de identificacion comerciales manuales o galerias multipruebas

Existen numerosos sistemas o0 equipos multipruebas con el fin de conseguir una mayor rapidez en
la identificacion de algunas bacterias. Todos exigen unas condiciones muy precisas de
concentracion del in6culo, incubacion y de lectura, que si no se observan pueden dar lugar a

importantes errores. (Bou, G., etal. 2011. p. 603)

Las galerias multipruebas se tratan de celdillas aisladas con sustrato liofilizado que se inoculan
individualmente y que permiten realizar simultdneamente entre 10 y 50 pruebas bioguimicas. Los
resultados de las pruebas se expresan de forma numérica (se agrupan de tres en tres, de manera
que el resultado de cada trio de pruebas queda reducido a un digito). Cada especie esta definida
por un cédigo numérico, resultado de la codificacion de las reacciones a las pruebas que se

hubieran utilizado. (Bou, G., etal. 2011. p. 603)

1.5.2.2.1 El sistema de identificacion Microgen™ GN-ID

Este sistema de multipruebas utiliza 12 pocillos (GN A) o 24 pocillos (GN A+B) en cada uno se
encuentran sustratos bioquimicos estandarizados, para identificar la familia Enterobacteriaceae

y otros bacilos no-exigentes Gram negativos (oxidasa positivos y negativos). (MICROGEN
BIOPRODUCTS. 2004. pp. 1-21)

1.6 Resistencia a antibi6ticos en bacterias del agua

En la actualidad nada se ha podido hacer para prevenir la aparicion de nuevas resistencias a los
antibioticos, pues son eventos que ocurren al azar y representan un aspecto particular en la

evolucién bacteriana. (COURVALIN, P. 2008. pp. 6-8).

Las investigaciones de patrones de resistencia se enfocan en poblaciones de bacterias patogenas,
sin embargo las bacterias ambientales también son reservorios comunes de genes de resistencia a
antibidticos. Por esta razdn la informacion obtenida en las investigaciones de bacterias patdgenas

no es representativa de la totalidad de bacterias. (VALENCIA, P., et al. 2009, p. 17)

El estudio de bacterias en ecosistemas naturales es muy relevante, ya que permite identificar
reservorios ambientales con bacterias que poseen genes de resistencia a antibidticos. Estos
microorganismos podrian transmitir los genes de resistencia a antibioticos mediante plasmidos y

transposones durante el proceso de conjugacion, los cuales no solo contienen determinantes de
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resistencia a antibidticos, sino también otras determinantes tales como los que confieren

resistencia a determinados metales pesados. (LIMA-BITTENCOURT, C. I, et al. 2007. p. 522)

Adicionalmente, en el ambiente existen una serie de bacterias que no han sido cultivadas, por lo
cual la mayor parte de genes de resistencia a antibioticos caracterizados provienen de bacterias

cultivables. (VALENCIA, P., et al. 2009, p. 17)

La resistencia a un antibidtico puede ser natural o intrinseca, esta se puede dar debido a
mutaciones, permeabilidad reducida, variacion en las rutas metabdlicas, o por genes que inactivan

o modifican el punto de accidn del antibidtico, etc. (vALENCIA, P., et al. 2009, p. 17)

En la figura 3-1 se puede observar el efecto del uso de antibidticos sobre poblaciones bacterianas
y como en presencia de estos se seleccionan las bacterias resistentes, y al mismo tiempo son

eliminadas las bacterias sensibles.

Microorganismo Antibidtico
resistente aun antibidtico '
) 2N ‘R § :
2:N0 2486 4
i & : ’
Y i C Y W .
\ YA B VA S
< X ;

NP P

En presencia de un antibidtico, La cepa resistente prolifera.
cepas sensibles son eliminadas;
la cepa resistente sobnevive

b

"~ ~”

Pobladdn de bacterizs @mn un
subconjunto de microorganismaos
resistentes alos antbidticos

Figura 3-1. Microorganismos resistentes a antibidticos
Fuente: Navajas E. 2014. p. 8

1.6.1 Métalo p-lactamasas (grupo B)

Las métalo B-lactamasas son un grupo de enzimas producidas por bacilos Gram negativos para
de esta forma adquirir mecanismos de resistencia no solo a imipenem y meropenem, sino

también a otros antibioticos B-lactdmicos. (GONZALES, E., 2012. p. 2)

El grupo més importante de enzimas carbapenemasas lo constituyen las métalo B-lactamasas
pertenecientes a la clase B o grupo 3 de Bush y Jacoby. Las enzimas principales son las IMP

(“Imipenemasas o activa sobre imipenem”) y VIM (“Verona integron-codified metallo-f-

19



lactamase™) que tienen un perfil hidrolitico que inhiben la accion de todos los antibi6ticos
betalactamicos con la excepcion del aztreonam, y no se inhiben por el &cido clavulanico, sulbactan

0 tazobactam. (NAVARRO, Ferran., et al. 2011. p. 528)

Estas enzimas poseen cuatro caracteristicas principales: (i) Poseen actividad contra los
carbapenemes, (ii) No hidrolizan los monobéctamicos como el aztreonam, (iii) Son inhibidas por
guelantes como el EDTA o el Mercapto acetato de Sodio; y (iv) Requieren cationes divalentes,

generalmente Zn*2 como cofactor para su actividad catalitica. (GONZALES, E., 2012. p. 1)

En la actualidad la mayor cantidad de casos de bacterias productoras de métalo B-lactamasas ha
sido reportado a nivel hospitalario especialmente en Enterobacterias, P. aeruginosa y Aeromonas
spp., es decir en agentes patdgenos de importancia clinica, sin embargo las bacterias de origen
ambiental también podrian adquirir este mecanismo de resistencia debido a que las métalo f-
lactamasas son codificadas por genes gue en su mayoria estan localizados en elementos genéticos

tales como los integrones o insertados en elementos moviles como transposones y plasmidos.
(GONZALES, E., 2012. p. 2)

1.7 Actividad antibacteriana de los microorganismos del agua.

Los antimicrobianos son sustancias quimicas que impiden el desarrollo o favorecen la muerte de
un microorganismo, pudiendo ser de tres tipos: desinfectantes, antisépticos y antimicrobianos de
uso clinico-terapéutico a este Gltimo grupo pertenecen los antibidticos (sustancias sintetizadas
por microorganismo) y quimioterapicos (sustancias de preparacion sintética) capaces de reducir

y controlar la presencia de microorganismos que han invadido los tejidos de un individuo. (SAENZ
PENA. 2007. p. 1)

Las sustancias (metabolitos) producidas por algunos microorganismos tienen interacciones
antagdnicas de tipo bacteria-bacteria que involucran la inhibicion de crecimiento del patdgeno.
Actualmente, el estudio de los metabolitos quimica y biolégicamente activos influyen en el
desarrollo y produccidn de nuevos compuestos para la industria farmacéutica, quimica, cosmética,

suplementos nutricionales, biomoléculas, biocatalizadores, agroquimicos, etc. (LEON, J., et al. 2010. p.
215).

Por tal razén se hace cada vez mas necesaria la basqueda de nuevos metabolitos y para ello es
imperativo la exploracion de ambientes tradicionalmente no explotadas para estos fines, un
resevorio importante es el agua, ya que los microorganismos acuaticos son fuente para el

descubrimiento de nuevas drogas y compuestos activos. (LEON, J., etal. 2010. p. 215).
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La lista de compuestos obtenidos a partir de microorganismos acuaticos nativos incluyen
antimicrobianos, anticancerigenos y antiinflamatorios, muchos de los cuales pertenecen a clases
quimicas no descritas en microorganismos terrestres. Ejemplos de ello son dos productos
naturales marinos de naturaleza anticancerigena la briostatina y la didemnina B. (MANCILLA, C,,
2003. p. 6)

21



CAPITULO II

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Lugar de la investigacion

Las muestras se recolectaron en el “Balneario de aguas termales Urauco”, el cual que esta ubicado
aunaaltura de 2773 m.s.n.m, en las faldas del volcan Guagua Pichincha, a 30 minutos de la parroquia

Lloa, la misma que pertenece a la ciudad de Quito (Figura 4-2), (PREFECTURA PROVINCIAL DE PICHINCHA.
2012).

MAPA DE UBICACION

Pusar los 3 tdneles
de norte asur

AV, MARISCAL SUCRE

Figura 4-2. Ubicacion del balneario de aguas termales Urauco, Lloa
Fuente: Hacienda hosteria las Palmas, 2014

El Balneario de aguas termales Urauco tiene dos depdsitos, el uno forma un manantial natural y el
otro una piscina, en cada uno de ellos se estableci6 un punto de muestreo, los cuales se de tallan a

continuacién:
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El primer punto de muestreo corresponde al manantial, donde el agua encontraba acumulada hasta

la mitad en el momento de la recoleccion de la muestra.

Fotografia 1-2. Manantial natural
Fuente: Rolando Guailla. 2015

El segundo punto de muestreo es la piscina, la muestra se recolect6 en la naciente del afluente
termal es decir en el punto de emergencia, en el momento que se realiz esta accion la piscina se

encontraba vacia tal como se indica en la fotografia 2-2.

b . R IR

Fotografia 2-2. Punto donde emerge el agua en la piscina
Fuente: Rolando Guailla. 2015

Las muestras se recolectaron el 02 febrero del afio 2015 en los dos puntos anteriormente
mencionados, y se trasladaron al laboratorio de Analisis Bioquimicos y Bacteriologicos de la
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH) para la ejecucion

de los analisis microbioldgicos.
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2.2 Factores de estudio

2.3

231

2.3.2

Poblacion: Aguas termales del Balneario Urauco
Muestras: agua termal del manantial y la piscina

Materiales, equipos, reactivos y medios de cultivo.

Materiales

Envases de pléastico estériles
Coolers

Guantes

Mascarilla

Cofia

Palillos de dientes
Matraz Erlenmeyer
Pipetas automaticas
Puntas para pipeta
Probetas

Reverbero eléctrico
Tubos de ensayo
Lampara de alcohol
Placas porta objetos
Cajas Petri

Equipos

Multipardmetro

Estufa bacteriolégica
Camara de flujo laminar
Balanza analitica
Autoclave
Refrigeradora

pH metro

Microscopio

Computadora
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2.3.3 Medios de cultivo

- Mueller Hinton Agar (MERCK)

- Placas 3M™ Ppetrifilm™

- Pruebas Microgen™ GN-ID Identificacion
- Caldo cerebro corazén (MERCK)

- Agar Mc Conkey (Difco™)

- Agar eosina azul de metileno (acumedia)
- Agar Kligler (MERCK)

- Agar SIM (BBL™)

- Agar citrato (MERCK)

- Agar urea (MERCK)

- Agar manitol salado (BBL™)

- Agar gelatina

- Agar almiddn

- Agar Hugh — Leifson O-F

2.3.4 Reactivos

Kit para tincion GRAM (cristal violeta, lugol, alcohol cetona y safranina)
- Aceite de inmersion

- Reactivo de Kovac’s

- Alcohol antiséptico

- Peroxido de hidrogeno (Weir)

- Agua destilada

- Suero fisiologico

- Tiras para oxidasa (OxiStrips™)
2.4 Maétodos y técnicas
2.4.1 Toma de muestras
Las muestras fueron recolectadas a medio dia, se usaron recipientes de plastico estériles de 150
mL (frascos para muestra de orina), la cantidad de agua recolectada en cada punto fue de 100 mL

aproximadamente, el procedimiento se realiz6 manualmente tal como se detalla a continuacion:

- Se bajo el frasco formando un angulo de 45° con la horizontal en relacion al agua.
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- Luego se saca la tapa, al mismo tiempo que el frasco se introduce en el agua moviéndola
despacio contra la corriente mientras se llena, para evitar que el agua que toca la mano
entre en el frasco.

- Cuando el envase se llend las tres cuartas partes de su capacidad se retird del agua, se

coloco la tapa, y se transport6 al laboratorio. (GUEVARA, A., 1996, p. 10-11)

Cada frasco fue rotulado, identificando la fecha y el lugar de procedencia, acompafiado de
parametros in situ como: descripcidn de cada sitio, hora en que se tomo la muestra, temperatura
del agua y del ambiente, conductividad, solidos totales, caracteristicas organolépticas (color,

olor).

Las muestras se trasladaran al laboratorio de Andlisis Bioquimicos y Bacterioldgicos de la
Facultad de Ciencias a temperatura ambiente y en oscuridad, utilizando un cooler, se realizé los

analisis microbioldgicos de cada muestra por duplicado antes de las 24 horas.
2.4.2 Analisis microbioldgico

2.4.2.1 Recuento de: aerobias mesdfilas, Escherichia coli, coliformes totales, Staphylococcus
aureus, mohos y levaduras utilizando el Método Placas 3M™ Petrifilm™.

2.4.2.1.1 Técnica de Petrifilm™ segin 3M™, 2009.

-~

Disponer la placa Petrifilm en una superficie plana. Levantar el i\ > /

film superior. / A
e ‘

Pipetear 1 ml de agua al centro aproximadamente del film
inferior. Mantener la pipeta en posicion vertical. No tocar el film

inferior mientras se pipetea.
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Soltar el film superior y dejarlo caer, evitando introducir
burbujas. No deslizar el film hacia abajo.

Colocar el aplicador en el film superior bien centrado sobre el
inoculo. Usar el aplicador con la cara rebajada hacia abajo (cara

lisa hacia arriba).

Aplicar presién de manera suave sobre el aplicador para

distribuir el indculo por toda la zona circular. No mover ni girar

el aplicador.

Levantar el aplicador. Esperar 1 minuto para que se solidifique
el gel.

Incubar las Placas 3M™ Petrifilm™ cara arriba y apiladas en \

grupos de no mas de 20. Aerobios mesofilos 30°C durante 48

horas, coliformes totales y fecales a 37 °C durante 48 horas,

Staphylococcus aureus a 37°C durante 24 horas, mohos y

levaduras a 25-28°C durante 5 dias.

Se realiz6 el conteo del nimero de colonias crecidas en las placas y se expres6 los contajes como

unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL).

2.4.2.2 Seleccion y estabilizacion de las colonias bacterianas

Para el aislamiento de las colonias se seleccion6 las que presentaron distintas caracteristicas

macroscopicas tomando en cuenta el tamafio, formay color. Las colonias se asilaron de las placas

27



Petrifilm™ de: aerobios mesdfilos, Staphylococcus aureus (Staph express), coliformes fecales y

totales (E. coli/coliformes).

Con la ayuda de un palillo de madera estéril se tomé una colonia de las placas Petrifilm™, para
inocularla en cajas Petri que contenian agar Mueller Hinton, estas cajas contenian una cuadricula
en el fondo, y en cada espacio se inoculd una colonia distinta, de las anteriormente seleccionadas.

Se incubaron durante 24 horas a 35 °C.

La estabilizacion del aislado bacteriano se consiguié con un minimo de cuatro 0 mas repiques, es
decir repitiendo las indicaciones de parrafo anterior, y de esta manera se consiguid conservar las
caracteristicas de las colonias inoculadas. Con el Gltimo repique en el cual estaban ya estabilizados

los aislados bacterianos, se realizé una siembra por agotamiento para obtener clones puros.
(GUZMAN, Esteban. 2011. p. 23)

2.4.2.3 Obtencion de clones puros, mediante siembra por agotamiento.

Esta operacion se realizé con la finalidad de obtener un solo tipo de microorganismo, para lo cual

se usé un medio solido (agar Mueller Hinton), se procedio de la siguiente manera:

- Tomar una asada del cultivo y colocarla sobre el agar, cerca de la pared de la caja Petri y
distribuir el in6culo en una pequefia seccion.

- Esterilizar el asa y dejarla enfriar

- Rotar la placa unos 45° e inclinarla lo suficiente para poder observar la zona rayada.
Volver a tocar con el asa la zona recién inoculada. Esparcir ahora el in6culo sobre una
pequefia seccion del agar con movimiento suave para no romper la superficie del medio.
Trazar lineas lo mas seguido posibles, pero sin que se traslapen.

- Rotar nuevamente la placa unos 45° mas y proceder como en el punto anterior. Girar
nuevamente la placa y terminar de rayar la superficie, repetir una cuarta vez el rayado.

- Incubar las placas a 35°C. (RODRIGUEZ, E., et al. 2005, p. 107)

28



Figura 5-2. Siembra por agotamiento
Fuente: RODRIGUEZ, Evelyn., et al. 2005. p. 107

2.4.2.4 Descripcion morfoldgica macroscopica de las colonias bacterianas

Segin AQUIAHUATL, M y PEREZ, M. (2004. p. 41), se deben observar las siguientes

caracteristicas:

- Color

- Tamafo

- Forma: circular, irregular, filamentosa o rizoide
- Borde: entero, lobulado, aserrado

- Superficie: lisa 0 rugosa

- Aspecto: himeda, seca

- Elevacidn: convexa, plana, hundida

- Luz transmitida: transltcida, opaca

- Consistencia: dura, blanda, mucoide.

2.4.2.5 Tincion Gram de las colonias individuales obtenidas por agotamiento

- Tomar la colonia con la ayuda de un asa estéril.

- Con la ayuda de un mechero, fijar el extendido por calor.

- Cubrir la extension con cristal violeta y dejar actuar durante un minuto.

- Lavar con agua corriente, cuidando que no se arrastre la preparacion y sacudir para
eliminar el exceso de agua.

—  Cubrir la extension con solucién de lugol y dejar actuar por un minuto.

- Lavar con agua corriente.

- Decolorar con la solucion decolorante (alcohol-cetona), aproximadamente 30 segundos.
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- Lavar con agua corriente.

- Cubrir la extension con Safranina y dejar actuar por 1 minuto.

- Secar la preparacion a temperatura ambiente.

- Colocar una gota de aceite de inmersidn sobre la preparacion y observar al microscopio

con el lente de 100X. (ALVAREZ, Maria., & BOQUET, Ernesto. 1995. P. 24)

2.4.2.6 Identificacion de las colonias bacterianas puras

Se realizaron las Pruebas bioquimicas segun las indicaciones de MacFaddin (2003),
complementadas por las pruebas recomendadas por Barrow y Feltham (1993) y para algunas
cepas se realizaron las pruebas Microgen™ GN-ID Identificacion, para determinar género y
especie.

Antes de realizar las pruebas bioquimicas se procedié a sembrar las colonias aisladas en agar Mac
Conkey para evaluar el crecimiento de Enterobacterias, verificar la presencia de
microorganismos fermentadores de lactosa y confirmar la presencia de bacilos Gram negativos,

ya que la flora Gram positiva es inhibida por el cristal violeta que contiene este medio de cultivo.

Para los bacilos Gram positivos y Gram negativos se realizd las pruebas de oxidasa, catalasa,
movilidad, O/F de Hugh y Leifson, Kligler, produccion de sulfuros e indol, ureasa, citrato;
mientras que las pruebas de hidrolisis de almidén y gelatina se realiz6 Unicamente a los bacilos
Gram positivos. Las colonias para realizar las pruebas bioquimicas se inocularon desde los

cultivos de agar Mueller Hinton.

2.4.2.6.1 Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas utilizas fueron las siguientes:

PRUEBA DE OXIDASA: esta prueba determina indirectamente la presencia de la citocromo ¢
oxidasa, la misma que cataliza la oxidacion del citocromo c reducido (cit. C red.), el que a su vez
oxida el reactivo empleado, dando un complejo coloreado. Se utilizé las tiras de papel
(OxiStrips™) que estan impregnadas con N,N,N’,N’- tetrametil-p-fenilendiamina dihidrocloruro,

la oxidacion del mismo se detecta como color azul-purpura. (RODRIGUEZ, Evelyn., et al. 2005. p. 213-214)

Técnica: con un palillo de madera estéril se tomo6 una pequefia cantidad de colonia de y se la
impregno en la tira. Inmediatamente se observé el cambio de color. Si la zona del papel inoculada
con la bacteria se torna azul, purpura 0 morado hasta después de 30 segundos es positivo, si no

hay cambio de color es negativo. (RODRIGUEZ, E., etal. 2005. p. 213-214)
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PRUEBA DE CATALASA: La catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias
aerobias. Descompone el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno. El desprendimiento de

burbujas procedentes del oxigeno indica que la prueba es positiva. (Universidad de Granada. 2015. p. 1)

Técnica: en un portaobjetos se coloc6 una gota de agua oxigenada 10 volumenes, y con un palillo

de madera estéril se suspendi6 una porcién de la colonia, y se observé la formacion burbujas.
(UNIVERSIDAD DE GRANADA. 2015. p. 1)

PRUEBA DE HUGH Y LEIFSON OXIDACION — FERMENTACION (O/F): esta prueba se usa
para determinar el metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrato de carbono o su falta de
utilizacion. Algunas bacterias pueden metabolizar un hidrato de carbono (glucosa) s6lo en

condiciones aerobias, mientras que otras producen acido tanto de modo aerobio como anaerobio.
(MacFaddin. 2003. p. 354)

La produccion de &cido por via fermentativa se observo en el tubo recubierto con vaselina, por el
cambio de color del indicador de violeta a amarillo y la produccidn de acido por via oxidativa se
observé en el tubo sin recubrir, igualmente por el cambio de color en el indicador de violeta a

amarillo. Las cepas que no modificaron el color se consideraron microorganismos inertes. (Barrow
y Feltham. 1993)

Técnica: se inocul6 por puncién dos tubos del medio O/F de Hugh y Leifson. En uno de los dos
tubos la superficie se cubridé con vaselina estéril, para crear condiciones de anaerobiosis. Se

incubaron a 35°C 48 horas. (BARROW y FELTHAM. 1993)

REACCION EN AGAR KLIGLER (KIA): Esta prueba es usada para determinar la fermentacion
de la glucosa, lactosa, la produccién de H,S y la produccién de gas. ElI cambio de color del
indicador (rojo de fenol) de rojo a amarillo indica fermentacion. Si se fermenta solo la glucosa el

cambio de color del medio ocurre solo en el fondo del tubo (Taco).

Si el microorganismo es capaz de fermentar glucosa y lactosa hay cambio de color tanto en la
superficie (pico de flauta) como en el fondo. La formacién de burbujas que rompen el medio
indica presencia de gas como producto final de la fermentacion y la produccion de H,S se

manifiesta por la aparicion de un precipitado color negro debido a la reduccion de la sal de hierro.
(FLORES, S., 2013. p. 38)

Técnica: Empleando asa en punta, se inocularon por siembra tanto por puncién y estria (pico de
flauta) con cepas de micoorganismos, en tubos que contenian Agar Kligler y se incubaron a 35°C

por 24 horas. (FLORES, S., 2013. p. 39)
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REACCION EN AGAR SEMISOLIDO SIM (SULFURO-INDOL-MOTILIDAD): Esta prueba
es usada para determinar la produccién de sulfuros, indol y observar la motilidad de las bacterias.
A partir del tiosulfato de sodio los microorganismos pueden generar acido sulfhidrico que

reacciona con el hierro presente formandose un compuesto de color negro.

El medio contiene caseina rica en triptona la cual es usada por ciertos microorganismos quienes
finalmente producen indol, el cual es revelado por reactivos como el de Kovac’s. La motilidad es
visible ya que es un medio semisélido y siendo positivo el crecimiento se ve por fuera de la linea
de siembra, en forma de turbidez alrededor del canal de siembra. La no motilidad se caracteriza

por el crecimiento exclusivamente a lo largo de dicho canal. (MDMm. 2013 p. 2)

Técnica: se inoculé por puncién en el tubo y se inoculd a 35°C 24 horas. Para produccion de
indol: se adicionan 3 o 4 gotas (200 uL) de reactivo de Kovac’s al tubo y se observa la produccion

de un anillo de color rojo (positivo). (MDM. 2013 p. 2)

PRUEBA DE UREASA: esta prueba es usada para determinar la capacidad de un microorganismo
de hidrolizar la urea en dos moléculas de amoniaco por accion de la enzima ureasa. Los productos

alcalinizan el medio de cultivo haciendo virar el indicador de color amarillo al rosado-rojo.
(MacFaddin. 2003. p. 397)

Técnica: se inoculd por siembra tanto por puncién y estria (pico de flauta) con cepas de
micoorganismos, y se inoculé a 35°C 24 horas los microorganismos que hidrolizan la urea el
medio de cultivo es de color rosado-rojizo. Microorganismos que no hidrolizan la urea el medio

de cultivo permanece de color amarillo. (MacFaddin. 2003. p. 402)

PRUEBA DE UTILIZACION DEL CITRATO DE SIMMONS: Generalmente, los medios de
cultivos empleados para esta prueba contienen citrato de sodio como Unica fuente de carbono, y
fosfato de amonio como Unica fuente de nitrégeno. Las bacterias que utilizan el citrato también
pueden utilizar el amonio como fuente de nitrégeno, lo que resulta en la produccién de amoniaco
(NH3") y la alcalinizacion del medio por la conversion del (NH3*) en hidréxido de amonio
(NH4OH) que produce el viraje del indicador azul de bromotimol de verde a azul. Si el
microorganismo no utiliza el citrato no se produce cambio de color en el medio este permanece

verde. (FLORES, S., 2013. p. 39)

Técnica: se inoculd por siembra tanto por puncion y estria (pico de flauta) con cepas de

micoorganismos, Y se inoculé a 35°C 24 horas. (FLORES, S., 2013. p. 39)
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PRUEBA DE HIDROLISIS DEL ALMIDON: La actividad amilolitica es decir la capacidad de
un microrganismo hidrolizar el almidén se determind utilizando agar almidén a pH 7,5. Se
considerd reaccién positiva cuando se evidencié la formacion de un halo claro alrededor de las

colonias luego de afadir lugol. (FLORES, M., etal. 2010, p. 89)

Técnica: Los bacilos Gram positivos se inocularon con un palillo de madera estéril en una caja
gue contenia agar almidén y se incubaron a 35 °C durante ocho dias, luego se afiadié 10 mL de

lugol sobre las placas. (BARROW, G., & FELTHAM, R. 1993)

PRUEBA DE LICUEFACCION DE LA GELATINA: esta prueba se us6 para determinar la
capacidad de un microorganismo de producir enzimas de tipo proteolitico (gelatinasas) que
lictan/hidrolizan la gelatina o muestran cambios caracteristicos debido a los productos de

degradacion. (MacFaddin. 2003. p. 160)

Técnica: Se realiz6 inoculando los bacilos Gram positivos con un palillo de madera estéril en el
centro de una placa con medio de agar gelatina. Se incubé a 35°C durante ocho dias. Cuando la
colonia estuvo lo suficientemente desarrollada se recubri6 la superficie del medio con unas gotas
de cloruro merclrico (BARROW, G., & FELTHAM, R. 1993. p. 203). Se considerd la prueba positiva al

producirse una zona clara alrededor de la colonia.

2.4.2.6.2 Pruebas Microgen™ GN-ID Identificacion

Este sistema se utilizd para identificar algunas bacterias Gram negativas (oxidasa positiva),

siguiendo las recomendaciones de la casa comercial.

Inoculacion e Incubacion

1. Serealiza una prueba de oxidasa del organismo aislado. Los organismos oxidasa positivos
se identifica inoculando las galerias GN Ay GN B.

2. Suspender una cepa pura obtenida de un cultivo de 18-24 horas en 5 mL de solucién
salina estéril al 0,85% para inocular en las galerias GN Ay GN B. Se mezcla bien.

3. Se quita cuidadosamente la lamina adhesiva que sella los micropocillos.

4. Se afiade 100uL de la suspension bacteriana a cada pocillo de las tiras.

5. Después de la inoculacién, se recubren los micropocillos marcados con un circulo negro
(1,2y 3enlagaleria GN A; 20 y 24 en la galeria GN B) con 3-4 gotas de aceite mineral.
(Si el microorganismos es oxidasa positivo no afiadir aceite mineral en el mciropocillo
20)
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6. Se sella la parte superior de las galerias con la cinta adhesiva que se retir6 y se incuba a
35-37 °C.
7. Las galerias GN A y GN B se leeran después de 18-24 horas de incubacion para las

Enterobacteriaceae y luego de 48 horas para los aislados oxidasa positivos. (MICROGEN
BIOPRODUCTS. 2004)

Lectura y adicion de reactivos

Galerfa GN A

1. Se quita la lamina adhesiva y se anota todas las reacciones positivas con ayuda de la carta
de color.
2. se afiade los reactivos a los siguientes micropocillos:
a) Se afiade 2 gotas de reactivo de Kovac's al pocillo 8. Se lee a los 60 segundos.
Formacion de color roja revela resultado positivo.
b) Se afiade 1 gota del reactivo VP Iy 1 gota del reactivo VP Il al pocillo 10. Se lee
tras los 15-30 minutos, Formacion de color rosa/roja revela resultado positivo.
c) Se afiade 1 gotas de reactivo TDA al pocillo 12. Se lee a los 60 segundos. Formacion

de color roja cereza revela resultado positivo.

3. Se hace el test de reduccidn de nitrato al pocillo 7 después de leer y se anota el resultado
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. Esto indicara si

el nitrato ha sido reducido a nitrégeno gas. Si se mantiene el color amarillo es negativo.
(MICROGEN BIOPRODUCTS. 2004)

Galeria GN B

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 segun se indica:
a) El pocillo de gelatina (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.
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b) El pocillo de la arginina se interpreta diferente tras 24 y 48 horas de incubacion: 24
horas Enterobacteriaceae (amarillo=negativo y verde/azul = negativo) y 48 horas los

aislados oxidasa positivos (amarillo/verde = negativo y azul = positivo). (MICROGEN
BIOPRODUCTS. 2004)

Identificacion

1. Se anota los resultados en la hoja de resultados de Microgen GN-ID A+B, los substratos
se han organizado en tripletes (set de tres reacciones).
Para codificar el digito de un trio de pruebas se establece el siguiente sistema:
— Si una prueba cualquiera es negativa, se le asigna un valor de 0 (cero) a la prueba.
— Si la primera prueba es positiva, se asigna un valor de 4.
— Si la segunda prueba es positiva, se asigna un valor de 2.
— Si la tercera prueba es positiva, se asigna un valor de 1.

El codigo numérico se obtiene sumando los valores de las tres pruebas. Los limites inferior y
superior del cédigo son 0y 7 respectivamente.

2. El perfil numérico se introduce en un Sofware Microgwn Identification System (MID-
60) que generara un informe de los cinco microorganismos mas parecidos, basados en %

de probabilidad. (MICROGEN BIOPRODUCTS. 2004)

2.4.2.7 Determinacion de la susceptibilidad a diversos antibidticos

Se utilizd el método de Kirby Bauer de difusion en Agar Mueller Hinton (MH), las placas fueron
inoculadas con suspensiones de cada una de las bacterias aisladas ajustando la turbidez a 0,5

McFarland (1.5x108 UFC/mL), para lo cual se utilizé un hisopo estéril (FLORES, Ménica et al. 2010, p.
44)

Técnica: para la inoculacion se sumergid un hisopo estéril en la suspensién y se elimind el exceso
rotandolo firmemente contra la pared interna del tubo. El hisopo se frot6 el sobre la superficie del
agar, esta operacion se repitid por tres veces sucesivas, rotando la placa para obtener una
dispersion uniforme del inoculo en toda la superficie, se dejo secar el inoculo por 5 minutos y se
colocaron los discos de antibiéticos sobre el agar utilizando pinzas estériles. Las placas se

incubaron a 35°C durante 24 horas. (FLORES, Ménica et al. 2010, p. 44)
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El criterio utilizado para evaluar la susceptibilidad al antibiético fue la presencia o ausencia del
halo de inhibicidn, asi cuando se observé un halo de inhibicion la bacteria fue sensible y en las
que no se observo fue resistente. A diferencia de las bacterias patogenas de interés clinico, en las
bacterias aisladas del agua evaluamos cualitativamente si han adquirido algin mecanismo de
resistencia o susceptibilidad que pueda ser transmitido a otra bacteria que atn no ha desarrollado

un mecanismo similar.

Los antibidticos utilizados fueron: Ampicilina (AM) 10mcg; Amoxicilina/acido clavulanico
(AMC) 20/10mcg; Cefalotina (KF) 30mcg; Ceftriaxona (CRO) 30mcg; Oxacilina (OX) 1mcg;
Ciprofloxacina (CIP) 5mcg; Eritromicina (E) 15mcg; Gentamicina (CN) 10mcg; Imipenem (IPM)
10mcg; Meropenem (MEN) 10mcg; Penicilina (P) 10U; Trimetoprim/sulfametoxazol (STX)
1.25/23.75 mcg.

2.4.2.8 Deteccion de métalo f-lactamasas (grupo B)

Se utiliz6 el método de aproximacion de discos en Agar Mueller Hinton (MH), las placas fueron
inoculadas con suspensiones de cada una de las bacterias aisladas ajustando la turbidez a 0,5

McFarland (1.5x108 UFC/mL), para lo cual se utilizé un hisopo estéril (FLORES, Ménica et al. 2010, p.
44)

En esta determinacién se utilizé los carbapenémicos (imipenem IPM 10mcg y meropenem MEN
10mcg), y discos de EDTA (0,5M y pH = 8).

Técnica: para la inoculacion se sumergié un hisopo estéril en la suspensién y se eliminé el exceso
rotandolo firmemente contra la pared interna del tubo. El hisopo se frot6 el sobre la superficie del
agar, esta operacion se repitié por tres veces sucesivas, rotando la placa para obtener una
dispersion uniforme del inoculo en toda la superficie, se dejé secar el inoculo por 5 minutos y
luego se colocaron los tres discos teniendo en cuenta de colocar el disco con EDTA en medio de

los dos discos de imipenem y meropenem. Las placas se incubaron a 35°C durante 24 horas.

El efecto sinérgico entre los carbapenémicos y el agente quelante (EDTA) es indicativo de la
presencia de las enzimas métalo B-lactamasas (GONZALES, E., 2012. p. 4). Se observa un fenotipo
caracteristico de métalo B-lactamasas cuando se produce una deformacion (aumento) del halo de

inhibicion en la proximidades del disco de EDTA como se muestra en la figura 6-2 (Navajas, E. 2014.
p. 27).
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IPM EDTA

Figura 6-2. Fenotipo de produccion de métalo B-lactamasas.
Fuente: Navajas, E. 2014. p. 27

Preparacion de discos con EDTA (0.5 M): se procedio a pesar 0.75 gramos de EDTA y disolverla
en 4 mL de agua destilada, para disolverla por completa se lleva la mezcla a pH alcalino para
posteriormente esterilizarla. Luego se adicion6 100 pL de la solucién a los discos “blanco” es
decir los que no contienen ningun antibidtico, los discos se almacenaron en refrigeraciéon a

temperatura entre 4 -8 °C.

2.4.2.9 Determinacion de la actividad antimicrobiana.

Se utiliz6 el método de difusion en Agar Mueller Hinton (MH), las placas fueron inoculadas con
suspensiones de Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 y Staphylococcus aureus ATCC25923

ajustando la turbidez a 0,5 McFarland (1.5x108 UFC/mL), para lo cual se utiliz6 un hisopo estéril
(FLORES, Monica et al. 2010, p. 44)

Para esta determinacion las dos cepas monitor fueron proporcionadas por el laboratorio de
Analisis Bioquimicos y Bacterioldgicos de la Facultad de Ciencias de la ESPCOH.

Técnica: para la inoculacion de Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 y Staphylococcus aureus
ATCC25923 se sumergié un hisopo estéril en la suspension y se eliminé el exceso rotandolo

firmemente contra la pared interna del tubo.

El hisopo se frot6 sobre la superficie del agar, esta operacion se repitio por tres veces sucesivas,
rotando la placa para obtener una dispersion uniforme del inoculo en toda la superficie, se dejo
secar el inoculo por 5 minutos y luego se inoculd las cepas aisladas de agua termal por puncion

con un palillo de madera estéril y se incubaron a 35°C por 24 horas.
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La actividad antibacteriana fue determinada segun el diametro del halo de inhibicion formado
alrededor de las colonias aisladas del agua. Segun Pérez, G., et al (1999) los halos de inhibicién

> 0,1cm, revelan produccidn de sustancias antibacterianas.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Paradmetros fisicoquimicos y caracteristicas generales de las aguas termales del

balneario Urauco.

Se determing la temperatura del agua en cada uno de los puntos recolectados, en el manantial se
registré una temperatura de 25.9°C y en la piscina la temperatura fue de 33.5°C, mientras que la
temperatura ambiental fue de 16.5°C, tal como se detalla en la tabla 1-3; por otra parte la
diferencia entre las temperaturas del agua con respecto a la del ambiente fue 9,4°C para el
manantial y 17°C para la piscina, de esta manera se demostré que las aguas del balneario Urauco
son termales ya que tienen una diferencia sobre los 5°C con respecto a la temperatura del

ambiente.

Con respecto a los valores de conductividad y sélidos totales disueltos en el manantial se registrd
1990uS/cm, 991ppm respectivamente, mientras que en la piscina estos valores se encontraban mas
elevados registrandose 3134uS/cm de conductividad y 1565ppm de Sélidos totales disueltos, segun
se muestra en la tabla 1-3.

Tabla 1-3. Pardmetros fisico-quimicos y caracteristicas generales de las aguas termales del

balneario Urauco.

Parametro Manantial INAMHI Piscina INAMHI
Temperatura del agua (°C) 25.9 34,10 335 35,70
Temperatura ambiente (°C) 16.5 16.5

Conductividad (pS/cm) 1990 2440 3134 3440

Sélidos totales disueltos STD

991 1578,68 1565 2225 68
(ppm)

REALIZADO POR: GUAILLAR. 2015
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Las aguas termales del balneario Urauco presentaron diferentes temperaturas en cada punto donde
se recolectaron las muestras tal como se detalla en la tabla 1-3, el manantial esta 7.6°C por debajo
de la temperatura de la piscina, esta diferencia pudo deberse a que el agua de la piscina fue
recolectada en la naciente del afluente, a diferencia del manantial donde la muestra recolectada
tenia mas contacto con la superficie y no fue del punto de emergencia lo que influyo que tuviera

menor temperatura.

Al comparar los valores de temperatura reportados por el INAMHI para las aguas del balneario
Urauco con los valores registrados en este trabajo, en la tabla 1-3 se puede observar que el
manantial tiene menor temperatura (25.9°C) que la registrada por el INAMHI (34.1°C), mientras
que la piscina (33.5°C) tiene una temperatura casi similar (35.7°C), estas variaciones estan
relacionadas a la época del afio, tipo de equipo utilizado en la medicidn, asi como también tiempo

transcurrido desde la medicion realizada por el INAMHI hasta la presente investigacion.

Los mismos factores que influyeron en la diferencia de temperatura también pudieron influir en
la cantidad de sélidos totales disueltos y conductividad registrados en la tabla 1-3, el agua del
manantial al tener una mayor éarea de contacto con el suelo las particulas en suspension pueden
reaccionar y no ser detectados por el equipo, a diferencia del agua de la piscina que no tiene mayor
contacto, ni tiempo de reaccionar con otras sustancias ya que se analizé directamente en el punto

de surgencia.

Segin el INAMHI en el manantial se registr6 1578,68ppm de solidos totales disueltos,
conductividad de 2240uS/cm, mientras que en este trajo se reportd 991ppm y 1990uS/cm
respectivamente y en la piscina el INAMHI reportd 2225,68ppm de solidos totales disueltos, y
3440uS/cm de conductividad, mientras que en este trabajo se encontrdé 1565ppm y 3134uS/cm
respectivamente, estas diferencias pueden estar relacionadas con la variacion de iones en el

tiempo.

En relacién a los resultados organolépticos el olor no fue desagradable, el color caracteristico
predominante fue verdoso cristalino en la piscina y en el manantial este color verdoso es mas

intenso con aspecto turbio.
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3.2 Anélisis microbioldgico de las aguas termales del balneario Urauco.

3.2.1 Bacterias Aerobias Mesofilas

Se reportd que la cantidad de bacterias aerobias mesofilas en el manantial fue de 7.3x10?
UFC/mL, mientras que en la piscina estas bacterias se encontraron en menor cantidad
reportandose un valor de 3.3x102 UFC/mL, al promediar los datos anteriores se registré que el
total de bacterias aerobias mesoéfilas en el balneario Urauco fue de 5.3x102 UFC/mL, tal como se
detalla en la tabla 2-3.

Tabla 2-3. Numero de bacterias aerobias mesofilas (UFC/mL)

Procedencia

Manantial 7.4 x10? 7.2 x10? 7.3x10? 14.14 200
Piscina 3.8 x10? 2.8 x10? 3.3x10? 70.71 5000
Total bacterias en el balneario = 5.3x102 UFC/mL
Desviacioén estandar (o) del balneario = 234.66
Varianza (¢?) del balneario = 55066.67
Ri: réplica uno
R2: réplica dos

REALIZADO POR: GUAILLAR. 2015

800 730
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UFC/mL
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Manantial Piscina Total bacterias
en el balneario

Gréfico 1-3. Bacterias aerobias mesofilas
REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015
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Los ambientes termales presentan micoorganismos adaptados a las condiciones adversas de
temperatura. Asi, los dos puntos analizados en el balneario Urauco presentan una alta diversidad
bioldgica pero con diferencias significativas en cada punto analizado. Al observar la tabla 2-3 la
diferencia de bacterias aerobias mesdfilas entre el manantial (7.3x10? UFC/mL) y la piscina
(3.3x10? UFC/mL) es de 4x10?> UFC/mL esta diferencia se pudo deber a la ubicaciéon y
caracteristicas de cada punto de recoleccion de las muestras, en el caso del manantial el agua
estaba acumulada y tenia contacto directo con el suelo, a diferencia de la piscina donde la muestra
se recolectd del punto de surgencia y la temperatura del agua fue mas alta lo que pudo inhibir

parte de la microbiota.

La cantidad total de bacterias aerobias mesofilas registradas en el balneario Urauco fue de 5.3x10?
UFC/mL, este valor difiere de lo reportado por De La Rosa, M2, et al, en el 2009., en el balneario
Alicln de las Torres donde se report6 que la cantidad de bacterias heterdtrofas aerobias viables
fue menor a 100 UFC/mL, esta diferencia se puede deber a la distinta composicién mineral del

agua, variacion de los métodos de recuento, y forma de recoleccion de las muestras.

La cantidad de bacterias aerobias mesdfilas reportados en el balneario Urauco difiere ain mas
con respecto al balneario Puente Viesgo, donde se encontré que el nimero de bacterias
heter6trofas aerobias viables fue menor a 10 UFC/mL segin De La Rosa, M2, et al, en el 2007,
de igual manera existe una diferencia notoria con el balneario Bafios de la Concepcion donde el
numero de bacterias heterdtrofas aerobias viables fue menor a 20 UFC/mL segln lo reportado por
Mosso., My De La Rosa, M?, en el 2011.

Segun el boletin oficial de Canarias N° 38, de 1989 orden que regula el régimen técnico sanitario
de piscinas, se establece que la cantidad de bacterias aerobias totales debe ser menor a 200
UFC/mL, en cuyo caso el balneario Urauco estaria en el limite permitido, la diferencia es que el
balneario Urauco no solo estd formado por una piscina sino también por un manantial natural y
ninguna normativa ha establecido hasta el momento un limite de bacterias aerobias mesdéfilas para

manantiales naturales y piscinas termales.

3.2.2 E. coli/Coliformes

El recuento de coliformes totales en el manantial fue de 10 UFC/mL y en la piscina se registr6 93
UFC/mL, a diferencia del recuento de E. coli que registr6 valores mas bajos en la piscina, donde
se reportd se reportd 1 UFC/mL y en el manantial el recuento fue de 3 UFC/mL. Al final del
andlisis el total de coliformes en el balneario Urauco fue de 52 UFC/mL, mientras que el total de

E. coli fue de 2 UFC/mL, tal como se detalla a continuacion en la tabla 3-3 y gréfico 2-3.
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Tabla 3-3. Numero de bacterias E. coli/Coliformes (UFC/mL)

Procedencia

Coliform_es totales

Escherighia coli

R

Manantial 14

Piscina 94

R> X )y

5 10 6.36 405 | 3 2

91 93 212 45 1 1

Coliformes totales =52 UFC/mL

Total bacterias en el balneario:
E. coli =2 UFC/mL
Desviacion estandar (6) del balneario:

Coliformes totales =48.08 E. coli=0.96
Varianza (¢?) del balneario:
Coliformes totales = 2311.33 E. coli=0.92
Ri: réplica uno
R2: réplica dos
REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015
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Gréfico 2-3. E. coli/Coliformes totales
REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015

En la piscina se registr6 mayor cantidad de coliformes totales (93 UFC/mL) en relacién al

manantial (10 UFC/mL), la causa principal se pudo deber a que en ambos sitios al emerger el

agua esta entra en contacto directo con el suelo y permanece expuesta al ambiente, las mismas
razones se aplican para la presencia de E. coli, que en manantial el recuento fue de 3 UFC/mL y
en la piscina se reporté 1 UFC/mL segln la tabla 3-3, estos microorganismo pueden provenir de
las aguas de los alrededores de los puntos de recoleccion de las muestras, ya que se trata de una

zona con alta humedad y gran nimero de vertientes, y al existir infiltraciones en el suelo el agua
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contaminada puede mezclarse con el agua de las fuentes termales, sin descartar que parte de estos

microorganismos pueden ser aportados por los bafistas.

La presencia de coliformes totales y fecales en el balneario Urauco también pudo estar relacionada
con la ubicuidad de algunos géneros gque conforman este grupo de indicadores, pues se adaptan a
las condiciones del ambiente por lo que es comun encontrarlos en el agua, es asi que estos
micoorganismos han sido reportados por Vendrell, M. C., et al, en 1998 en las inmediaciones de

la fuente termal de Tinteiro.

Mora, D., en 1996 analizo la calidad de las aguas dulces utilizadas para recreacién (natacion), y
establecioé que la cantidad de E. coli en este tipo de aguas debe ser menor a 200 UFC/100mL, los
resultados obtenidos en el balneario Urauco indican que se encontré 100UFC/100mL de E. coli
en la piscina lo que expresa un criterio microbioldgico aceptable, no asi el manantial donde el
numero de E. coli fue 300UFC/100mL, este valor estaria 100UFC/100mL por encima del limite
permisible en este tipo de aguas utilizadas principalmente para recreacion.

No obstante, De la Rosa, M?,, et al en el 2009 no reportan la presencia de estos microorganismos
en el balneario Alicin de las Torres, tampoco estan presentes en el balneario Puente Viesgo
(2007), al igual que Mosso, M2, et al, en el 2011, no encontraron estos microorganismo en el
balneario Bafios de la Concepcion, todas estas fuentes mencionadas registraron similares

condiciones de temperatura a las reportadas por nosotros para las aguas del balneario Urauco.
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3.2.3 Staphylococcus aureus

En la presente investigacion no se encontrd S. aureus, los resultados se detallan a continuacion
en la tabla 4-3:

Tabla 4-3. Numero de bacterias S. aureus (UFC/mL)

Rycolor de las colonias Rycolor de las colonias
Procedencia azul - W
verde violeta 9 verde
Manantial 0 1 1 0 0 1
Piscina 0 7 9 0 4 8

Ra1: réplica uno

R.: réplica dos

Colonias rojo-violeta: S. aureus
Colonias negras: puede ser o no S. aureus
Colonias azul-verde: no son S. aureus.

REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015

Segun lo reportado en la tabla 4-3, no se encontr6 S. aureus en ninguno de los puntos analizados
en el balneario de aguas termales Urauco, las colonias de color negro que pueden ser S. aureus se
descartaron luego de utilizar el disco Petrifilm Staph Express como prueba confirmatoria, estos
resultados concuerdan con los reportatados por De la Rosa, M?,, et al, en el 2009 en el balneario
de Alicin de las Torres y, Puente Viesgo en 2007, al igual que Mosso, M?,, et al, en 2011 en el

balneario Bafios de la Concepcién.

Sin embargo en los balnearios anteriormente mencionados se reportaron otras especies del género
Staphylococcus, y se demostré que estos microorganismos forman parte de la microbiota de las

aguas termales.

Otras fuentes como la de Tinteiro, estudiada por Vendrell, M. C., et al, en 1998, registraron la

presencia de Staphylococcus aureus en las inmediaciones de la fuente termal.
En 1996 Mora, D., establecié que la cantidad de Staphylococcus aureus para las aguas dulces

utilizadas en recreacion (natacion) debe ser menor a 100UFC/100mL. En el caso del balneario

Urauco se demuestra que esta dentro de todos los limites establecidos en otros estudios.
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3.2.4 Mohosy levaduras

En el presente estudio se encontr que la cantidad de mohos fue menor con respecto a la de
levaduras, en el manantial el recuento de mohos fue de 1 UFC/mL, y de levaduras 6 UFC/mL. En
la piscina no se encontré mohos pero se reporté 63 UFC/mL de levaduras, tal como se detallan
en la tabla 5-3 y figura 3-3.

Tabla 5-3. Numero de mohos y levaduras (UFC/mL)

Levaduras

Procedencia R, R, X

Manantial 1 0 6 212 45
Piscina 0 0 63 184 338
Total hongos en el balneario:
Mohos =1 UFC/mL Levaduras =35 UFC/mL
Desviacion estandar (o) del balneario:
Mohos = 0.5 UFC/mL Levaduras =1216.25 UFC/mL

Varianza (¢?) del balneario:
Mohos =0.25 UFC/mL Levaduras = 34.87 UFC/mL

Ru: réplica uno
R2: réplica dos

REALIZADO POR: GUAILLAR. 2015
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Gréfico 3-3. Mohos y levaduras
REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015

En el balneario Urauco la cantidad de mohos (1 UFC/mL) no es importante en relacién a la
cantidad de levaduras especialmente las reportadas en la piscina donde se registraron 63 UFC/mL

y 6 UFC/mL en el manantial (tabla 5-3), suponemos que en la piscina las levaduras encontradas
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provienen de ambientes externos como de las aguas de infiltracién, o bien la mayoria de estos
microrganismos pueden ser parte de la microbiota autdctona ya que pueden adaptarse a las
condiciones de este tipo de habitats debido a que son muy ubicuos.

De La Rosa, M2, et al, en el 2004, encontraron 2 UFC/100mL de levaduras en los manantiales
del balneario La Virgen y una cantidad menor a 10 UFC/100mL de hongos filamentosos en los
balnearios de la localidad de Jaraba. En este sentido con respecto a los hongos filamentosos el
balneario Urauco presentd un valor 10 veces mayor (tabla 5-3), al reportado por De La Rosa, M?,,
et al (2004), en nuestro caso no realizamos una identificacién de los hongos aislados por lo que

no podemos afirmar que son patégenos.

Segun lo reportado por De La Rosa, M2, et al, en 2009, en el manantial “Bafios de Abajo” del
Balneario Alicun de la Torres el recuento de hongos fue de 600 UFC/100mL, y los géneros
encontrados fueron Penicillium, Fusarium y Alternaria que corresponden a hongos filamentos, la
cantidad de hongos reportada en este balneario no afecto a la calidad sanitaria, y en nuestro caso
el recuento de mohos es menor que el reportado de manera que tampoco influye en la calidad

sanitaria.

Las levaduras en ambientes acuaticos fueron registradas anteriormente por Russo, G., et al, en
2006, en Rio Agrio y Lago Caviahue, un ambiente acuético &cido de origen volcanico (Neuquén,
Argentina), donde se encontraron levaduras en concentraciones variables entre 25-1192 UFC/L,
registrandose cinco géneros distintos Candida, Cryptococcus, Cystofilobasidium, Rhodotorula y

Sporobolomyces.

En el 2011 Ferndndez, R y Smits, G, identificaron 42 especies de hongos acuaticos del grupo
hifomicetos, provenientes de la cabecera del rio Guérico del estado de Carabobo, Venezuela,
hongos importantes desde el punto de vista ecolégico y biotecnoldgico, por lo que un ambiente
con gran diversidad bioldgica como el balneario de aguas termales Urauco puede ser reservorio
de especies con gran potencial industrial que deberan ser asilados, identificados y sometidos a

estudios.

3.2.5 Resumen del recuento de microorganismos indicadores analizados en el balneario de

aguas termales Urauco.

En el balneario de aguas termales Urauco se encontraron 5.3x10? UFC/mL de bacterias aerobias
mesofilas, en cuanto a E. coli se registraron un total de 2 UFC/mL registrandose una mayor

cantidad de estos microorganismos indicadores en el manantial; mientras que el total de bacterias

47



pertenecientes al grupo coliforme fue de 52 UFC/mL, y el recuento de levaduras fue de 35
UFC/mL, estos dos grupos de microorganismos fueron encontrados en mayor cantidad en la
piscina con respecto al manantial. El recuento de mohos en el balneario fue de 1 UFC/mL y no se
encontro S. aureus (tabla 6-3 y gréfico 4-3).

Tabla 6-3. Resumen del recuento de microorganismos (UFC/mL) en las aguas termales del

balneario Urauco, Lloa.

Procedencia Aergb_los Coliformes E'. S Mohos Levaduras
mesofilos totales coli aureus
Manantial 7.3x102 10 3 0 1 6
Piscina 3.3x10? 93 1 0 0 63
_ Total 5.3x10% 52 2 0 1 35
microorganismos
en el balneario

REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015
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Gréfico 4-3. Microorganismos encontrados en las aguas termales de balneario Urauco
REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015
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3.2.6 Caracterizacion microscépica de las colonias aisladas en las aguas termales del balneario
Urauco.

Entre los dos puntos de muestreo (manantial y piscina) se seleccionaron un total 45 colonias
provenientes de los Petrifilm de aerobios mesofilos, E. Coli/coliformes y Staph express.

En la tabla 7-3, se detalla que del manantial se aislaron 21 colonias, de las cuales 8 proceden del
Petrifilm de aerobios mesdfilos, 10 del Petrifilm de E. Coli/coliformes y 3 del Petrifilm Staph
express. En la tabla 8-3, se detalla que de la piscina se aislaron 24 colonias de las cuales 7
proceden del Petrifilm de aerobios meséfilos, 9 del Petrifilm de E. Coli/coliformes y 8 del

Petrifilm Staph express.

Luego de repicar las 45 colonias seleccionadas por cuatro veces se lograron estabilizar solo 36
aislados, las 9 colonias restantes no sobrevivieron hasta el Gltimo repique, en el manantial las 2
colonias que no sobrevivieron procedian del Petrifilm de aerobios mesofilos, tal como se observa
en la tabla 7-3, mientras que en la piscina no sobrevivieron 7 colonias procedentes del Petrifilm
Staph express segun se detalla en la tabla 8-3.

De las 36 colonias estabilizadas, 19 procedian del manantial y 17 de la piscina, estas colonias
fueron posteriormente resembradas por agotamiento para tratar de obtener clones puros, en este
sentido se logr6é obtener 14 clones puros evidenciados microscépicamente con la ayuda de la
coloracion Gram, por su condicion de puros estos 14 clones fueron procesados para su

identificacion.

Los 22 clones restantes que no se lograron purificar presentaban la caracteristica de ser cultivos
mixtos, observandose microscopicamente con la ayuda de la tincion Gram mas de un tipo
formolégico, es decir estaban formadas por bacilos Gram - y Gram +, cocos Gram +, hifas y otros

artefactos por lo que no se las tomo en cuenta para identificarlos (tabla 7-3) y (tabla 8-3).
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Tabla 7-3. Identificacién y caracterizacion microscopica de los clones aislados del manantial

Total colonias
Aisladas

Sitio  Cadigo

Petrifilm Staph
EXxpress

Petrifilm Aerobios Cddigo
del del
aislado

Petrifilm E. Cadigo

coli/coliformes del Estabilizadas

Manantial

aislado

Bacilos Gram negativos
Hifas

Bacilos Gram negativos

Cocos Gram positivos

aislado

Bacilos Gram negativos

Bacilos Gram positivos

Sin crecimiento en el 3 Bacilos Gram negativos 3 Bacilos Gram negativos
cuarto repique Hifas
Bacilos Gram negativos 5 Bacilos Gram negativos 5 Cocos Gram positivos
Hifas Hifas Bacilos Gram
negativos
Bacilos Gram negativos 7 Bacilos Gram negativos
Bacilos Gram negativos 9 Bacilos Gram negativos
Sin crecimiento en el 11 Bacilos Gram negativos
cuarto repique Hifas
Bacilos Gram negativos 13 Bacilos Gram negativos
Bacilos Gram positivos
Bacilos Gram negativos 15 Bacilos Gram negativos
Cocobacilos Gram
negativos
17 Bacilos Gram negativos
Bacilos Gram positivos
19 Bacilos Gram negativos

Hifas

21

19

REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015
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Tabla 8-3. Identificacidn y caracterizacién microscopica de los clones aislados de la piscina

Sitio  Cadigo Petrifilm Aerobios Cadigo Petrifilm E. Cadigo
del del coli/coliformes del
aislado aislado aislado
9 Bacilos Gram positivos 16 Bacilos Gram negativos 7 Sin crecimiento en el
cuarto repique
10 Bacilos Gram negativos 17 Bacilos Gram negativos 9 Bacilos Gram negativos
Bacilos Gram positivos
11 Bacilos Gram negativos 18 Bacilos Gram negativos 11 Sin crecimiento en el
segundo repique
12 Bacilos Gram negativos 20 Bacilos Gram negativos 13 Sin crecimiento en el
Hifas Bacilos Gram positivos cuarto repique
< Hifas
% 13 Bacilos Gram negativos 21 Bacilos Gram positivos 15 Sin crecimiento en el
&’ Hifas Hifas cuarto repique
14 Bacilos Gram negativos 22 Bacilos Gram negativos 16 Sin crecimiento en el
Hifas Bacilos Gram positivo segundo repique
15 Bacilos Gram negativos 23 Bacilos Gram negativos 19 Sin crecimiento en el
Bacilos Gram positivos segundo repique
Hifas
25 Bacilos Gram negativos 21 Sin crecimiento en el
Hifas tercer repigque
26 Bacilos Gram negativos
Hifas

Total colonias

Petrifilm Staph
EXxpress Aicladac | EFotabiliondae

Aisladas

24

Estabilizadas

17

REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015
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3.2.7 Morfologiay tincion Gram de los clones puros aislados a partir de las aguas termales del

balneario Urauco.

A cada uno de los 14 clones aislados se les realizd una segunda tincion Gram para observar la
morfologia microscopica y confirmar la pureza de los mismos, de esta manera se los clasificd

como bacterias Gram positivas 0 Gram negativas.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9-3, donde se observa que los siete clones
aislados del manantial corresponden a bacilos Gram negativos (100%), mientras que de los siete
clones aislados en la piscina, seis (85.7%) corresponden a bacilos Gram negativos y uno (14.3%)
es bacilo Gram positivo. Del total de clones puros aislados en el balneario el 100% son bacilos,
de las cuales trece (92.29%) son Gram negativos y tan solo uno (7.1%) es Gram positivo (grafico
5-3).
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Tabla 9-3. Morfologia y tincion Gram de los clones puros.

Porcentaje (%0)

Cddigo Petrifilm de origen Tincion  Morfologia I —
del (cédigo del aislado) Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos
aislado Gram - Gram + Gram - Gram +
2 Petrifilm aerobios (4) Gram - Bacilos
_ 3 Petrifilm aerobios (5) Gram - Bacilos
g 4 Petrifilm aerobios (7) Gram - Bacilos
s 6 Petrifilm E. coli/coliformes (15)  Gram - Bacilos 7 0 100 0
§ 9 Petrifilm E. coli/coliformes (7) Gram - Bacilos
10 Petrifilm E. coli/coliformes (9) Gram - Bacilos
26 Petrifilm Staph express (3) Gram - Bacilos
5 Petrifilm aerobios (11) Gram - Bacilos
7 Petrifilm E. coli/coliformes (17)  Gram - Bacilos
oo 12 Petrifilm aerobios (9) Gram + Bacilos
S 13 Petrifilm aerobios (10) Gram - Bacilos 6 1 85.7 14.3
a 14 Petrifilm aerobios (15) Gram - Bacilos
15.1 Petrifilm E. coli/coliformes (16)  Gram - Bacilos
15.2 Petrifilm E. coli/coliformes (18)  Gram - Bacilos
Total de asilados bacterianos puros encontrados en el presente estudio 13 1 92.9 7.1

REALIZADO POR: GUAILLAR. 2015
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Gréfico 5-3. Diversidad de tipos morfologicos (% cepas)
REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015

Es importante indicar que aungue todos los clones puros son bacilos (tabla 9-3), esta no es la
composicién real del balneario porque entre los aislados no purificados (tabla 7-3) se reportaron
3 clones (clones 8, 5 y 1) donde se observaron cocos y cocobacilos.

Seguln Flores, S., en el 2011, luego de estudiar el manantial termal de Santa Apolonia, Mérida
registro 9 bacterias aisladas, de las cuales 8 (88.88%) son Gram negativas y 1 (11.11%) fue Gram
positiva, similares resultados obtuvo en el manantial termal de La Mitisus, Mérida donde aisl6 12
bacterias siendo 10 (83.33%) Gram negativas y 2 (16.66%) Gram positivas, estos resultados son

similares a los obtenidos en el presente estudio.

De La Rosa, M2, et al, en el 2007 reportaron para el balneario Puente Viesgo un 62.2% de bacilos
Gram negativos vy, que el segundo tipo morfoldgico mas abundante fueron los bacilos Gram
positivos con un 18.9%; De La Rosa, M2., et al, en el 2009, al estudiar el balneario Alicun de las
Torres reportaron un mayor porcentaje de bacilos Gram negativos los mismos que corresponden

al 54.5% y los bacilos Gram positivos corresponden al 29.1%.

Mosso, M2., et al, en el 2011, reportaron que el balneario Bafios de la Concepcidn tiene 60% de
bacilos Gram negativos y el 29.6% de bacilos Gram positivos. En todos los balearios
anteriormente descritos es evidente que predominaron los bacilos Gram negativos al igual que en

el balneario de aguas termales Urauco.
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A los 14 clones puros asiladas en el balneario de aguas termales de Urauco también se procedid
a realizar una descripcion en base a las principales caracteristicas morfolégicas de las colonias
(tabla 10-3), observandose que la forma predominante fue la circular, los clones con borde entero
fueron encontradas con mayor frecuencia, la mayoria de las cepas tenian una evidente elevacion

asi como una superficie lisa brillante, y consistencia cremosa.

Otros parametros demostraron que el color predominate de los clones fue el crema — blanco hueso,
€on una consistencia cremosa y en cuanto la caracteristica optica predominante fue la translucida.
El tamafio fue variable pero ninguna cepa supero los 4mm de didmetro antes de las 24 horas de

incubacion.
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Tabla 10-3. Caracteristicas morfoldgicas de los clones puros

Sitio Codigo | Forma Borde Elevacién Superficie Consistencia Luz
clones transmitida

2 Circular Entero Plano Liso — brillante Cremosa Crema — blanco hueso Opaca 2

3 Irregular Entero Elevado Liso — brillante Cremosa Crema — blanco hueso Translucido 1

4 Circular Entero Plano Liso — brillante Cremosa Crema Opaca 3
s 6 Circular Entero Ligeramente Liso — brillante Cremosa Crema Opaca 2
2 elevado
§ 9 Irregular | Ondulado Elevado Liso — brillante Cremosa Crema Translucido 2
E -

10 Irregular | Lobulado ngleéseraréeonte Liso — brillante Cremosa Crema — blanco hueso | Translucido 4

. ) Erizada — ;
26 Circular Rizada Plano Cremosa Crema — blanco hueso | Translucido 4
pulverulenta
5 Circular Entero Ligeramente L.'SO N Cremoso Crema — blanco hueso Opaca 4
elevado brillante

12 Circular Entero Elevado Liso — brillante Cremoso Crema — blanco hueso Opaca 3
. 13 Circular Entero Elevado Liso — brillante Cremoso Crema — blanco hueso | Translucido 3
£ 14 Circular Entero Elevado Liso — brillante Cremoso Crema — blanco hueso | Translucido 2
.&2

15.1 | lrregular Entero Elevado Liso — brillante Cremoso Crema — blanco hueso | Translucido 3
15.2 | lrregular Rizada Plano Liso — brillante Cremoso Crema — blanco hueso | Translucido 3
7 Circular Entero Elevado Rugosa Mucoso Anaranjado —leve Translucido 1

REALIZADO POR: GUAILLA R.2015
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3.2.8 Identificacion de Géneros y especies de las bacterias aisladas en las aguas termales del

balneario Urauco

En el manantial se encontraron siete géneros distintos de los cuales cuatro se determinaron por
medio de las pruebas bioquimicas y corresponden a los siguientes microorganismos: Acidovorax
delafieldii, Aeromonas salmonicidas sup. salmonicida, Citrobacter freundii, Brevundimonas
diminuta (tabla 11-3). Los otros tres géneros encontrados se identificaron mediante el sistema
Microgen GNA + B Oxidasa positivo y corresponden a los siguientes microorganismos:

Pasteurella multocida, Flavobacterium odoratum, Vibrio alginolyticus (tabla 12-3).

En la piscina se lograron identificar cinco clones, los microorganismos encontrados corresponden
a tres géneros distintos los mismos que fueron identificados utilizando pruebas bioquimicas, tres
clones corresponden a Aeromonas caviae, una a Budvicia aquatica, y el bacilo Gram positivo

corresponde al género Bacillus spp (tabla 11-3).

57



Tabla 11-3. Pruebas bioquimicas y microrganismo identificados en el balneario de aguas termales Urauco

Pruebas bioquimicas Crecimiento

8 i
g L8
= S |23
[ 5 (5
o | g <o g j S22 e g T3 Microorganismos
© < o &8 ST S 2 SR | @ SS| © S5 identificados
Q [T © o 55 5 o 8= | = > e O o
2 |5 w3| 928 £ = 5 g| 2 <@ c | 55
2 8|6 |63| g A Sg| 2 S8 | Ss
@) S & Q 2 J° | T > | g 3
S ~—
2 - |+ | OF AJA + |- |- |+ ]+ ] - - | ND ND G NG 80% Acidovorax delafieldii
3 + | + | OF | Alc/ A |+ | - |+ |- |+ ]| -1]-1] ND ND G NG | 87.5% Aeromonas salmonicidas
sup. salmonicida
— 4 + | + | OF | AICA|+]| -|-|+|+]-1]-1] ND ND G NG ND Determinado por Microgen
©
£ GNA +B
o 6 + | - | OF A/A + | -|-]-]+]-]1+] ND ND G NG 90% Citrobacter freundii
g 9 - + I AlclA | - | - | - |+ |+ ] -] - ND ND G NG | 85.7% Brevundimonas diminuta
10 - + I Alc/Alc | - | - | -] -] - |+ |+ ] ND ND G NG ND Determinado por Microgen
GNA + B
26 - + I Alc/Alc | - | - | -] -1]-|-1|+] ND ND G NG ND Determinado por Microgen
GNA +B
5 |+ |+ | OF | Alc/A |+ |- |+ | -|+ |+ |+ | ND | ND G | NG| 81.8% Aeromonas caviae
o [ 7 + | -JoF | Alc/A |l -1-1+]-1+]+]+] ND | ND G | NG| 88.9% Budvicia aquatica
112 |+ ]+ |OF | Alc/A | -] - +]|-]+]|+]- - + NG | NG | 72.7% Bacillus spp.
o | 13 |+ | + | OF | Alc/A | + | - | -|+|+|-1]-| ND | ND G | NG| 99.5% Aeromonas caviae
14 | + | + | OIF | Alc/A | + | - | -|+ |+ | -1]-] ND | ND G NG | 99.5% Aeromonas caviae
G: crecimiento; NG: no hay crecimiento; A: acido (amarillo); Alc: alcalino (rojo); O: oxidativo; F: fermentativo; I: inerte; ND: no determinado

REALIZADO POR: GUAILLA, R. 2015
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Tabla 12-3. Resultados del sistema “Microgen GNA + B Oxidasa positivo” para los clones 4,10

y 26 aislados del manantial.

Cddigo de Clones
Pruebas I S T

Oxidasa +

Movilidad + - -

Reduccidn de nitrato - - +

Lisina decarboxilasa - - -

Ornitina decarboxilasa - -

Produccion de H,S -

Fermentacion de la glucosa +

Fermentacion de manitol + - -
+

Fermentacion de xilosa
ONPG - - +
Indol + - -
Hidrolisis de la urea - + -
Voges Proskauer VP - - +
Utilizacion de citrato - + -
Triptéfano deaminasa TDA - - +
Licuefaccion de la gelatina - - +
Inhibicién de malonato - - -
Fermentacion de inositol - - -
Fermentacion de sorbitol - - -
Fermentacion de ramnosa - - -
Fermentacion de sucrosa + - -
Fermentacion de lactosa - - -
Fermentacion de arabinosa - - -
Fermentacion de adonitol - - -
Fermentacion de rafinosa - - -
Fermentacion de salicina - - -
Arginina dihidrolasa - -
Porcentaje de coincidencia de 96.2% 97.6% 88.9%
las pruebas

SN

Microorganismo identificado Pasteurella Flavobacterium Vibrio
multocida odoratum alginolyticus

REALIZADO POR: GUAILLA, R. 2015
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Tabla 13-3. Distribucion porcentual de microorganismos identificados en las aguas termales del

balneario Urauco.

Porcentaje de Porcentaje de
Microorganismos microorganismos | microorganismo
identificados por sitio en el balneario
Urauco
2 Acidovorax delafieldii 14.28% 8.33%
3 Aeromonas salmonicidas 14.28% 8.33%
sup. salmonicida
-‘_é 4 Pasteurella multocida 14.28% 8.33%
S| 6 Citrobacter freundii 14.28% 8.33%
= 9 Brevundimonas diminuta 14.28% 8.33%
10 | Flavobacterium odoratum 14.28% 8.33%
26 Vibrio alginolyticus 14.28% 8.33%
5 Aeromonas caviae
| 13 Aeromonas caviae 60% 24.99%
§ 14 Aeromonas caviae
al 7 Budvicia aquatica 20% 8.33%
12 Bacillus spp. 20% 8.33%

REALIZADO POR: GUAILLA, R. 2015

Aeromonas

Acidovorax o
. delafieldii salmonicidas sup.
Bacillits spp. 2.33% salmonicida
. - . 8,33% o - .
Budvicia aquatica N f 4 8,33%
8,33% \\\ ' Pasteurella

multocida

8,33%
[ _ Brevundimonas
Aeromonas caviae | . - diminuta
24,99% - | AN 8,33%
Vibrio alginolyticus! _ Flavobacterium
8.33% odoratum
8,33%

Grafico 6-3. Porcentaje de microorganismos en el balneario Urauco
REALIZADO POR: GUAILLA R. 2015
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Se identificaron un total de doce clones de los cuales siete corresponden al manantial y cinco a la
piscina (tabla 13-3 y gréfico 6-3). Al analizar la tabla 13-3 se puede observar que en el manantial
se encontraron los géneros Acidovorax, Aeromonas, Pasteurella, Citrobacter, Brevundimonas,
Flavobacterium y Vibrio, de esta manera cada microorganismo conforma el 14.28% ya que todas
pertenecen a diferentes géneros. Por otro lado en la piscina se encontraron los géneros Aeromonas,
Budvicia y Bacillus, la mayor poblacion la conforma el género Aeromonas con un 60% y las dos

bacterias restantes cada una representa el 20% de la diversidad microbiana.

Los resultados obtenidos indican que el manantial es un ambiente con una gran diversidad
biolégica debido a la variedad de géneros encontrados, en relacién a las bacterias de los géneros
Acidovorax, Flavobacterium y Vibrio, segun Berger, S., en 2015 indica que pueden ser aisladas
de diversos ambientes como agua y suelo, en el caso del balneario Urauco el agua del manantial

esta directamente en contacto con el suelo, lo que explicaria la presencia de estos géneros.

Acidovorax delafieldii anteriormente conocida como Pseudomonas delafieldii es una bacteria
comunmente aislada del suelo y en ocasiones del agua, asi lo demostraron Guobin, S., et al, en el
2005, asilando esta bacteria a partir de las muestras de aguas residuales del campo petrolifero
Shengli de China.

En el caso de Flavobacterium odoratum, Bachman, Keith H., et al, en 1996, describieron que es
comun encontrar esta bacteria en fuentes de agua dulce del medio ambiente, ademas citan como
ejemplo un caso clinico en el cual determinaron que esta bacteria considerada como patégeno
oportunista procedia del agua obtenida de un pozo ya que el paciente utiliz6 ésta agua para beber

y bafiarse.

La especie Vibrio alginolyticus no causa infecciones en el hombre pero si es patdgena para
animales marinos, varios autores reportan gque su origen es el mar, pero al ser reportada en este

estudio demuestra la gran versatilidad metabdlica de esta bacteria para colonizar otros ambientes.

Las bacterias del género Vibrio fueron reportadas por De La Rosa, M., et al, en el 2000, como
parte de la flora autéctona de manantiales clorurados sédicos e hipertonicos ademas en este tipo
de aguas también es frecuente encontrar otras bacterias hal6filas moderadas como Halomonas y
Micrococcus asi como bacterias halotolerantes de los géneros Alcaligenes, Flavobacterium, y
Planococcus que resisten una elevada osmolaridad ya que poseen complejos mecanismos de

regulacién interna.
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La bacteria Pasteurella multocida, es descrita como patégeno oportunista para el hombre, forma
parte de la flora orofaringea de ciertos animales, también coloniza el tracto gastrointestinal y
respiratorio de una gran variedad de mamiferos y aves, que constituyen su principal reservorio, la

colonizacion por Pasteurella esta presente en el 66% y 90% de perros y gatos, respectivamente.
(CAMPOS, F. 2008).

A diferencia de los deméas géneros encontrados en el balneario Urauco Pasteurella multocida es
una bacteria que hasta ahora no habia sido reportada en el agua ni en el suelo, su presencia puede
estar relacionada a varios factores como por ejemplo: que un animal haya bebido del manantial o

que una persona con una infeccion en la piel entro en contacto con el agua.

Heym, B., et al, en el 2004 reportaron una infeccion por Pasteurella multocida en un paciente
sometido a una artroplastia total de rodilla, esta infeccién fue debido a que un perro habia lamido
la herida en el dedo del pie, de la misma rodilla sometida a artroplastia lo que demuestra que esta
bacteria esta presente en la flora orofaringea del canino.

Los géneros Citrobacter, Brevundimonas y Aeromonas encontrados en el manantial han sido
reportados anteriormente en otros manatiales termales — mineromedicinales, siendo el género
Aeromonas el gque con mayor frecuencia se encontrd en el balneario Urauco ya que también fue

aislado en la piscina.

En cuanto a Citrobacter freundii esta bacteria pertenece al grupo de los coliformes, encontrandose
ampliamente distribuida en la naturaleza (suelo, plantas y agua). Mosso, M2., et al, reportaron este
microorganismo en las aguas mineromedicinales de los balneario de Valdelateja en el 2008, al
igual que en el balneario de Cervantes en el 2006, indicando que el origen de esta bacteria en

aguas subterraneas es generalmente el suelo.

Las bacterias pertenecientes al género Citrobacter, especialmente Citrobacter freundii son
particularmente importantes debido a que se han reportado aislados con capacidad de remover en
forma efectiva el cadmio presente en una solucion (RODRIGUEZ, R., etal. 1997). Otra aplicacion
de esta bacteria fue reportada por Rodriguez, M. J., et al, en 1997, en el tratamiento de aguas
residuales con un aislado de Citrobacter freundii con actividad tirosinfenoliasa, demostrando un

alto potencial de descontaminacion.

Coscelli, G., en 2015 indica que la bacteria Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida es
Unicamente patdgena para peces, por lo que se trata una especie que se encuentra en ambientes

acuaticos. Este género fue reportado por De La Rosa, M?,, et al, en el 2009 en el balneario Alicun
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de las Torres; al igual que Mosso, M?., y De La Rosa, M?, en el 2011, en el balneario Bafios de la

Concepcion.

La especie Aeromonas salmonicida fue aislada en las aguas mineromedicinales de los balnearios
de Jaraba por De La Rosa, M?,, et al, en el 2004, especificamente en los manatiales San Luis, Pilas
y San José. Esto demuestra la versatilidad metabdlica de esta bacteria y la diversidad biol6gica

de las aguas termales del balneario Urauco.

El género Brevundimonas fue encontrado en los balnearios de Puente Viesgo por De La Rosa,
M2, et al, en el 2007 y en el balneario de Valdelateja por Mosso, M2., et al, en el 2008, se trata
de un género ampliamente distribuido en la naturaleza, suelo y agua. Mosso, M?., y De La Rosa,
M2, en el 2011 encontraron la especie Brevundimonas diminuta en el balneario Bafios de la

Concepcidn, la misma que también fue aislada en el manantial del balneario Urauco.

La mayoria de las especies aisladas en las aguas del manantial concuerdan con los estudios
anteriormente mencionados, ya que se trata de un manantial natural que esta expuesto al ambiente
y el agua tiene contacto con el suelo, factores que son tomados en cuenta por los demas

investigadores para el aislamiento de varios microrganismos.

Por otra parte en la Piscina (tabla 13-3), se logro identificar cinco clones que corresponden a tres
géneros distintos: Aeromonas, Budvicia y Bacillus, los cuales han sido reportados anteriormente
en otros manatiales termales — mineromedicinales. El género Aeromonas se aislé en mayor

frecuencia y proporcion en la piscina y en el balerio Urauco en general.

El género Aeromonas ha sido reportado en los manantiales mineromedicinales Alicin de las
Torres (DE LA ROSA, M2, et al. 2009), y Bafios de la Concepcion (MOSSO, M., y DE LA
ROSA, M? 2011), sin embargo la especie encontrada en la piscina del balneario Urauco
corresponde a Aeromonas caviae, la misma que segun Berger, S., en 2015 indica que ha sido

encontrada en agua dulce, aguas residuales y peces.

Budvicia aquatica forma parte de las bacterias autéctonas del agua, ha sido encontrada en diversas
regiones del mundo; Mosso M2, et al, en el 2008, encontraron esta especie en el balneario de
Valdelateja, también en nuestro caso esta bacteria forma parte de la microbiota autdctona de la

piscina de aguas termales del balneario Urauco.

En cuanto a Bacillus spp, estas bacterias provienen del suelo de donde pasan al agua aungue son

mas comunes en aguas hipertermales también crecen en aguas mesotermales e incluso
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hipotermales, siendo reportadas por Mosso M2., et al, en el 2008 en el balneario de Valdelateja,
también fueron aislados por De La Rosa, M2, et al, en 2007, en el balneario Puente Viesgo, en

nuestro caso esta bacteria se aislo Gnicamente de la piscina.

Zaragoza, J., en el 2011, describe que algunas bacterias del género Bacillus spp, pueden ser
productoras de proteasas, otras en cambio pueden ser productoras de amilasas de uso industrial

segun lo reportado por Rojo, R., et al, en el 2001.

Las bacterias aisladas en la piscina del balneario Urauco concuerdan con los estudios
anteriormente mencionados, ya que todos los géneros han sido reportados en otros manatiales
termales-mineromedicinales y en el caso de Budvicia aquatica es parte de la flora autdctona del
agua tomando en cuenta que la muestra se recolectd directamente de la naciente del afluente
termal. En cambio las bacterias del manantial del balneario Urauco han sido reportadas no solo

en al agua sino también en algunos casos en el suelo y otros habitats.
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3.3 Determinacion de la actividad antibacteriana de los clones aislados en el balneario de

aguas termales Urauco.

En la tabla 14-3 se observan los resultados obtenidos de la evaluacion de la actividad
antibacteriana de los doce clones evaluados, Budvicia aquatica present6 un halo inhibitorio frente
a Staphylococcus aureus ATCC25923 y Flavobacterium odoratum presento un halo menos

pronunciado frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC27853.

Tabla 14-3. Actividad antibacteriana de los clones aislados del balneario de aguas termales del

de Urauco.

Halos de clones
evaluados (mm

Bacterias

o
>
e
o N
50
c O

=
<

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC27853

(%]
>
[&]
(&)
o
(&)
o
>
=
o
[
+—
(92]

Acidovorax delafieldii - -
Aeromonas salmonicidas sup. - -
salmonicida
Pasteurella multocida - -
Citrobacter freundii - -
Brevundimonas diminuta - -
Flavobacterium odoratum - -
Vibrio alginolyticus - -
Aeromonas caviae - -
Budvicia aquatica 9 -
Bacillus spp. - -
Aeromonas caviae - -
Aeromonas caviae - -

: no presento halo de inhibicion

Manantial

Piscina

REALIZADO POR: GUAILLA, R. 2015

La presencia del halo de inhibicién producido por Budvicia aquatica (tabla 14-3) puede estar
relacionada con algun tipo de plasmido adquirido o una sustancia no identificada producida por

las bacterias.

En el caso de Budvicia aquatica en 1986, Smarda, J., reportd la produccion de bacteriocinas
llamadas “aquaticins” producida por distintas cepas de esta bacteria, conjuntamente reporto la
produccion de “fonticins” a partir de cepas de Pragia fontium, al relacionar las dos bacteriocinas

estas mostraron actividad antibacteriana hacia ambos géneros.
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En este sentido la bacteria Budvicia aquatica asilada en las aguas termales del balneario Urauco
mostré cierta actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC25923, aunque no
podemos especificar el tipo de sustancia que produce dicha actividad.

Flores, S., en el 2013, reporto que las aguas de los manantiales termales La Mitisis y Santa
Apolonia del estado Mérida poseen bacterias que tienen actividades antimicrobianas y
antifangicas, sin embargo ninguno los géneros encontrados en ese trabajo corresponde a los
aislados en la aguas termales del balneario Urauco, pero deja claro que este tipo de aguas poseen

bacterias con actividades bioldgicas.

Mosquera, J., en el 2012, evalud el efecto antagonico de 17 cepas del género Pseudomonas,
aisladas de las piscinas termales del balneario “Aguas de Moisés”, municipio Ribero, estado
Sucre, Venezuela, todas las cepas de Pseudomonas mostraron actividad antagdnica contra cepas
indicadoras Escherichia coli K12 CVCM 178, Pseudomonas aeruginosa CVCM 787, Bacillus
subtilis CVCM 591 y Staphylococcus aureus CVCM 636.

Otra investigacion que indica la importancia de la actividad antimicrobiana de las bacterias
aisladas de ambientes marinos es la realizada por Mancilla, C., en el 2003 asil6 Actinomycetes a
partir de muestras de agua y sedimentos marinos, reportando que el 68,9 % de los Actinomycetes
presentaron actividad antimicrobiana dirigida principalmente contra la levadura C. albicans.

Los ambientes acuaticos en general poseen gran cantidad de bacterias con propiedades
antimicrobianas frente a distintos tipos de bacterias indicadoras algunas patégenas para el hombre,
asi lo demostraron los autores de los trabajos anteriormente mencionados, de esta manera como
se encontraron en el balneario de aguas termales Urauco dos bacterias que podrian tener un efecto
inhibitorio frente a bacterias indicadoras, es necesario un analisis mas exhaustivo para aislar otros

géneros gue tengan funciones antimicrobianas y/o antiflngicas.
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3.4 Perfil de susceptibilidad de los clones aislados del balneario de aguas termales Urauco

frente a diversos antibioticos.

En la tabla 15-3, se pueden observar que los once clones de bacilos Gram negativos son sensibles
a tres antibioticos (Ceftriaxona, Gentamicina y Trimetropim/sulfametoxazol), en el caso de
Imipenem se aplicd a ocho clones siendo todos sensibles, por otra parte cinco clones presentaron
resistencia a tres antibidticos (Amoxicilina, Amoxicilina/acido clavulanico y Cefalotina), un clon
presentd resistencia a dos antibidticos (Ampicilina y Cefalotina), cuatro clones presentaron

resistencia a un antibiético (Ampicilina) y un clon fue sensible a todos los antibiéticos utilizados.

Tabla 15-3. Susceptibilidad a diversos antibi6ticos de las bacterias Gram negativas aisladas en

las aguas termales del balneario Urauco

Antibiéticos

Micoorganismos

Ampicilina
Amoxicilina/
acido clavulanico
Cefalotina
Ceftriaxona
Gentamicina
Trimetoprima/
sulfametoxazol
Imipenem

Acidovorax delafieldii R S S S S S Nd
Aeromonas salmonicidas
= subsp. salmonicida R R RS S S S
'% Pasteurella multocida R R R S S S Nd
S Citrobacter freundii R R R S S S S
= Brevundimonas diminuta R S S S S S S
Flavobacterium odoratum S S S S S S Nd
Vibrio alginolyticus R S S S S S S
© Aeromonas caviae R R R S S S S
g Budvicia aquatica S S R S S S S
5 Aeromonas caviae R S R S S S S
Aeromonas caviae R R R S S S S
R: resistente
S: sensible
Nd: no determinado

REALIZADO POR: GUAILLA, R. 2015
Las bacterias analizadas presentaron un mayor porcentaje de resistencia frente a Ampicilina

(81.8%), mientras que para Cefalotina y Amoxicilina/acido clavuléanico la resistencia fue menor

(63.6% y 45.5% respectivamente). También se encontro que el 100% de las bacterias analizadas
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fueron sensibles a Gentamicina, Imipenem, Trimetropim/sulfametoxazol y Ceftriaxona, segln se

detalla en la tabla 16.3 y grafico 7-3.

Tabla 16-3. Porcentaje de susceptibilidad y resistencia de bacterias Gram negativas frente a

diversos antibiéticos

Agente
antimicrobiano

Contenido del
disco

Bacterias
Sensibles

Bacterias
resistentes

Ampicilina (AM) 10mcg 11 2 18.2 9 81.8
Amoxicilina/acido 20/10mcg 11 6 54.5 5 455
clavulanico (AMC)

Cefalotina (KF) 30mcg 11 4 36.4 7 63.6
Ceftriaxona (CRO) 30mcg 11 11 | 100 0 0
Gentamicina (CN) 10mcg 11 11 | 100 0 0

Imipenem (IPM) 10mcg 8 8 100 0 0

Trimetoprim/ 1.25/23.75 mcg 11 11 | 100 0 0
sulfametoxazol (STX)

REALIZADO POR: GUAILLA, R. 2015
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Graéfico 7-3. Porcentaje de susceptibilidad y resistencia de bacterias Gram

negativas frente a distintos antibiéticos

REALIZADO POR: GUAILLA, R. 2015

68



Con respecto al bacilo Gram positivo, que pertenece al género Bacillus, este presento resistencia
a tres antibidticos (Ampicilina, Penicilina y Oxacilina) y fue sensible a cuatro antibi6ticos
(Amoxicilina/acido clavulénico, Imipenem, Eritromicina y Ciprofloxacina), segin se detalla en
la tabla 17-3.

Tabla 17-3. Susceptibilidad a diversos antibiéticos del género Bacillus (Gram positivo) aislado

en la piscina del balneario de Urauco

Antibioticos

7

anico

o
S
2
c
S
(@)
1.
S
1.
L
b

Ampicilina
Amoxicilina/
do clavul
Imipenem
Eritromicina
Ciprofloxacina
Penicilina
Oxacilina

aci

s

Bacillus spp. R S S S S R R

resistente

©
c
[&]
2
o
R:
S: sensible

REALIZADO POR: GUAILLA, R. 2015

La resistencia a determinados antibioticos pudo estar relacionada con la presencia de las bacterias
aloctonas, por ejemplo las que provienen de los bafistas, estos microrganismos aloctonos pueden
poseer ciertos genes de resistencia los mismos que serian transmitidos mediante plasmidos,

transpones o integrones a las bacterias propias del agua.

Al contrastar con otros trabajos donde se asilaron bacterias de aguas termales y minerales, que no
precisamente corresponde a los mismos géneros encontrados en la presente investigacion,
podemos comprobar que existen tanto resistencia como susceptibilidad a ciertos antibidticos qué

también se usaron en este trabajo.

Flores, S., en el 2013, en un estudio sobre las aguas de los manantiales termales la MitisUs y Santa
Apolonia del estado de Mérida encontr6 que todas las cepas son resistentes a amoxicilina/acido
clavulanico, siendo también todas sensibles a gentamicina. En relacion a estos antibidticos estos

resultados son similares a los que se obtuvieron al evaluar las cepas aisladas en el presente estudio.
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Messi, P., et al en el 2005, reportan el aislamiento de bacterias resistentes a antibioticos a partir
de aguas minerales, en donde més del 80% de las cepas asiladas presentan resistencia a uno 0 mas
antibioticos; en relaciéon a la Ampicilina el 55% de las cepas asiladas poseen resistencia a este
antibiotico, y en el caso de las bacterias Gram negativas del balneario Urauco estas tiene un 81.8%

de resistencia a este mismo antibiotico.

Valencia P., en el 2009, estudié la transferencia horizontal de genes de resistencia a antibioticos
provenientes de bacterias ambientales hacia E. coli k12, encontrd diez aislados bacterianos
capaces de transferir sus genes de resistencia a antibidticos mediante conjugacion, siendo las
resistencias a ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol y trimetoprim sulfametoxazol las mas
difundidas, las bacterias identificadas correspondieron a los géneros Serratia, Pseudomona,

Listonella, y Aeromonas.

En el mismo contexto, en el balneario Urauco también se encontré el género Aeromonas,
presentando similitud con el estudio anteriormente mencionado con respecto a la resistencia frente
a ampicilina independientemente de cual sea la causa de la resistencia, pero difiere en frente a

Trimetropim sulfametoxazol ya que fue sensible a ese antibidtico.

En el caso del género Aeromonas, provenientes del agua de consumo, estas tienen resistencia a la
ampicilina ademas estudios in vitro indican una resistencia a la Cefalotina, son sensibles a
gentamicina e imipenem (JUNCO, R., et al. 2006)., se hace énfasis a estos antibioticos ya que son
los que se utilizaron en esta investigacion, siendo los resultados similares a los obtenidos al
evaluar la resistencia y susceptibilidad de las Aeromonas asiladas en el balneario Urauco frente a

los antibidticos mencionados anteriormente.

Bachman, Keith H., et al, en 1996, describieron que Flavobacterium odoratum fue aislada del
hemocultivo de un paciente hospitalizado, este microorganismos presentd resistencia a
vancomicina, gentamicina, amikacina, cefazolina, ceftazidima, ademas presento sensibilidad
intermedia a ceftriaxona y fue susceptible a trimetoprim-sulfametoxazol, piperacilina e imipenem.
Estos resultados difieren de los obtenidos en la presente investigacion ya que se trata de una
bacteria aislada directamente del agua, la misma que resulto ser sensible a gentamicina, pero en

el caso de trimetoprim-sulfametoxazol y ceftriaxona los resultados son los mismos.
Restrepo, M., et al, en el 2010, reportaron un caso clinico en el que se aislé la bacteria

Brevundimonas diminuta, el Centro para Control de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC)

y otros estudios mostraron que las especies de Brevundimonas presentaron susceptibilidad a los
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aminoglucdsidos, susceptibilidad variable a penicilinas antipseudomonas y cefalosporinas de

tercera generacion, y una resistencia importante a ampicilina.

Al comprar la especie de Brevundimonas diminuta aislada en el balneario Urauco con la descrita
en el estudio anterior, también presento resistencia a ampicilina y resulto ser sensible a
Ceftriaxona, gentamicina por lo que los resultados con respecto a estos antibi6ticos son similares

a los reportados anteriormente.

En el 2006, Olea, T., et al, describieron un caso de peritonitis por Pasteurella multocida y Candida
albicans, en el cual se indica que el tratamiento para este microorganismo se basa en penicilina,
ampicilina, cefalosporinas de segunda y tercera generacion, tetraciclinas y cloranfenicol, la
sensibilidad a los aminoglucésidos es variable y la resistencia a vancomicina como a clindamicina

es habitual.

En el caso de la bacteria Pasteurella multocida que fue aislada en el presente estudio, esta presento
susceptibilidad a Ceftriaxona (cefalosporina de tercera generacion), lo que concuerda con el
tratamiento descrito en el caso reportado por Olea, T., et al en el 2006, en relacién a Gentamicina
(aminoglucoésido) Pasteurella multocida también fue sensible, pero en el caso de ampicilina los
resultados difieren por completo ya que la bacteria aislada en el balneario Urauco fue resistente a
dicho antibiotico.

En el 2006, Losch, Liliana S., et al estudiaron el perfil de sensibilidad antibiética en especies de
la Familia Enterobacteriaceae aisladas de fuentes de agua de la provincia del Chaco en donde
encontraron 5 cepas de Citrobacter freundii, dos cepas de origen subterraneo resultaron ser
resistentes al 4acido nalidixico 'y sensibles a cloranfenicol, gentamicina,

trimetoprim/sulfametoxazol, cefotaxima y ceftazidima.

En nuestro caso los resultados obtenidos con el clon de Citrobacter freundii aislado del balneario
Urauco, en cuanto a la sensibilidad a los antibidticos gentamicina y trimetoprim/sulfametoxazol

coinciden a lo reportado por Ldsch, Liliana S., et al en el 2006.

Faria, J. F., et al, en el 2005, identificaron seis especies del género Bacillus aislados de leche de
bovinos, el 90% de las cepas presentaron resistencia multiple frente a penicilina, oxacilina,
clindamicina, ampicilina, trimetoprim/sulfametoxazol y ocasionalmente a otros farmacos como
rifampicina, vancomicina y eritromicina, estas bacterias resultaron ser sensibles a tetraciclina,

cloranfenicol, gentamicina y ciprofloxacina.
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El clon del género Bacillus asilado en el balneario Urauco al igual que los aislados en el estudio
anterior presento resistencia multiple frente a penicilina, oxacilina y ampicilina, esta resistencia
puede ser causada por modificacién enzimatica del agente antimicrobiano debido a la produccion
de B-lactamasa. Mientras que la susceptibilidad fue reportada frente a amoxicilina/acido

clavulanico, imipenem, eritromicina y ciprofloxacina.

En 2007 Corbin, A., et al, reportaron un caso de sepsis en un paciente inmunodeprimido en el
cual se aisl6 Budvicia aquatica, encontrandose que la bacteria era sensible a amikacina,
ampicilina, cefzolin, ceftoxin, ceftriaxona, cefuroxima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem,

piperacilina, ticarcilina/acido clavulanico y trimetoprim/sulfametoxazol.

Los resultados obtenidos en el antibiograma realizado al clon de Budvicia aquatica aislado en el
balneario Urauco concuerdan con lo descrito anteriormente para los antibioticos ampicilina,

ceftriaxona, gentamicina y trimetoprim/sulfametoxazol.

Rivera, O., en 2010 describié el caso de un paciente inmunodeprimido que presentd una
bacteriemia, el microorganismo aislado fue Vibrio alginolyticus el mismo que fue sensible a
carbapenems, cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, los aminoglucésidos, quinolonas y
tetraciclinas podrian considerarse tratamiento de eleccién junto con las cefalosporinas
mencionadas recientemente, el patrén de resistencia mas frecuente se registré para ampicilina,

cefazolina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas y el trimetoprim.

Los resultados obtenidos en el caso descrito anteriormente, son similares a los encontrados en el
balneario Urauco donde la especie Vibrio alginolyticus aislada en estas aguas fue resistente a
ampicilina, y fue sensible a ceftriaxona (cefalosporina de tercera generacion), gentamicina

(aminoglucoésido) e imipenem (carbapenems).
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3.4.1 Deteccion de métalo f-lactamasas (grupo B)

En la tabla 18-3 se puede observar que en los siete clones evaluados no se detecto la presencia de

las enzimas métalo B-lactamasas clase B.

Tabla 18-3. Evaluacion fenotipica de la produccion de métalo B-lactamasas en las bacterias

aisladas en el balneario de aguas termales Urauco

Métalo p-lactamasas

Sitio Microorganismos
(EDTA)
2 Acidovorax delafieldii Negativo
= 3 Aeromonas salmonicidas sup.
% salmonicida Negativo
C
§ 4 Pasteurella multocida Negativo
10 Flavobacterium odoratum Negativo
B 5 Aeromonas caviae Negativo
s — -
8 7 Budvicia aquatica Negativo
o 14 Aeromonas caviae Negativo

REALIZADO POR: GUAILLA, R. 2015

Cuando las bacterias son productoras de enzimas métalo p-lactamasas se observan halos muy
pequefios o ausencia de los mismo alrededor de los discos de imipenem, meropenemy EDTA, en
los clones analizados se presentaron halos muy pronunciados por lo que no se observo un efecto
sinérgico entre los carbapenemos (imipenem, meropenem) y el EDTA, de esta manera

comprobamos la ausencia de este tipo de enzimas.

Como se menciond anteriormente el habitat de las aguas termales no permite un ambiente
adecuado para el desarrollo de ciertos mecanismos de resistencia, sin embargo son pocos los
estudios realizados en este tipo de aguas, por lo que este estudio da una iniciativa de manera

general acerca de la presencia de algun tipo de métalo -lactamasas.

En un estudio realizado por Navajas, E, en el 2014, se analizaron las Enterobacterias obtenidas
de muestras de aire del entorno de una granja bovina, encontrdndose que todas las pruebas
realizadas para la identificacion fenotipica de métalo B-lactamasas fueron negativas; las bacterias

asiladas en las aguas termales del balneario Urauco tienen similares resultados.

73



CONCLUSIONES

Con respecto al recuento de los microorganismos indicadores de calidad sanitaria en el balneario
Urauco se encontré 5.3x10? UFC/mL de aerobios mesofilos, 57 UFC/mL de coliformes totales, 2
UFC/mL E. coli, 1 UFC/mL de mohos y 35 UFC/mL levaduras.

En el presente estudio se reportaron 14 aislados bacterianos considerados como puros de los
cuales se identificaron 12, demostrando que las aguas termales del balneario Urauco estan
formadas principalmente por bacilos: 92.9% bacilos Gram negativos y 7.1% de bacilos Gram

positivos.

En el balneario de aguas termales Urauco se identificaron 8 géneros de bacilos Gram negativos
los mismos que corresponde a Acidovorax, Pasteurella, Citrobacter, Brevundimonas,
Flavobacterium, Vibrio, Aeromonas, Budvicia y 1 género de bacilo Gram positivo identificado

como Bacillus.

El género Aeromonas fue encontrado con mayor frecuencia en las aguas termales del balneario
Urauco, el mismo que fue identificado en cuatro aislados bacterianos y la especie encontrada en

mayor proporcién fue Aeromonas caviae.

El 100% de las bacterias Gram negativas presentaron sensibilidad frente a ceftriaxona,
gentamicina, imipenem y trimetoprim/sulfametoxazol, la resistencia antimicrobiana se presento6
principalmente a la ampicilina 81.8%; cefalotina 63.6%; amoxicilina/acido clavulanico 45.5%;

ademas ninguna bacteria es productora de enzimas métalo B-lactamasas del grupo B.

Las bacterias Gram negativas que presentaron resistencia mdltiple frente a ampicilina,
amoxicilina/acido clavulanico y cefalotina fueron: Aeromonas salmonicidas subsp. salmonicida,
Pasteurella multocida, Citrobacter freundii, Aeromonas caviae, al igual que el bacilo Gram

positivo Bacillus spp, que fue multirresistente a ampicilina, penicilina y oxacilina.

Se asil6 un clon de Budvicia aquatica capaz de inhibir el crecimiento de S. aureus ATCC25923.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con la identificacion bacteriana utilizando métodos moleculares y

protedmicos para confirmar la identidad de las cepas bacterianas.

Comprobar si los géneros bacterianos asilados en las aguas termales del balneario Urauco pueden
ser patdgenos o pueden tener uso industrial especialmente Budvicia aquatica, ya que en otros
trabajos realizados anteriormente se reporta que los micoorganismos asilados de los medios

acuaticos son productores de sustancia bioactivas.

Realizar otros estudios microbioldgicos en diferentes épocas del afio para determinar si la
microbiota de las aguas termales del balneario Urauco puede variar con el cambio estacional.

Impulsar la creacion de una normativa que permita regular la calidad microbiolégica de las aguas

utilizadas como medicinales y de recreacion.
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ANEXOS

Anexo A: Puntos de muestreo

2r - P

Manantial de lodo medicinal Naciente del afuentg termal de la piscina

Anexo B: Siembra en placas Petrifilm

Utilizacion de cada placa Petrifilm Distribucién de las muestras

Anexo C: Recuento de Aerobios mesofilos

Manantial Naciente del afluente termal de la piscina



Anexo D: Recuento de E. coli/coliformes

Manantial Naciente del afluente termal de la piscina

Anexo E: Recuento de Staph Express (Staphylococcus aureus)

Manantial Naciente del afluente termal de la piscina

Anexo F: Recuento de Levaduras y Mohos

Manantial Naciente del afluente termal de la piscina



Anexo G: Aislamiento de colonias

Repiques de colonias aisladas Siembra por agotamiento

Anexo H: Clones puros

Total de clones puras Caracteristicas morfolégicas macroscopicas

Anexo I: Pruebas bioquimicas generales de identificacion

Catalasa



Anexo J: Pruebas bioquimicas generales-especificas de identificacion

O/F de Glucosa KLIGLER, SIM, UREA'Y CITRATO

Anexo K: Sistema de identificacion Microgen GNA + B Oxidasa positivo

Galeria GNA Galeria GNB

Anexo L: Pruebas bioquimicas para bacilos Gram positivos

Hidrolisis de Almidon ' Hidrolisis de Gelatina



Anexo M: Deteccion de métalo B-lactamasas

Pruebas negativas para métalo -lactamasas  Pruebas negativas para métalo p-lactamasas

Anexo N: Susceptibilidad a antibiéticos

Bacteria con mayor susceptibilidad Bacteria con mayor resistencia

Anexo O: Actividad antibacteriana

Evaluacion antibacteriana frente a Evaluacion antibacteriana frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Staphylococcus aureus ATCC25923



Anexo P: Ficha de clasificacion del manantial natural del balneario Urauco segin el INAMHI

Cuenca:  |Esmeraldas H. Topgraf. _[Quito Localidad: |Lloa
Provincia  |Pichinha ESTE (UTM) [763891 Propietario: | Particular
N°: 95 NORTE (UTM)[ 9974167 | [Fecha: _ |28/11/2012
Tipo: Vert. Termal Elevacion | 2773 Uso: Recreacional
Proyeccion: | WGS84 Zona 178
ANION mgll CATION mgll OTRAS DETERMINACIONES
CO3H- 1120,50 Naa+ 213,15 Parametros
CO3= 0,0 K+ 26,38 EH 7,2
SO4= 5,5 Ca+s 56,10 CE (ps/cm) 2440
Cl- 238,22 M g ++ 140.8 DUREZA (mg/l) 719
NO3- 0.20 NHa+ 0,000 TEMPERAT (“C) 34,10
NO2 0,050 Fam 7.3
PO4= 0,5
OTRAS DET ERMINACIONES
Turbidez [v] Cobre 0,008
Color o] Cromo o]
Alcalinidad 1120.5 Florme [e]
sSTD 1578,.68 SIO2 (2]
CO2 158,42 M [e]

OBSERVACIONES:
TIPO DE AGUA
TERM AL
BICARBONATADA MAGNESICA

Fuente: INAMHI. 2012

Anexo Q: Ficha de clasificacion de la piscina del balneario Urauco segin el INAMHI

Cuenca: Esmeraldas H. Topgraf. _|Quito Localidad: |Lloa
Provincia  |Pichinha ESTE (UTM) | 763891 Propietario: | Particular
N°: 100 NORTE (UTM)[ 9974167 Fecha: 28/11/2012
Tipo: Vert. Termal Elevacion 2773 Uso: Recreacional
Proyeccion: | WGS84 Zona 178
ANION mgll CATION mg/l OTRAS DETERMINACIONES
CO3H- 1431,70 MNa+ 415,25 Parameatros
coa= 0,0 [ 46,53 pH 7.4
SO4= 5,5 Ca++ 72,10 CE (ps/cm) 3440
Cl- 416,89 Mg++ 140,8 DUREZA (mgll) 759
NO3- 0,20 NHA4+ 0,000 TEMPERAT (°C) 35,70
NO2Z 0,050 Fe= 0,867
PO4= 0,5

OTRAS DETERMINACIONES

Turbidez 0 Cobre 0

,25
Color 8] Cromo 0
Alcalinidad 1431,7 Flomo 0
sSTD 222568 Si02 0
cO2 127,62 Mn 0
OBSERVACIONES:
TIPO DE AGUA
TERM AL

BICARBONATADA SODICA

Fuente: INAMHI. 2012



