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RESUMEN

Se realizd un estudio microbioldgico en muestras de agua mineromedicinal recolectadas en puntos
emergentes ubicados en las aguas termales de Guayllabamba en Chambo, Provincia de
Chimborazo, Ecuador, con el objetivo de determinar su calidad microbioldgica y a la vez conocer
su microbiota autoctona. Se realizd un analisis fisico-quimico para la determinacion de
temperatura, pH, solidos totales disueltos y conductividad, también se realizaron analisis
microbiolégicos mediante la técnica de siembra en placas Petrifilm, posteriormente se realizo la
purificacion de las bacterias a través de un aislado para la obtencion de cultivos puros, a todas las
bacterias purificadas se las realizo6 la técnica de Tincion de Gram para clasificarlas en positivas o
negativas, y, de acuerdo a ello realizar las pruebas bioquimicas correspondientes para cada grupo,
finalmente a las bacterias no identificadas aun posterior a las pruebas bioquimicas se les practico el
Método de identificacion por el Sistema de MicrogenTM GN-ID, de esta manera se pudo hallar en
estas aguas mesotermales la existencia en mayor proporcion de Bacterias bacilos Gram negativos, y
en menor cantidad bacilos y cocos Gram positivos, asi como la presencia de los géneros,
Methylobacterium (14 %), Moraxella (14%), Bacillus (29%), y las especies Ralstonia pickettii
(29%) y Staphylococcus aureus (14%). Por lo que se concluye que las aguas termales presentan
una microbiota autoctona escasa con mayor cantidad de microorganismos Gram negativos, siendo
los géneros y especies Ralstonia pickettii, Methylobacterium spp y Moraxella spp, los primeros
registrados en estudios de las aguas termales de Guayllabamba en Ecuador. Es necesario sefialar
que la cantidad de cepas aisladas en la investigacion, no representa un mayor peligro para la salud
de las personas que acuden a este balneario termal; Se recomienda a la Junta Parroquial de
Guayllabamba realizar analisis profundo de las herramientas utilizadas para la limpieza de estas
piscinas a fin de llegar al origen de la pequefia contaminacion de estas aguas; garantizando el

bienestar de la salud de la Comunidad y de las personal en general.

Palabras clave: <MANANTIAL TERMAL>, <MICROBIOTA AUTOCTONA>,
<MICROBIOLOGICO>, <GUAYLLABAMBA>, <BALNEARIO>, <CHAMBO>,
<BACTERIAS>, <DIVERSIDAD MICROBIANA>.
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SUMMARY

A microbiological study was performed on samples of mineral water collected
in emerging place located in the thermal waters of Guayllabamba in Chambo,
Province of Chimborazo, Ecuador, in order to determine its microbiological quality
and get in its native microbiota. A physical and chemical analysis was performed
for determining temperature, pH, total dissolved solids and
conductivity, microbiological analysis were also performed using the technique about sowing in
Petriflim plates, later the bacteria purification were performed
through an insulated for obtaining pure bacteria all the purified bacteria
underwent by the Gram stain technique for classification in positive or negative, and,
accordingly  perform  the  corresponding  biochemical tests for each  group,
finally unidentified bacteria even after biochemical tests were
analyzed by a method of identification called System MicrogenTM GN-ID, by this
way was found in these waters the existence in a big proportion of
Gram negative bacilli bacteria, and low bacilli and Gram positive coccus and
also the presence of gender Methylobacterium (14%), Moraxella (14%), Bacillus
(29%), and Ralstonia pickettii (29%) and Staphylococcus aureus (14%) species. This study
concluded that the thermal waters have poor native microbiota with more
of Gram negative microorganisms, with the gender and species
Ralstonia pickettii, Methylobacterium spp, and Moraxella spp, the first registered
in thermal waters of Guayllabamba in Ecuador studies. It should be noted that the
number of strain bacterial isolated in the research, is not a big health danger for
people who comes to this hot spring resort. It recommended to local authorities perform deep
analysis of the tools used for cleaning these pools to find the small pollution in this water; ensuring

the welfare of community and whole people health.

Keywords: <THERMAL SPRING>, <NATIVE MICROBIOTA>,
<MICROBIOLOGICAL>, <GUAYLLABAMBA>, <SPRING RESORT> <CHAMBO>,
<BACTERIA>, <MICROBIAL DIVERSITY>.
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INTRODUCCION

Los balnearios de aguas termales debido a sus caracteristicas excepcionales hoy en dia forman parte
de los establecimientos publicos con mayor afluencia de personas por atribuirseles multiples
beneficios para la salud, por lo que se debe prestar una mayor vigilancia sanitaria, ya que concurren
gente de toda clase y edad, que se encuentran con diversas enfermedades que pueden poner en
riesgo la salud de los bafiistas. (RODES, B. 2000)

Innegablemente el aspecto mas importante a controlar en estas zonas recreativas es la calidad
microbiolégica de las aguas termales y de esta manera evidenciar la pureza bacterioldgica,
condicion obligatoria que debe cumplir el agua para garantizar la salud de la poblacién que hace

uso de estas instalaciones.

Considerando la demanda permanente y creciente de gente que concurre a estos sitios ya sea por
motivos de esparcimiento o recuperacion de ciertas patologias, esta suficientemente justificada la
necesidad de llevar una inspeccion microbioldgica rigurosa, con el objetivo de verificar el estado

sanitario y garantizar el cumplimiento de la calidad microbioldgica de las mismas. (DELGADO, M.
1992)

Por tal motivo el objetivo de esta investigacion fue realizar estudios fisicos y microbiol6gicos
correspondientes de las aguas termales de Guayllabamba pertenecientes al canton Chambo,
provincia de Chimborazo, trabajo realizado en el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo, para conocer la biodiversidad microbiana de las mismas y
determinar su calidad microbioldgica, aporte que ayudara a fortalecer el turismo comunitario de la
zona y permitira garantizar el bienestar de los usuarios como lo contempla en el plan del buen vivir

enmarcado en la constitucion de la repUblica del Ecuador.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Marco Filoso6fico o Epistemolégico de la investigacion

1.1.1. Terma

“Tomando como referencia el griego y posteriormente el latin, proviene de la palabra Thermae-
thermarum, que equivaldria al lugar de surgencia de las aguas calientes o bafios de agua caliente.
(PEREX, Maria. 1997).

1.1.2 Balneario

Institucidn sanitaria cuyos tratamientos se basan en el uso de aguas mineromedicinales declaradas
de utilidad publica o fangos aplicados mediante técnicas hidrotermales diversas segin prescripcién
médica. (LOPEZ, J.,& RUBIO, J. 2002).

1.1.1 Agua mineral termal

“Agua mineral termal. Agua mineral cuya temperatura de surgencia debe ser superior al menos en
4 grados centigrados, a la media anual ambiental del lugar donde emergen, permitiendo utilizar su
accion calorifica.” (FAGUNDO, J., et al. 1996).

1.1.2 Poblacion

“Es la totalidad del fenémeno a estudiar en donde las unidades de poblaciéon poseen una
caracteristica comun, la cual se estudia y da origen a los datos de la investigacion” (ARIAS.
2006).0tra definicion también sefiala como “el conjunto de todos los casos que concuerdan con una
serie de especificaciones” (HERNANDEZ SAMPIERRI. 2007).

1.1.3 Crecimiento microbiano

Es el aumento del namero de microorganismos a lo largo del tiempo, es decir el crecimiento

demogréfico de una poblacidn. (TORTORA, G., etal. 2007).



1.2 Antecedentes de investigacion

El estudio de los microorganismos concurrentes en el agua data desde hace muchos afios atras,
poniendo énfasis principalmente en el estudio de las bacterias patdgenas presentes, a fin de

inspeccionar las enfermedades transmitidas por este medio.

Los primeros estudios microbioldgicos de aguas minerales, se efectuaron en Espafia, iniciaron
cuando un farmacéutico llamado Pablo Prolongo relata la naturaleza organica de los copos que
flotan en las aguas del balneario de Carratraca, denominandolos Sulfurariacarratraquense, afios mas
tarde el Dr. Eduardo Moreno efectud investigaciones microscopicas de las aguas de diversos
balnearios, observando bacterias, “sulfurarias”, algas y hongos. Con el transcurso de los afios se

siguieron haciendo estudios microbiol6gicos mas completos. (DE LA ROSA, J., & MOSSO, M. 2000).

Uno de estos analisis mas avanzados los realiz6 del Dr. Santiago Garcia Fernandez en un Balneario
en Vizcaya, en el que no solamente observd microscdpicamente, sino que a mas de ello realizd
recuentos y cultivos de microorganismos llegando a la conclusion de la existencia de Beggiatoa,
Leptothrix, Bacillus y Micrococcus. Ademas concluyd que estos analisis son indispensables dentro
de los andlisis quimicos debido a que es de gran importancia saber la efectividad de
microorganismos beneficiosos o no para el organismo en las llamadas “aguas medicinales”, a fin de

prevenir patologias a futuro. (DE LA ROSA, J., & MOSSO, M. 2000).

Igualmente en Espafa en EIl balneario de Bafios de Montemayor se realizé un estudio en el que se
detalla y la estructura macro y microscépica de la «Baregina» y el ecosistema microbiano un tipo
de Sulfuretum. Su microscopia destaca una relevante diversidad morfolégica bacteriana,
sobresaliendo la Beggiatoa, al igual que predadores eucaridticos bacteriovoricos, como amebas y el

ciliado Cyclidium cf glaucoma. (TORELLA MATEU, F. 2006).

En la fuente termal de O Tinteiro (Ourense, Espafia) se evalu6 la existencia de contaminacién en la
fuente antes mencionada, se determind la presencia/ausencia de coliformes fecales y totales,
Enterococcus, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Clostridium
sulfito-reductores y Salmonella mediante las técnicas gubernamentales de analisis microbiol6gicos
de aguas potables de consumo directo especificados en el BOE nimero 268 de 9 de Noviembre de

1983. (VENDRELL, M., et al. 1998).

Asi mismo estudios microbiol6gicos se han registrado en México - Santa Fe en las aguas termales
de Garate, realizados por el Dr. Jesiis Ramirez indicaron que en “dichas aguas presentan un pH

mayor a 8 (alcalinas), sefialando que normalmente el pH de las aguas termales por estar relacionado
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con fendmenos volcanicos son muy acidas de pH entre 1 y 3; por lo cual sefiala que estas aguas

estudiadas son telaricas y no magmaticas”. (RAMIREZ SANDOVAL.s.f.).

Otro estudio microbiolégico realizado en Octubre del 2001 en Ecuador por LABOLAB (analisis
de alimentos, aguas y afines) en las Aguas termales de Nono proveniente de una vertiente,
provincia de Pichincha, arrojé como resultado que dichas aguas son de calidad y por lo tanto aptas

para el consumo humano. (MOYA, V., et al. 2006).

Un estudio similar realizado en microcuenca del rio Blanco cuyos resultados arrojan un pH de 7,19,
T° 10,6; entre otras mediciones fisicoquimicas concluyendo que presenta una calidad de agua
buena para los afluentes y regular en la desembocadura debido a la presencia de ciertos macro
invertebrados. (YUNGAN, J. 2010).

Actualmente estudios ecolégicos acerca de la Microbiota de manantiales termales han transformado
la perspectiva de la biodiversidad microbiana, su composicion y funcion, por ello con esta
investigacion se pretende dar a conocer la variedad de microorganismos que habitan en las aguas
minerales termales, basandose en que no se han realizado estudios microbiol6gicos en las aguas

termales del Ecuador.

Cabe recalcar que en las Aguas termales de Guayllabamba no se han reportado estudios
microbioldgicos, Unicamente se han realizado estudios Fisico Quimicos, motivo por el cual no se

citan antecedentes relacionados con la presente investigacion. (INAMHI, 2013)

1.3 Bases teoricas

1.3.1 Aguas termales

Son aguas que emergen del suelo con mas de 5°C que la temperatura superficial, procedentes de
capas subterraneas de la Tierra que se hallan a mayor temperatura, las cuales son ricas en diferentes
minerales lo cual permite su uso en la terapéutica como bafios, inhalaciones, irrigaciones, y
calefaccion. Usualmente se localizan a lo largo de lineas de fallas donde pueden almacenarse las
aguas subterraneas que se calientan al llegar a cierta profundidad y posteriormente emergen en

forma de agua caliente. (MENDEZ, A. 2010).

“Segiin la Ley que regula las aguas minerales, termales y de manantial y los establecimientos

balnearios en Galicia, Espaiia, las define “Aguas minero-medicinales son las alumbradas natural o
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artificialmente y que por sus caracteristicas y cualidades sean declaradas de utilidad publica y apta

para tratamientos terapéuticos”. (MOURELLE, Maria., et al. 2009).

“Aguas termales y minerales se caracterizan por temperaturas mas altas, respectivamente, por los
contenidos minerales disueltas elevadas. Las aguas termales son aguas naturales por encima del
umbral de 20 ° C, se pueden utilizar para tratamientos de spa o, a temperaturas de mas de 40 ° - 50
° C para calefaccion geotérmica o la produccion de electricidad (energia geotérmica). Las aguas

termales lo general cuentan con una mayor cantidad de solutos minerales.” (DIEPOLDER, G. 2013).

“Aguas minerales generalmente se definen como aguas con solidos disueltos totales (TDS) de mas
de 1 g por litro (aunque en Francia aguas menos mineralizadas pueden ser etiquetados

"minéraleeau"). Aguas minerales se utilizan en los balnearios o en la industria de bebidas.”
(DIEPOLDER, G. 2013).

“Aguas mineromedicinales constituyen “una suerte de estado especial de la materia, merced al cual
son posibles reacciones no referibles a los tipos de las reacciones quimicas ordinarias en medio

homogeéneo, sino referibles a las reacciones en medio fisicamente complejo, polifasicas”.(SAN
MIGUEL DE LA CAMARA, M. 1956).

“Las aguas minerales constituyen un recurso natural que yace en estratos acuiferos subterraneos. Se
diferencian claramente de las aguas de consumo ordinario por su grado de mineralizacion; la
presencia de determinados componentes y por poseer estables la composicién quimica, la

temperatura, el caudal y la microflora saprofitica”. (ARMIJO, M., & SAN MARTIN, J. 1994. FAGUNDO, J.
1996).

Terma. Se denomina de esta manera a un lugar que ha sido creado especificamente para el relax de
las personas que acudan, consiste de una pileta dentro de la cual se encuentra agua caliente ya sea
de manera natural o artificial, poseen un color verdoso caracteristico debido a su elevada
temperatura. Cominmente utilizadas desde la antigliedad principalmente por la cultura Romana,

donde se hallaban en varios lugares. (http://www.definicionabc.com/general/terma.php . 2007).

“A nivel historico-arquitectdnico, la define como un establecimiento publico de bafios” (MOLINA, J.
1997).

Termalismo. El termalismo es una manera de mantener, alcanzar o recuperar la salud mediante
curas termales cuya intensidad, duracion y frecuencia son establecidas por un méedico,

preferiblemente acompafadas por un programa de dieta sana y ejercicio. Es ademas una forma



placentera y relajante de descansar o simplemente, disfrutar de unas vacaciones saludables.
(CARRERA, V., & LAINEZ, A. 2002).

1.3.2. Clasificacion de las aguas termales

Segln su temperatura:

«  Aguas Hipertermales o muy calientes: mas de 40°C

»  Aguas Mesotermales o calientes:entre 30 a40°C

»  Aguas Hipotermales o templadas: entre 20-30° C

«  Aguas frias: inferior a 20 °C (GOMEZ, D., et al. 2005. p 205).

Por su composicion mineral:

«  Aguas ferruginosas: poseen hierro en su composicion (ANONIMO. 2011).

« Aguas cloruradas: tienen mas de 1 g/L de sustancias mineralizantes, el ion cloruro se
encuentra acompafiado frecuentemente de sodio en proporcién semejante. Esta agua
manifiesta un origen subterraneo y la presencia de mares arcaicos. La existencia de fallas y
grietas favorece su ascenso a la superficie. Se subdividen en: fuentes (mar de 50 g/L),
medianas (entre 10 y 50 g/L) y débiles (menos de 10 g/L). (CHILUIZA, E. 2009).

»  Aguas sulfuradas y sulfurosas: poseen azufre, las sulfuradas son acidas y lodosas (ANONIMO.
2011).

»  Aguas sulfatadas: tienen mayor a 1 g/L de sustancias mineralizantes, prevaleciendo el anion
sulfato, ademas pueden contener otros iones con propiedades terapéuticas como sodio,
magnesio, bicarbonato y cloruro. (CHILUIZA, E. 2009).

»  Aguas bicarbonatadas: poseen bicarbonato, son aguas frias y alcalinas, pueden en ser sodicas,
calcicas, mixtas, cloruradas o sulfatadas.7 Poseen mas de 1 g/L de sustancia mineralizante, en
el que el ion bicarbonato puede estar conjuntamente con calcio, magnesio, sodio, cloruro y
otros. Estas aguas cuando poseen gran cantidad de acidos libres (CO2 mayor de 250 mg/L),
también se denominan carbdnicas o carbo gaseosas (CHILUIZA, E. 2009).

»  Aguas con mineralizacion inferior a 1 g/L: se conocen como aguas oligominerales. En ellas la
mineralizacion es inferior a 1 g/L, aunque pueden poseer abundante cantidad de los micros
elementos: cobalto, vanadio, molibdeno, silicio, fésforo, germanio, etc. Se admiten dos
subgrupos, uno de débil mineralizacion (menos de 0.2 g/L) y otro de mediana mineralizacion

(0.2-1 g/L), pero sin considerarseles factores mineralizantes especiales. (CHILUIZA, E. 2009).

Por la cantidad de minerales:
*  Agua termal mineral de 1-1.5 gr/L
»  Agua Medio mineral de 0.2-1.0 gr/L



» Agua oligo-mineral menos de 0.2 gr/L. (MENDEZ, A. 2010).

Por el origen:
« Magmaticas: primitivas, que brotan en relacion con los filines metalicos o eruptivos, con
temperaturas elevadas, mayores de 50° C., tienen un caudal, composicién y temperatura

constante, en estas muy raramente se encuentra sales de calcio, magnesio y nitritos. (CHILUIZA,
E. 2009).
«  Teldricas: son aguas de filtraciones, que brotan de cualquier terreno, tienen un caudal variable

segun la época de lluvias y estaciones, tienen temperaturas no superiores de 50° C, poseen una
ligera mineralizacion y su concentracion es inversamente proporcional al caudal, no tiene
elementos con caracteristicas de emanaciones metalicas o de metaloides profundos (boro,

fltor, cobre, nitr6geno, etc.) sino en presencia de oxigeno. (CHILUIZA, E. 2009).
Segun el contenido quimico, accion terapéutica y compuestos sobresalientes
Es una de las clasificaciones mas completas de las aguas que abarca criterios médicos, de contenido

quimico y accion terapéutica, en relacion a los compuestos sobresalientes. (PALADINES, A. 2011).

Tabla 1-1. Clasificacion de las aguas minerales segin el contenido quimico, accion terapéutica y

compuestos sobresalientes

DE ACCION
FISIOLOGICA MODALIDAD AGUAS CORRESPONDIENTES
Eupéotica Acidulas, alcalinas,
Pep Cloruradas, sulfuradas
Cloruradas (accion suave)
DIGESTIVA Purgativa Sulfurosas
Sulfatadas
Bromuradas
Alterante
loduradas
Estimulante Cloruradas
sulfurosas
CARDIOVASCULAR Diluyente Alcalinas (en altas dosis)
. Acidulas
Reconstituyente :
Ferruginosas
Sedativa Acidulas
RESPIRATORIA Alterante Alcalinas, ferruginosas, ioduradas y sulfurosas
URINARIA D!Iuyente Acidulas, cloruradas, s_ulfurosas, sulfatadas
Estimulantes Alcalinas
Estimulante Alcalinas, sulfurosas, ferruginosas
Emenagoga Sulfurosas
GENITAL Especifica loduradas, sulfurosas, bromuradas
modificadora loduradas
Sedante Sulfatadas
NERVIOSA Estimulante Acidulas, alcalinas, sulfurosas

Fuente: PALADINES, A. 2011.




Segun la Tonacidad

Estan basadas en los valores de la Presion Osmoética o descenso crioscopico. La presién osmética
de un agua mineral esta relacionada con la cantidad de iones disueltos en milimoles (concentracion
molar). Las aguas que tienen una concentracion molar de 303 mmol/L (milimoles por litro) poseen
una presién osmética similar a la del suero sanguineo (aguas minerales isotonicas). Segun

Karakolev, (1984); clasifica las aguas minerales de la siguiente manera:

« Hipotdnicas: Concentraciones < 300 mmol/L
«  Isotonicas: Concentraciones = 300 mmol/L

« Hipertdnicas: Concentraciones > 300 mmol/L. (FAGUNDO, J., et al. 1996).

Sobre la base del descenso crioscdpico las aguas minerales clasifican como:
« Hipotonicas: inferior a - 0.55 °C.

« Isotonicas: entre - 0.55y - 0.58 °C.

« Hipertonicas: superior a -0.58 °C. (ARMIJO, M., & SAN MARTIN, J. 1994).

Con relacion al pH

De acuerdo a la Norma Cubana de Agua Mineral (NC 93-01-218: 1995), las aguas se clasifican en:
» Acidas: con pH menor de 6.8.

* Neutras: conpHentre 6.8y 7.2.

» Alcalinas: con pH superior a 7.2. (N.C. 93-01-218:, 1995)

La Norma Cubana de Agua Mineral (NC 93-01-218:1995) divide las aguas de acuerdo a la
temperatura de la siguiente manera:

» Hipertermales: T <4 °C a la temperatura media anual (< 25 °C).

» Ortotermales: T = a la temperatura media anual (25-28 °C).

» Hipotermales: T > 4 °C a la temperatura media anual (> 29 °C). (N.C. 93-01-218:, 1995)

Clasificacidon Geoldgica- Genética

» Agua meteérica: agua subterranea

» Agua congénita: fuera del contacto con la atmosfera durante millones de afios

« Agua metamorfica: se encuentra o se ha encontrado en contacto con rocas durante su
metamorfismo

« Agua Pluténica: originada en el interior de los magmas a gran profundidad, y que actualmente
se encuentra alli

¢ Agua juvenil: jamas ha estado en contacto con la atmosfera. (INAMHI. 2013)



Segun V. A. Souline
Esta clasificacion es de acuerdo a la relacion existente entre la concentracién de los iones Sodio,
Cloro, Sulfatos y Magnesio, todos expresados en mEg/L (miliequivalentes por Litro) (INAMHI. 2013)

Cuadro 1-1. Clasificacion Segun V. A. Souline de acuerdo a
la relacion entre la concentracién de iones Sodio, Cloro,
Sulfatos y Magnesio

RELACION CLASIFICACION

Na* - CI° -
r—gor <! Sulfatada-sédica
A

Na™ - CI"
r—>

sO- 1 Bicarbonatada-sdédica

k]

I - Na” <1 L.
Mg Clorurada-magnésica
Cl" —Na" -

IW >1 Clorurada-cdilcica

Fuente: INAMHI. 2013.

De acuerdo al cuadro anterior también se clasifica a las aguas por su relacion ionica.

Por su relacion iénica (INAMHI. 2013)

Cuadro 2-1. Clasificacién de acuerdo a su
relacion ionica.

CLASIFICACION POR SU RELACION IONICA
Bicarbonatada magnésica
Bicarbonatada sédica

Bicarbonatada cdlcica

Sulfatada sadica

Sulfatada calcica

Clorurada cdalcica
Clorurada sédica

Fuente: INAMHI. 2013.

Por su salinidad
Esta clasificacion es de acuerdo a su conductividad eléctrica que estd relacionada con la
concentracién de sales disueltas en agua y por ende a sélidos disueltos totales (STD). Generalmente

es mayor a 1000 mg/L. (INAMHI. 2013)



Cuadro 3-1. Clasificacion de acuerdo a su
conductividad eléctrica

STD (mgll) Clasificacion
0a160 Baja Salinidad
160 a 480 Salinidad Media
480 a 1440 Salinidad Alta
Mayor a 1440 Salinidad muy Alta

Fuente: INAMHI. 2013.

1.3.3 Caracteristicas Fisicas de las aguas termales

Segun su origen geoldgico existen dos tipos de aguas termales, las magmaticas y las telricas. Una
diferencia principal entre estas es el tipo de terreno, asi las magmaticas nacen de filones metélicos

0 eruptivos, mientras que las telUricas pueden aparecer en cualquier lugar. (MENDEZ, A. 2010).

También la temperatura de las aguas magmaticas son primitivas, generalmente sobrepasa los 50°C,
mientras que la telUricas tienen menor temperatura, ademas las aguas teldricas son filtradas y tienen
menos cantidad de mineralizacion que las aguas magmaticas. Las magmaticas tienen un caudal
periddico, ritmico y constante, en estas aguas se encuentra constantemente boro, bromo, arsénico,
nitrégeno y fésforo. (LLOPIS ORREGO, M. 2010).

Las aguas tellricas o llamadas también de infiltracion, tienen una temperatura que rara vez alcanza
los 50°C, presentan un caudal variable en dependencia de las estaciones del afio, usualmente poseen

sales de cal, cloruros, bicarbonatos, entre otros. (http://www.definicionabc.com/general/terma.php. 2007).

Una peculiaridad significativa de las aguas termales es que se encuentran ionizadas. Hay dos tipos
de iones, los negativos y los positivos. Los positivos no aportan beneficios para la salud, éstos son
irritantes. Por el contrario los iones negativos aportan relajamiento al cuerpo. Generalmente en las
aguas termales se hallan los iones negativos, de ahi se explica los beneficios que a estas se les
atribuye. (MENDEZ, A. 2010).

Caudal. Pueden alternar el caudal del Agua Minero Medicinal fenémenos naturales como:

»  Movimientos sismicos cercanos o lejanos.

» Colmatacién de las vias de emergencia del agua por fendmenos derivados de su propia
composicion, como: acumulacion de carbonato célcico o de hidroxido férrico

« Obras publicas: zanjas o canales, tlneles, Pozos, entre otros. (RODES, B. 2000)

10



Temperatura. De esta depende la termalidad de las aguas. Esta en dependencia de la profundidad
de su origen, asi la presion y temperatura asciende con la profundidad y asi puede hablarse de
gradiente geotérmico aceptandose 3°C por cada 100 metros. (RODES, B. 2000).

Densidad. La densidad del agua pura tiene alrededor de 103 kg m-3; reduciéndose con la
temperatura a partir de 5 °C. A mayor densidad del agua, mayor presion hidrostatica, y por ende
mayor poder de flotacién. (MOURELLE, M. 2007).

Conductividad térmica. Tiene valores alrededor de 0.6 W m-1 K-1y se elevan con la temperatura.
En las disoluciones acuosas electroliticas, es dependiente del soluto; para concentraciones bajas
(como es el caso de un agua mineromedicinal), la conductividad térmica se acorta de acuerdo a la

disminucidn de la concentracién. (MOURELLE, M. 2007).

Viscosidad. Fluctta entre 1.8 y 0,5 cP (Centipoise), disminuyendo con la temperatura. Esta
directamente relacionada con los factores hidrodinamicos y los movimientos de los cuerpos dentro

de un liquido. (MOURELLE, M. 2007).

pH. Influenciado por los gases y sales disueltas; modifica el pH las sustancias ionizables y la
temperatura, este varia entre 7.2 y 7.6; las aguas calcareas poseen valores mas elevados; y las
descendientes de terrenos pobres en calizas o silicatos inferiores, tienen un valor de 6. Las aguas
con &cidos libres derivados de sulfuros minerales, piritas o de regiones volcanicas con presencia de

acido sulfhidrico tiene un pH de o por debajo de 4. (MOURELLE, M. 2007).

Conductividad eléctrica. Usada para determinar la concentracion de sustancias disueltas, usadas
para determinar la constancia de la composicion de las aguas y el control de las plantas de aguas

envasadas. (MOURELLE, M. 2007).

Radiactividad. Todas las aguas naturales tienen un cierto nivel de radiactividad. Cominmente
tienen valores superiores en las aguas termales. (MOURELLE, M. 2007).Como referencia se
encuentran los niveles establecidos para las aguas de consumo publico en la Directiva 80/778/CEE,
recogidos en el Real Decreto 1138/1990, actualmente vigente, esto es: 0,1 Bg/L para la

radiactividad alfa total y 1,0 Bg/L para la radiactividad beta total. (RODES, B. 2000)

1.3.4 Composicion quimica de las aguas termales

Esté enlazada intrinsecamente a la naturaleza geoldgica del sitio donde surgen, ya que en terrenos

lodosos las aguas pueden poseer sustancias solubles, asi pueden ser el caso de metales ligeros
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oxidables, sales alcalinas y alcalino térreas. Es asi que estas aguas presentes en terrenos poco o
nada desunidos serdn muy mineralizadas y frias. Mientras g en zonas plegadas y fracturadas

pueden ser termales. (SAN MIGUEL DE LA CAMARA, M. 1956).

La mineralizacion de las aguas termales depende de 3 factores:
« Latemperaturay presion presente en el lugar donde ha tenido lugar la mineralizacién original
« La composicion de las sustancias minerales presentes en estas

« Los gases disueltos que modifican el pH de las aguas. (SAN MIGUEL DE LA CAMARA, M. 1956).

“Agua minero medicinal corresponde a las aguas que contienen mas de 1 g de materias fijas
disueltas en 1000 g de agua, ademas de un contenido de gas carbdnico y de ciertas materias raras
encontradas en ella. Finalmente, estas aguas deben tener una temperatura permanentemente mayor

que el promedio anual de la temperatura del lugar de la fuente” (YUPANQUI, E. 2006).

Segun el contenido mineral y en base a la definicion mencionada, estas aguas medicinales se

dividen en dos grupos:

»  Aguas medicinales mineralizadas, contienen 1 g 0 mas de materias fijas disueltas por litro.

» Aguas medicinales oligomineralizadas o aguas medicinales mineralizadas simples, que
contienen menos de 1 g de materias fijas disueltas y que se distinguen por su contenido de

componentes raros farmacodinamicamente eficaces o por su temperatura elevada (YUPANQUI,
E. 2006).

Todas las aguas termales contienen en mayor o menor cantidad:
» Elementos Fundamentales: Ca, Fe, Mg, K, Si, C.
» Oligoelementos: Al, Ba, Ni, Zn. (DIEPOLDER, G. 2013).

1.3.5. Beneficios de las aguas termales

El agua mineral y termal aporta diferentes beneficios al cuerpo humano. Al momento de la
exposicion a éstas, se puede sentir claramente la temperatura elevada que penetra por la piel. El
beneficio se produce cuando ya el organismo ha absorbido una cantidad considerable de minerales,
ya que estos se depositan en el tejido celular subcutaneo y es ahi cuando empieza a activar el

metabolismo organico a través del eje hipotdlamo-suprarrenal. (MENDEZ, A. 2010).

“La Academia de Medicina Francesa ha dado a las aguas mineromedicinales el caracter de

medicamento y, como tal debe ser prescrito, vigilado y controlado por el médico. Ademas, la
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Organizacion Mundial de la Salud dio en 1962 la Normativa internacional para la investigacion

Biomédica”. (FAGUNDO, J., et al. 1996).

Efecto Fisico. Cuando las personas se sumergen en el agua, su cuerpo se encuentra mas liviano y
es asi como el agua favorece los ejercicios, el entrenamiento y al mismo tiempo la temperatura
actla produciendo una dilatacion en los vasos capilares reduciendo la presion sanguinea y
aumentando la frecuencia cardiaca, debido a esto los musculos logran una mejor oxigenacion, y por

otro lado, la temperatura relaja el masculo disminuyendo su contraccion. (DIEPOLDER, G. 2013).

Efecto quimico. Por experiencias bioguimicas se demostr6 que ciertas sustancias penetran a través
de la piel (barrera permeable) y estimulan la hipdfisis, activando de esta manera la actividad de las
glandulas tiroideas y de la corteza suprarrenal. Las sustancias absorbidas mediante la piel
intervienen a nivel neuroendocrino liberando las endorfinas, sustancias que reducen el dolor;

ayudando a la persona a disminuir la ingesta de calmantes. (DIEPOLDER, G. 2013).

1.3.6. Tipo de Aguas termales y su uso

Aguas ferruginosas. Poseen hierro en su composicion, efectivo para disminuir estados carenciales

y dolencias hepaticas, en problemas dérmicos, complemento en dietas adelgazantes. (SAN JOSE
ARANGO, C. 2001).

Aguas cloruradas. Poseen cloro en su composicidn, estimulan las secreciones digestivas, mejora la

formacidn de sebo y calman las irritaciones de la piel.

Aguas sulfuradas y sulfurosas. Poseen azufre, las sulfuradas son acidas y lodosas, ambas son
empleadas en el area de hidrologia médica. Los bafios de azufre pueden aliviar dolencias

dermatoldgicas, como: La psoriasis, la dermatitis y las enfermedades por hongos.
(http://blog.hola.com/farmaciameritxell/2013/08/aguas-termales.html. 2013).

Aguas sulfatadas. A mas de azufre pueden tener calcio, sodio, magnesio o cloro. Se subdividen en:
(MENDEZ, A. 2010).

»  Sddicas y magnésicas, su uso es generalmente en bebida y tienen efectos laxantes.

»  Sulfatadas cloruradas, se utiliza en bebida para problemas del aparato digestivo.

« Sulfatadas calcicas y sulfatado-bicarbonatadas-calcicas, se aplican en afecciones gastricas,
intestinales y hepaticas.
En aguas termales ricas en azufre existen las sulfo-bacterias, estas son beneficiosas y mejoran

el proceso de envejecimiento natural de la piel.
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Aguas bicarbonatadas. Poseen bicarbonato, son aguas frias y alcalinas, pueden en ser sodicas,
calcicas, mixtas, cloruradas o sulfatadas. Son aguas muy empleadas en estados de acidez gastrica.

Aguas con Fltor. Son antisépticas. (http:/blog.hola.com/farmaciameritxell/2013/08/aguas-termales.html.
2013).

Aguas con Cobre. Mejora la sintesis de colageno, queratina y estimula los melanocitos y tiene una

importante accion antiinflamatoria.

Aguas con Zinc. Son muy hidratantes y regeneradoras de la piel, muy eficaces frente a los

problemas de acné.

Aguas que poseen Calcio y Magnesio. Activa la regeneracion natural de la piel, protege la piel y

los tejidos epiteliales.

Aguas Radiactivas. Recomendadas para tratar el estrés por sus efectos sedantes y para procesos
alérgicos. También se usan en algunas afecciones del aparato digestivo, endocrino e inmunolégico.
Generalmente contienen radon un gas noble radiactivo, el nivel de radiacion de estas aguas es bajo

y no supone un peligro para la salud. (http://www.balneariosenmadrid.com/aguas.html . 2011).

1.3.7. Microorganismo

Conocido también como microbio u organismo microscépico, son aquellos seres vivos mas
pequefios que solamente se logran visualizar a través de un microscopio debido a que su
organizacion bioldgica es elemental ya que son unicelulares. Dentro de este grupo podemos incluir

a los virus, las bacterias, levaduras y mohos que pululan por el planeta tierra. (ALZAMORA, S., et al.
2004).

Algunos microorganismos son responsables del deterioro de algunos alimentos, provocando serias
patologias, mientras que otros microorganismos son muy beneficios, éstos son usados en la
elaboracidon de alimentos a fin de modificar sus propiedades o bien alargar el periodo de vida (til
del alimento. (ALZAMORA, S., et al. 2004).

1.3.8. Clases de microorganismos patdgenos

Ciertos microorganismos habitan en: Aguas naturales, dulces, estuarios, saladas y termales, los

cuales se mencionan a continuacion:
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* Virus
» Bacterias
+ Algas
* Protozoos

« Hongos microscopicos

Estos microorganismos pueden ser INDIGENAS si son caracteristicos de la masa de agua natural o
TRANSITORIOS si se encuentran en el agua por y son procedentes de: aire, suelo, procesos
industriales o domésticos. Entre éstos las Sulfobacterias son de origen hidrotermal y volcanico,
ademas estas actlan en procesos de descomposicion organica ya sea oxidando el H2S o bien

liberando electrones para biosintesis. (ARANGO JARAMILLO, M. 2000).

Por ello es de gran importancia la identificacion de los microorganismos presentes en el agua
termal ya que en las aguas destinadas para recreacién con mas de 2500 Coliformes/100ml, pueden

aparecer infecciones de 0jos, nariz, oidos y garganta. (ARANGO JARAMILLO, M. 2000).

Microorganismos indicadores. Son aquellos microorganismos cuya presencia indica una posible

contaminacién o la existencia de patégenos potenciales. (GARCIA, M. 2006).

Microorganismos Indicadores tradicionales

» Bacterias Coliformes totales. Son bacterias Gram negativas, anaerobias o0 aerobias facultativas,
no formadoras de endosporas, oxidasas negativas y que fermentan la lactosa con produccion de
acido y gas en 24-48 horas a 36°C. Estas bacterias son menos persistentes que virus y protozoos.
(http://www.definicionabc.com/general/terma.php. 2007). La presencia de este grupo de microorganismos
malas condiciones de higiene y que es posible que el agua esté contaminada con patdgenos,

como Citrobacter, Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus.(ANDUEZA,
Félix. 2014)

» Coliformes fecales y Escherichia coli. “Estas corresponden a los coliformes totales mas
inmediatamente relacionadas con la contaminacion fecal, a mas de cumplir con las
caracteristicas de los coliformes, desempefian lo siguiente: Son Coliformes termotolerantes,
dentro de estas estan la Klebsiella y Escherichia los cuales son relacionados con la
contaminacién fecal. Estas bacterias tienen una adaptacién a las temperaturas elevadas. Ademas
crecen con lactosa y la fermentan a 44,5 °C produciendo acido y gas en las primeras 48 horas de

incubacion.” (ALZAMORA, S., et al. 2004).
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Microorganismos indicadores alternativos

+ Clostridios sulfito- reductores. “Continuamente se encuentran en heces de animales de sangre
caliente y en aguas residuales. Es méas estable en medios acuaticos naturales que la mayoria de

los patogenos. Ha sido usado con éxito para monitorizar aguas contaminadas con residuos.”
(ALZAMORA, S., et al. 2004).
» Staphylococcus aureus. Relacionadas con enfermedades no asociadas a diarrea, principalmente

afecciones de mucosas muy relacionadas con el bafio: conjuntivitis, otitis y problemas cutaneos.
“Es estable y tiene gran resistencia a condiciones medioambientales. Su concentracion en agua

ha mostrado ser representativa de la carga microbiana aportada al agua por los bafiistas.”
(ALZAMORA, S., et al. 2004).
» Pseudomonasa eruginosas. “Considerada como indicador de calidad en aguas de uso recreativo

ya que se encuentra asociada a infecciones relacionadas con el uso recreativo de las aguas, es
mas resistente que otros indicadores y microorganismos patdgenos a los procesos de tratamiento

del agua y a factores ambientales.” (http://www.definicionabc.com/general/terma.php. 2007)

Mohos y Levaduras. Las levaduras son organismos eucariotas mas comunmente identificadas
como hongos unicelulares no filamentosos cuya forma tipica es esférica u oval, al igual que los
hongos se encuentran ampliamente distribuidos, frecuentemente se los halla como polvillo blanco.
Las levaduras en su mayoria forman colonias de organismos unicelulares, los mismos que crecen a
medida que aumenta el nimero de levaduras generalmente por gemacion.

Hongos dimorficos, el dimorfismo es una respuesta a las variaciones de temperatura, estos pueden

crecer como moho o levadura, presentan forma micelial a 25 °C y de levadura a 37 °C.
(SANTAMARIA, M, et al. 1997).

Bacterias aerobias meséfilas o heterdtrofa. Su presencia en numerosas cantidades demuestra

problemas de higiene y contaminacion del agua. (ANDUEZA, Félix. 2014)

Enterococos. Grupo de bacterias Gram (-) simbolizadas por el grupo de Enterococos fecales que

indican contaminacion fecal. (ANDUEZA, Félix. 2014)

Hipertermofilos. “Se conocen como hipertermofilos a aquellos microorganismos que crecen por
encima de 80°C. Hay algunos que crecen por encima de la temperatura de ebullicién del agua como
en el caso de Pyrolobus fumarii cuyo habitat que resiste hasta 113°C, muchos de ellos pertenecen al
grupo de las Archaes (Arqueas) que suelen vivir en ambientes extremos de T, pH, salinidad. Los
hiperterméfilos se encuentran en entornos terrestres o marinos, siempre que haya agua Caliente,

agua calentada por fuentes termales, geisers o volcanes.” (SINIESTERRA, J. 1998).
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1.3.9. Microbiologia

“Ciencia que estudia a los seres vivos no visibles al ojo desnudo, requiriendo el uso de
microscopios, aunque se incluyen también metazoos parasitos, no microscopicos. Estos seres vivos
en la naturaleza pueden ser de vida libre, desenvolviéndose como saprofiticos o predadores, 0
mantienen una relacion estable con otros organismos vivos con distinto grado de simbiosis
(comensalismo, mutualismo, parasitismo).” (GARCIA, J., & PICAZO, J. 1999).Estos parasitos pueden
estar presentes en las aguas termales incluso a temperatura de 85°C, asi como también en las

profundidades oceanicas.

Microbiologia Sanitaria. “Estudia a los microorganismos de interés en el agua y alimentos, asi

como los factores ecologicos que determinan su sobrevivencia, crecimiento e inactivacion.”

(ZUNIGA, A., et al. 2006).

Microbiologia de las aguas termales. Las aguas minero-medicinales en su emergencia tienen una
poblacién microbiol6gica adaptada a las caracteristicas del agua: temperatura, nutrientes,
oxigenacion, pH, etc. No son en absoluto aguas estériles ni siquiera las que surgen a muy elevada

temperatura. (RODES, B. 2000)

Uno de los problemas que pueden conllevar graves consecuencias es la contaminacion del agua
mineral por microorganismos Aldctonos procedentes de las capas superiores del suelo, de donde
son vehiculados por las aguas de infiltracion que se mezclan con el agua de origen profundo o

incluso pueden llegar al propio acuifero.

Las bacterias que pueden contaminar el agua minero-medicinal son los coliformes, los
estreptococos, los clostridios, que se consideran indicadores de falta de proteccion de la surgencia o
de la captacion del agua y mas grave seria la presencia de Escherichia coli o Salmonella que
suponen un claro riesgo sanitario pues son gérmenes patdgenos, asi como Pseudomonas

aeruginosa. (RODES, B. 2000)

Estudios microbiol6gicos

«  Demostracion de ausencia de parasitos y de microorganismos patégenos.

*  Recuento total de microorganismos revivificables, indicativos de contaminacion fecal:
v" Ausencia de “Escherichia coli” y otros coliformes en 250 mililitros a 37°C y 44,5°C.
v Ausencia de estreptococos fecales en 250 mL.

v"Ausencia de Clostridios sulfito reductores en 50 mL.
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v Ausencia de Pseudomonas aeruginosa en 250 mL.
*  Recuento total de microorganismos revivificables por mililitro de agua:
v Incubados entre 20°C y 22°C durante 72 horas en placas de agar o mezcla de agar gelatina.
v Incubados a 37°C durante 24 horas en placas de agar. (Real Decreto 1074/2002, de 18 de
Octubre, por el que se regula el proceso de elaboracién, circulacion y comercio de aguas de
bebida envasadas) (RODES, B. 2000)

Legionella. Un nuevo motivo de preocupacion ha venido recientemente a obligar a establecer
controles periddicos y en consecuencia acciones preventivas y correctoras. Se trata de la presencia
del microorganismo Legionella pneumophyla. No cabe pues ninguna duda acerca de la necesidad
de controlar la posible aparicion de esta bacteria en las instalaciones de toda estacion termal. La
investigacion de la posible presencia de Legionella pneumophila, deberia llevarse a cabo con
periodicidad mensual o, como minimo, bimensual, alternando los puntos de toma de muestra, tanto

los de tratamiento (RODES, B. 2000)

1.3.10 Caracteristicas microbioldgicas del agua mineromedicinal

Las aguas termales ostentan ecosistemas muy extremos en los que a pesar de tener elevadas
temperaturas constituyen en un ambiente propicio para muchos organismos Vvivientes.
Generalmente se encuentran microorganismos autdctonos propios de cada agua, pero a mas de ello
pueden encontrarse microorganismos aléctonos, que son nativos de otros entornos y que se los

considera como contaminantes y que cohabitan con los autdctonos. (DE LA ROSA, J., & MOSSO, M.
2000).

Microorganismos autdctonos

Generalmente se ha encontrado escasa diversidad microbiana en aguas de manantial con pH
alcalino como son Pseudomonas, Bacillus y Exiguobacterium. En ambientes con pH acido se han
reportado cifras pequefias de bacterias especialmente Gram (+) irregulares. En las mesotermales
predominan los bacilos Gram negativos y los cocos Gram positivos. Mientras que en las aguas
termominerales las Gram (+) son mayormente registradas, los principales géneros identificados han
sido: Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Enterobacter, Acinetobacter y
Arthrobacter. (MOSSO. 1994).

Ampliamente inmersas en estas aguas estan las especies del genero Bacillus los mismos que pueden
ser procedentes de otros entornos como el suelo o de las mismas aguas. Los cocos Gram positivos,

Staphylococcus y Micrococcus debido a su gran resistencia a elevadas concentraciones de sal, se
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hallan a menudo en aguas minerales. Los bacilos Gram positivos irregulares como Arthobacter,
Kurthia, Corynebacterium, Cellulomonas, Exiguobacterium, Rubrobacter se localizan
generalmente en aguas hipertermales o carbonicas. (DE LA ROSA, J., & MOSSO, M. 2000).

Otro género considerado como parte de la micropoblacion autéctona debido a su amplia
distribucién en estos ecosistemas es el género Enterobacter, a pesar de su pertenencia a la familia
enterobacteriaceas. (DE LA ROSA, J., & MOSSO, M. 2000).

Microorganismos Aldctonos

En este tipo de agua no existen bacterias patdgenas ni indicadores fecales, pero algunos de los
registrados son coliformes, enterococos, Clostridium sulfito reductores y Pseudomonas aeruginosa.
Cabe mencionar que los microorganismos hal6filos moderados habitan manantiales hipertonicos y
existe mayor proporcion de bacterias anaerobias facultativas que aerobias estrictas en manantiales

carbonicos. (DE LA ROSA, J., & MOSSO, M. 2000).

Usualmente la mayoria de bacterias son mesdfilas, lo que indica que su crecimiento éptimo es
37°C, pero como siempre existen bacterias que no se acoplan a ese ambiente y crecen en habitats de
hasta 45°C, pero todo esto esta en dependencia de las propiedades fisicoquimicas de cada tipo de
agua como: pH, temperatura, nutrientes, densidad, dureza, conductividad, entre otras. No todos los
organismos presentes necesariamente tienen que ser parte de la microbiota propia de dicho
manantial, sino que podrian ser aldctonos (provenientes de otros habitats como suelo, heces, etc.)
identificados como contaminantes pero gque se han adaptado a las condiciones adversas. Algunos de
los microorganismos considerados de gran interés sanitario corresponden a Escherichia coli,

Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa y Legionella. (DE LA ROSA, J., & MOSSO, M. 2000).

Para realizar un estudio de estos es necesario utilizar varios indicadores siendo Escherichia coli el
mas significativo. La coincidencia de P. aeruginosa (patégeno oportunista) en estos manantiales
puede producir infecciones en personas inmunodeprimidas, esta casualidad podria reflejar una

inadecuada proteccion de estas aguas no transmitidas por el hombre (LECLERC & MOSSEL. 1989).

1.3.11 Otros microorganismos

Moraxella. El género Moraxella es miembro de la familia Moraxellaceae; en su mayor parte son
inmdviles en liquido, son Gram negativas con forma de bacilo corto, cocobacilares distribuidas por
lo general en cadenas cortas o pares (diplococos), La mayoria de las especies son aerdbicos, y

oxidasa y catalasa positiva. Crecen adecuadamente en Agar sangre a 37 °C con pH de 7,3 - 7,5; se
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observa alrededor de la colonia una zona estrecha de beta hemdlisis, entre las 24 y 48 horas de
incubacion, las colonias en el agar sangre con son pigmentadas, son redondeadas, trasltcidas, gris
blanquecina y a medida que el medio envejece el centro de la colonia se eleva. En los caldos de

cultivo crece con ligero enturbiamiento y con formacion de un grueso sedimento. (MCGREGOR, K.
1998)

Ralstonia. Es un género de proteobacterias previamente incluido en el género Pseudomonas. Son,
bacilos Gram-negativas, no fermentadores, causantes de infecciones nosocomiales. Considerados
patdégenos oportunistas emergentes como Pseudomonas aeruginosa o Staphilococcus aureus, se
aprovechan de las condiciones y enfermedades subyacentes. Ralstonia pickettii, se supone de
importancia clinica minimo; sin embargo, se han registrado casos de infecciones que pueden incluir
bacteriemia/septicemia causada por soluciones contaminadas, como agua destilada, agua para
soluciones acuosas de clorhexidina y de inyeccién, ademas otros casos de infecciones inusuales,

invasivas y graves, como meningitis, artritis séptica y osteomielitis. (RYAN., et al. 2005)

Methylobacterium. Pertenece a la Proteobacteria oy cuenta con mas de 34 especies descritas.
Caracterizado por oxidar la glucosa o ser inerte, no crecer en Mc Conkey, ser oxidasa positiva y
movil. Degradan compuestos de un carbono tales como metanol y metilamina, se encuentran
considerablemente distribuidos en el medio ambiente, en suelo, agua, superficie de las hojas, los
nodulos, las semillas, el aire y los sedimentos. Se ha demostrado interactuar simbidticamente con
diferentes especies de plantas de importancia agrondmica, asi en la cafia de azlcar,
Methylobacterium spp. Esta dentro de la planta y se presume el responsable del aumento de la

germinacion de semillas, area foliar, altura de planta y nimero de entrenudos. (BRAZ, J. 2011)

Un estudio realizado en humanos sefiala una sola especie: M. mesophilicum. En la que se visualiza
en muestras clinicas de pacientes inmunodeprimidos, siendo reportado como causa de bacteriemia

y peritonitis. Se ha cultivado en sangre de pacientes con transplante de médula ésea. (GARCIA, B.
s.f)

Bacillus. Bacterias Gram positivas, aerobia o anaerdbicas en forma de bastoncillos, distribuidos
ampliamente en suelo y agua, la mayoria positivas a la prueba de la catalasa, son saprofiticas,
generalmente moviles. Segun Ferdinand Cohn quien aporté una descripcion fehaciente de dos
formas diferentes de bacilo del heno (Bacillus subtilis): uno sensible y uno resistente a la
exposicion del calor, llamé a las formas resistentes "esporas”. Actualmente se conoce que todas las

especies de Bacillus pueden formar esporas latentes en condiciones ambientales adversas.
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Algunos tipos de bacterias Bacillus son nocivos para los seres humanos, plantas u otros
organismos. Como en el caso del B. cereus causante el deterioro en los alimentos enlatados v la
intoxicacion alimentaria de corta duracion; el B. subtilises un contaminante comun de cultivos de
laboratorio y a menudo se encuentra en la piel humana. La mayoria de las cepas de Bacillus no son
patdgenas para los seres humanos, pero pueden, como los organismos del suelo, infectar a los
humanos por cierto. Una excepcién notable es B. anthracis, que causa antrax en los seres humanos
y animales domésticos. B. thuringiensis produce una toxina (toxina Bt) que causa la enfermedad en

los insectos. (MANSUR, G., et al. 2014).

1.3.12. Recuento de microorganismos

Constituye un procedimiento que permite saber el nGmero de microorganismos que estan presentes
en una muestra. Existen varios métodos para el conteo de microorganismos vivos, mediante el
recuento de viables; o bien vivos y muertos mediante el recuento de totales.

También se clasifican en directos e indirectos. Es directo cuando se cuentan las células por
observacion directa al microscopio, e indirecto cuando se determina por el crecimiento o
caracteristica de los microorganismos. (PASCUAL ANDERSON, M., et al. 2000).

Cuadro 4-1. Criterios de calidad para piscinas con aguas termales

CRITERIOS DE CALIDAD PARA PISCINAS CON AGUAS TERMALES

INDICADOR PROMEDIO GEOMETRICO 100 mL. TURBIEDAD

UNT
Coliformes termorresistentes 240 20
Clostridium perfringes 100 20
NOTAS:

Muestreo, técnicas de laboratorio Igual a piscinas normales.
Las aguas deben circular o ser filtradas permanentemente.

Fuente: MORA, Darner. 1989. p 29.

1.3.13. Aguas Termales de Aguallanchi o Guayllabamba

Situadas en la provincia de Chimborazo a 12 km de la ciudad de Riobamba, y a 7 km del cantén
Chambo, en el limite entre las comunidades de Guayllabamba y San Francisco, a una altitud de 3
240 m.s.n.m (metros sobre el nivel del mar) y a 12°C de temperatura. Es una fuente de agua termal

de origen volcénico rica en sulfuro, con poderes curativos. (AME. 2012).
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Cuadro 5-1. Analisis realizados por el INAMHI en las Aguas Termales de Guayllabamba

CE
FECHA LOCALIDAD H.TOPOGR | pH | (uS/em) | STD | T°(C) USO TIPO
7/21/12  [Palictagua Palictagua 6.99 3000 1920 40 |Sin Uso V. Hipertermal
7/21/12_ |Los Elencs Guano 1.75 1938 1240 | 22.7 [Recreacion |V. Hipotermal
7/21/12  [Guayllabamba Riobamaba 6.5 1359 870 40 |Recreacion |V. Hipertermal
7/22/12  |Palmira Palmira 8.07 382 244 14.8  |Recreacion [V, Fria

Fuente: INAMHI. 2013.
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO

Materiales y Equipos

Lampara de Alcohol

Asa de platino

Cajas Petri

Palillos

Placas Petrifilm para Recuento de Aerobios, E. coli
/ coliformes, Staph Express, Mohos y Levaduras
Marcador y Parafilm

Regla y Libreta

Tubos de ensayo

Microscopio

Cémara de Flujo

Autoclave

Estufa

Pipetas

Matraz Erlenmeyer

Reverbero

pH metro

placas porta objetos

3. METODOLOGIA

3.1 Caracteristicas del lugar

Reactivos

Agar Mueller Hinton
Agar Eosina

Agar Almidéon

Agar Gelatina

Tirilla de Oxidasa
Perdxido de Hidrdgeno al 3%
Agar F(medio King B)
Medio de Hugh-Leifson
Agar citrato de Simmons
Agar urea

Agar Kliger

Agar SIM

Agua destilada

Cristal violeta

Lugol

Acetona

Safranina

Aceite de inmersion

Localizacion. El presente estudio se llevo a cabo en las Aguas termales de Guayllabamba a 7 km
del canton Chambo, provincia de Chimborazo, en el limite entre las comunidades de Guayllabamba

y San Francisco a una altitud de 3 400 msnm y una temperatura de 12°C. Es una fuente de agua
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termal de origen volcanico rica en sulfuro, a la que se le atribuyen poderes curativos, Aun lado de

fuente termal cruza el rio Timbul.

Figura 1-2. Ubicacion de las Aguas termales de Guayllabamba

CHIMBORAZO
Palictahua
64 |Los Elenes
Guayllabamba
Palmira

Realizado por: Vanesa Veintimilla
Fuente: INAMHI. 2013

Se ubica noroeste de la provincia de Chimborazo, a 12 Km de la ciudad de Riobamba, delimitada

por las coordenadas en UTM enunciadas en la siguiente tabla

Tabla 2-2. Ubicacion geogréafica de las Aguas termales

de Guayllabamba

Ubicacién geogréafica | Coordenadas UTM (m)
Latitud 1047728 S

Longitud 78°32°47 O

Altitud (msnm) 3400

Realizado por: Vanesa Veintimilla
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3.2 Disefio de investigacion

Figura 2-2. Representacion esquematica del procedimiento

Muestreo \ Tincion Gram Pruebas Bioquimicas

Ensayos in situ: e Identificacion
Conductividad, T°, | a';‘fg:jfécsag;%?e?%rl%ss mediante el sistema
pH, S.T. ' Microgen GN-ID

Analisis
microbioldgico:
Siembra en placas |
petrifilm J

Descripcion
macroscopica de
colonias obetenidas

Realizado por: Vanesa Veintimilla
3.3 Unidad de anélisis
Mililitros de agua mineral procedente de las aguas termales de Guayllabamba
3.4 Poblacion de estudio
La unidad experimental y poblacion en este estudio fueron las aguas termales de Guayllabamba del
Cantén Chambo, provincia de Chimborazo. En este lugar se tomaron dos muestras de agua, la

primera del ojo de agua ubicado cerca de la estatua de San Francisco y la segunda del ojo de agua

cercana a la cafieria que conecta a la segunda piscina.
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Figura 3-2. Sitios donde se muestreo del agua termal de Guayllabamba

Realizado por: Vanesa Veintimilla

3.5 Muestreo

Previamente a la toma de muestra es necesario llevar un aseo adecuado de manos, brazos y
antebrazos, al igual que el uso de vestimenta apropiada de proteccién, seguidamente se procedio a
tomar la muestra siempre en contracorriente, se tapd herméticamente el frasco que contiene la
muestra de agua; y posteriormente se procedié de acuerdo a lo especificado en las normas para
muestreo NTE INEN 2176:2013 y para manejo y conservacién de muestras NTE INEN
2169:2013

Segun la norma NTE INEN 2176:2013 Debe incluirse al menos los siguientes datos en el informe
de muestreo:

* Localizacion y nombre del sitio de muestreo

« Detalles del punto de muestreo

» Fecha de la recoleccion

+ Método de recoleccion
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« Hora de la recoleccion

*  Nombre del recolector

« Condiciones atmosféricas

» Naturaleza del pretratamiento

» Preservante o estabilizador adicionado
» Datos recogidos en el campo

3.6 Ensayos fisicoquimicos “in situ”

Este paso se efectud en el manantial (in situ) con la debida asepsia y precaucion, siguiendo el
protocolo correspondiente, posteriormente con ayuda del equipo multipardmetro de marca
HANNA, se examin6 la muestra y se tomé la lectura de cada parametro: Conductividad medida en
puS/cm, Temperatura medida en °C, pH reportado sin unidades, y Solidos totales Disueltos medidos

en ppm.

3.7 Analisis microbiol6gico

Cuantificacion de bacterias Aerobios meséfilas. Se levanté la lamina transparente, se coloco 1
mL de muestra de agua en el centro sin tocar el medio (film inferior) y se dejo caer el film superior.
Con el lado rugoso hacia abajo, se coloco el dispersor sobre la pelicula superior, presionando
suavemente hasta distribuir totalmente la muestra y retirarlo. Se incubd la placa Petrifilm cara
arriba a 30°C durante 72 horas. Posterior a este tiempo se procedié al conteo de las colonias y se

reportd los resultados como UFC/mL (unidades formadoras de colonias por mililitro). (3m, 2003)

Enumeracion de la cantidad de Coliformes totales y fecales. Se levant6 la lamina transparente y
se agreg6 1 mL de muestra de agua en el centro del medio, sin tocarlo y soltar el film superior. Se
coloco el dispersor sobre la pelicula superior, presionando suavemente hasta distribuir totalmente la
muestra. Se incub0 la placa Petrifilm cara arriba a 35°C durante 48 horas. Se procedié al conteo de

las colonias y se reporto los resultados como UFC/mL. (3M, 2003)

Deteccién de bacterias del género Staphylococcus. Se levant6 la lAmina transparente y se colocé
1 mL de muestra de agua en el centro del medio sin tocarlo, luego dejar caer el film superior. Se
coloco el dispersor sobre la pelicula superior del Petrifilm, presionando suavemente hasta distribuir
totalmente la muestra y se lo retird. Se incubd la placa cara arriba a 37°C durante 24 horas una
sobre otra en grupos de no mas de 20 placas. Culminado este periodo se procedi6 al conteo de las

colonias y se reporté como UFC/mL. (3M, 2003)
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Valoracién de Mohos y levaduras. Se alzé la lamina transparente y se ubicé 1 mL de muestra de
agua en el centro del medio, y se dejo caer el film superior. Se colocé el dispersor sobre la pelicula
superior, presionando suavemente hasta distribuir totalmente la muestra. Se incubd la placa
Petrifilm cara arriba a 25°C durante 3-5 dias y se procedi6 al conteo de las colonias reportandose
como UFC/mL. (3M, 2003)

Figura 4-2. llustracién grafica de la Siembra en placas Petrifilm

M
I N Y

Fuente: 3M, 2003

3.8 Descripcion macroscépica de colonias

Transcurrido el periodo de incubacidn, se observo las placas Petrifilm en contra luz. Luego se
comparo e identificd la forma de las colonias segun sus caracteristicas morfolégicas: redondeada,
irregular, etc. Se observo el color de cada colonia, la luz transmitida (opaca, traslucida,
transparente) y reflejada (opaca, brillante) a través de cada colonia, su consistencia: membranosa o
cremosa, sus bordes: pudiendo ser ondulado, entero o filamentoso, el tipo de superficie: lisa,
rugosa, plegada. (MACFADDIN, 2004)

3.9. Purificacién de los aislados bacterianos

a. Preparacion de Agar Mueller Hinton

En un Erlenmeyer se disolvié una cantidad de Agar en agua suficiente de acuerdo a célculos
previos, segun la cantidad de cajas a utilizar. Se someti6 al fuego hasta que soltd hervor agitando
constantemente, realizar tres ebulliciones para disolver completamente el Agar. Una vez disuelto se

esterilizo a 121°C durantel5 minutos, luego se enfrié a45°-50°C y se repartioé uniformemente en
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cajas Petri estériles, en volumen apropiado para que el espesor sea de 4 mm sobre una superficie
horizontal de la caja. (PERILLA, M., et al. 2003)

b. Aislado bacteriano

Para separar un microorganismo del resto, se tomé con palillo estéril una colonia de la placa
Petrifilm q se desee aislar y se inoculd sobre el medio de cultivo realizando un solo toque, de modo
que al final cada bacteria quedd separada e inmovilizada una a lado de otra, se incubé a 37°C
durante 24-48 horas. Se realiz6 tres aislamientos dando como derivacion colonias aisladas, cada
una con determinadas caracteristicas macroscopicas, a partir de las cuales se obtuvieron un cultivo

puro de cada tipo de bacteria.

c. Obtencion de cultivos puros

Para conseguir bacterias puras en un medio de cultivo, se tom6 pequefia cantidad de masa
bacteriana de una colonia separada en el aislamiento y se inocul6 un nuevo medio realizando
estrias muy unidas. Se procedi6 a incubar en condiciones adecuadas a 37°C durante 24-48 horas lo
cual proporciond un cultivo puro. Este proceso se repitié con cada tipo de colonia bacteriana y asi
se obtuvieron los cultivos puros y separados de los microorganismos procedentes de la muestra

original.

3.10. Pruebas bioquimicas y fisiologicas realizadas a las colonias aisladas y purificadas

3.10.1 Tincién de Gram

Se colocd una gota de solucidn salina en una placa porta objetos limpia, con ayuda del asa estéril se
seleccion6 unas cuantas colonias y se las suspendié en la gota de solucién salina, se extendié la
gota y la muestra de colonias sobre la placa porta, se realizo la fijacion de la muestra con ayuda del
calor, exponiendo a la llama suavemente (flamear aproximadamente 3 veces). Luego se cubri6 la
placa con cristal violeta y luego de 1 minuto se enjuagé con agua destilada, se agregé Yodo-Lugol
y al cabo de 1 minuto se enjuagd con agua destilada, se agregé alcohol-cetona y luego de 30
segundos se enjuago, finalmente se colocé safranina, se esperd 1 minuto y se enjuagd. Por Gltimo

se secd la muestra y se observé en el microscopio con el objetivo de inmersion (100x). (RODRIGUEZ
CAVALLINI, &FORBES, B. 2009)
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3.10.2. Pruebas Bioquimicas

Catalasa.
La prueba de la catalasa es usada para distinguir miembros de la familia Micrococaceae de

miembros de la familia Streptococcaceae.

Procedimiento

« Seagreg6 1 gota de Perdxido de Hidrogeno al 3% sobre una placa porta objetos limpia

« Con un palillo se tom6 un poco de muestra de una colonia y se la transfiri6 a la placa

« Se observo si existe una produccion rapida y sostenida de burbujas o efervescencia, lo cual

indica resultado positiva.(BEJAR, V., et al. 2015)

Citocromo-oxidasa.
Esta prueba es importante para identificar aquellos organismos que carecen de esta enzima
(anaerobios obligados). Es una prueba Util para diferencia Enterobacterias (Todas Oxidasa

negativas) de otras especies como Pseudomona o Neisserias oxidasa positiva.

Procedimiento

» Se tomo con un palillo de madera un poco de muestra de la colonia y se colocé sobre una tirilla
de Oxidasa que contiene el reactivo

» Al cabo de unos 30 segundos se leyd el resultado, si la tirilla tom6 un color azul intenso en el

sitio de la prueba es resultado positiva. (BEJAR, V., et al. 2015)

Prueba de oxidacion y fermentacién (OF).
Se usa esta prueba para indicar del tipo de metabolismo energético: respiratorio (O) o fermentador

(F), utilizAndose como sustrato la glucosa.

Procedimiento

» Se tomaron dos tubos de ensayo, y con la ayuda de una asa recta estéril se cogié un poco de
muestra de una colonia aislada

» Seinocularon ambos tubos por el método de picadura(se inocula con el hilo recto)

» El primer tubo se lo tap6 suavemente a fin de permitir el ingreso de oxigeno

» Al segundo tubo se agreg61.5-2ml de aceite mineral estéril y se lo tapd completamente

« Ambos tubos se incubaron durante 24horas y posterior a ello se leyo el resultado
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« Si Ambos tubos no cambiaron de color se reporto: Inerte. Si ambos tubos cambiaron a amarillo
se reportd: Fermentador facultativo. Si el primer tubo sin aceite fue amarillo y otro con aceite

fue verde se reportd como: oxidativa. (BEJAR, V., et al. 2015)

Citrato.
Este medio es importante para identificar muchos miembros de la familia Enterobacteriaceae, en

base a la capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono y energia.

Procedimiento

 Se prepard agar citrato de Simmons de acuerdo a las indicaciones del fabricante

« Con la ayuda de una asa recta estéril se tomé un poco de muestra de una colonia aislada

« Seinocul6 en el tubo que contenia el agar mediante la siembra primero por picadura y luego en
estria en la superficie inclinada.

« Seincubd a 37 grados °C durante 24 horas

« Finalmente se leyd el resultado: Si cambid a un color azul intenso es resultado positiva. (BEJAR,
V., etal. 2015)

Urea.
Esta prueba es Util para la identificacion de microorganismos, en base a la capacidad de hidrolizar
la urea con la produccién de amoniaco, permite diferenciar Proteus spp., de otros miembros de la

familia Enterobacteriaceae.

Procedimiento

» Se prepard agar urea de acuerdo a las indicaciones del fabricante

» Con la ayuda de una asa recta estéril se tomé un poco de muestra de una colonia aislada

» Seinoculo en el tubo que contiene el agar mediante la siembra primero por picadura y luego en
estria en la superficie inclinada.

» Seincub6 a 37 grados °C durante 24 horas

» Se leyo el resultado: Si cambi6 a color Rojo fucsia es positivo. (BEJIAR, V., et al. 2015)

SIM(Sulfuro-Indol-Motilidad).
Esta prueba se basa en la formacion de un complejo rojo cuando el Indol reacciona con el grupo

aldehido p-dimetilaminobenzaldehido.

Procedimiento
+ Se prepard el medio SIM de acuerdo a las indicaciones del fabricante

« Con la ayuda de una asa recta estéril se tom6 un poco de muestra de una colonia aislada
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Se inoculd el tubo que contiene el medio por el método de picadura(se inocula con el hilo
recto), hasta la mitad del medio

Se incubd a 37 grados °C durante 24 horas

Se adicion05 gotas del reactivo de Kovacs por la pared del tubo.

Se leyo el resultado: Si se form6 un anillo rojo-fucsia es positivo.(BEJAR, V., et al. 2015)

Kligler.

Esta prueba permite pronosticar del tipo de Enterobacteria aislado. Las enterobacteriasmas

patégenas no suelen fermentar (producir acidos) la lactosa.

Procedimiento

Se prepar0 agar urea de acuerdo a las indicaciones del fabricante

Con la ayuda de una asa recta estéril se tom6 un poco de muestra de una colonia aislada

Se inocul6 el tubo que contiene el agar mediante la siembra primero por picadura y luego en
estria en la superficie inclinada.

Se incubd a 37 grados °C durante 24 horas

Y se leyo el resultado segln la produccion de &cidos, como se muestra en la Tabla 3-2. (BEJAR,
V., etal. 2015)

Tabla 3-2. Prueba Kligler. Produccién de &cidos:

Posibles resultados Lactosa | Glucosa | Interpretacion
Todo el cultivo amarillo + + acida/acida
Amarillo en el fondo y rosa en el pico de flauta - + alcalino/acido
Todo el cultivo rojo o rosa - - alcalino/alcalino
Precipitado negro Produccion de SH2
Fractura o desplazamiento del medio Produccion de gas

Fuente: BEJAR, V., et al. 2015.

3.11 Identificacion de microorganismos por el sistema de Microgen

El sistema Microgen GN-ID utiliza 12 (GN A) o 24 (GN A+B) substratos bioquimicos

estandarizados en pocillos para identificar la familia Enterobacteriaceae y otros bacilos no-

exigentes Gram negativos (oxidasa negativos y positivos).

El sistema Microgen GN-ID comprende dos tiras de micropocillos por separado (GN A y GN B).

Cada tira contiene 12 substratos bioquimicos estandarizados que han sido seleccionados en funcion

de un anélisis informatico exhaustivo de las bases de datos publicadas para la caracterizacion de la
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familia Enterobacteriaceae y los microorganismos Gram negativos oxidasa positiva y negativa no-
exigentes mas comunes. En cada pocillo se encuentran substratos los cuales son reconstituidos con
una suspension salina del organismo a identificar; si presenta un cambio de color durante la
incubacion o después de la adicién de reactivos especificos indica que los substratos son
metabolizados por el organismo. La permutacion de los substratos metabolizados se puede
interpretar usando el Software Microgen Identification (MID-60) para identificar el organismo
analizado. Las tiras de GN A han sido creadas para la identificacion de fermentadores de glucosa
oxidasa negativos, nitrato positivas que incluyen los géneros mas comunes de la familia
Enterobacteriacea. Las tiras GN Ay GN B se utilizaran conjuntamente obteniendo un sistema con
24 substratos para identificar bacilos Gram negativos no-exigentes (oxidasa negativos y positivos)
ademas de todas las especies de la familia Enterobacteriacea (28 géneros). Las tiras de GN B han

sido disefiadas para ser usadas conjuntamente con las tiras GN A y no de modo individual.
(MICROGENTM GN-ID IDENTIFICACION. 2004)

Es importante observar si presenta un circulo Negro alrededor del extremo superior del pocillo
significa que requiere la adicion de aceite mineral antes de la incubacion, mientras que un circulo
verde alrededor del extremo superior del pocillo indica que el pocillo requiere la adicion de

reactivos después de la incubacion. (MICROGENTM GN-ID IDENTIFICACION. 2004)

Figura 5-2. Interpretacion de colores posterior a la incubacion del Microgen y adicion de
reactivos especificos.

Colour chart/Farbtafel/Tableau ‘de couleurs

Microgen™ GN A ID

WELL/NAPFCHEN

JGODET 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 7
Reaction Lysine | Ornithine 153 Glucose | Mannitol | Xylose | O.N.P.G. | Indole Urease VP Citrate T.D.A. Nitrate
Negative O O O ® | o o Q OO O
Positive . . . . . . . .
Microgen™ GN B ID
WELL/NAPFCHEN 3
IGODET
Adonitel | Raffinose | Salicin | Areinine24hrs | Areinine48hrs
Negative O | ® e o o & o o 0 M O
= o
Positive . 5 3 .
e
( AUTION: Keep out of direct sunlight. Due to Legend:
minate discolouration I‘\Ilmrl apeing, the Appropriate reagents to be added prior to reading.
colours on this chart will hang
O Overlaid with sterile mineral oil

These colours are provided as general guide to the range of test colours
€ Notoverlaid with oil for oxidase positive arganism

Fuente: MICROGENTM GN-ID IDENTIFICACION. 2004.
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Se hizo un test oxidasa de la bacteria aislada, las oxidasa positivas se identificaron inoculando
tanto las tiras del GN A como GN B.

Se emulsificd una unica colonia obtenida del cultivo de 24 horas en 3 mL de solucion salina
estéril 0.85% para la tira GN A. Si se inocularon ambas tiras, GN A y GN B, la colonia se
emulsifico en 3-5mL de solucion salina estéril 0.85% y se mezclé bien.

Se retird cuidadosamente la laminilla adherente que cubre los pocillos y se dej6 a un extremo.
Se colocd con una pipeta pasteur estéril 100uL de la suspensién bacteriana a cada pocillo de la
tira(s).

Posteriormente de la inoculacién, se revistié los pocillos 1,2 y 3 (numerar la tira GN A
empezando por el final de la etiqueta) y pocillos 20 y 24 (tira GN B — el pocillo 13 es al final de
la etiqueta) con 3-4 gotas de aceite mineral. (NO agregar aceite en el pocillo 20 si el organismo
aislado es oxidasa positivo). Estos pocillos estan marcados con un circulo negro alrededor para
facilitar su identificacion.

Se sello la tira(s) con la laminilla adherente que se habia retirado e incubé a 35-37°C.
Asegurarse que los “agujeros” de la cinta adhesiva estan sobre los pocillos 7, 11y 12 en la tira
GN A strip y sobre el pocillo 14 en la tira GN B.

Las tiras GN A y GN B se leyeron luego de 18-24 horas de incubacion para las

Enterobacteriaceae, y después de 48 horas para los aislados oxidasa positivos. (MICROGENTM
GN-ID IDENTIFICACION. 2004)

3.11.1. Lectura y adicion de reactivos

Tira GN A

Se retird la laminilla adherente y se apunt6 todas las reacciones positivas con la ayuda de la
carta de color que viene con el test, ademas se registrd los resultados en la hoja de resultados
proporcionada.

Se adiciond los reactivos apropiados a los siguientes micropocillos:

v Se adiciond2 gotas de reactivo Kovac's al pocillo 8 y se anoté el resultado después de 60

segundos. Es positivo si se produce un color rojo

v Se adicion6 1 gota del reactivo VP | y 1 gota de VP Il al pocillo 10, se ley6 el resultado

luego de 15-30 minutos. Es positivo si se produce un color rosa / rojo

v" Se adicion6 1 gota del reactivo TDA al pocillo 12, se observo después de 60 segundos. Es

positivo si se produce un color rojo cereza
Se hizo el test de reduccion de nitrato al pocillo 7 después de leer y anotar el resultado del test
ONPG (coloracion del pocillo sin afiadir nada). Se afiadi6 al pocillo 1 gota del reactivo Nitrato
Ay 1 gota del Nitrato B, se observd luego de 60 segundos, si se produjo un color rojo indica

que el nitrato ha sido reducido a nitrito y si se mantiene amarillo o incoloro se afiadié una
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pequefia cantidad de polvo de zinc. Esto indicard si el nitrato ha sido completamente reducido a
nitrégeno gas.
Ej. Después de la adicion del Nitrato A + B:

Rojo = Positivo Incoloro / amarillo = Negativo

Después de la adicion de polvo de zinc:

Incoloro / amarillo = Positivo Rojo = Negativo

Se anot6 estos resultados adicionales en la hoja de resultados proporcionada. (MICROGENTM GN-ID
IDENTIFICACION. 2004)

TiraGNB
«  Se retird la laminilla adherente y se apuntd todas las reacciones positivas con la ayuda de la
carta de color, se registraron los resultados en la hoja de resultados proporcionada.
«  Seobservd los pocillos especificos segln se indica:
v El pocillo de gelatina (13) se ley6 posterior a 18-24 horas para Enterobacteriaceae y luego de
48 horas para los oxidasa positivos. El resultado es positivo si se observan particulas negras
a través del pocillo, esto es resultado de la licuefaccion de la gelatina.
v El pocillo de la arginina se interpret6 de otra manera, luego 24 y 48 horas de incubacion:
(MICROGENTM GN-ID IDENTIFICACION. 2004)
24 horas (Enterobacteriaceae)
Amarillo = Negativo Verde/ Azul = Positivo
48 horas (Organismos Oxidasa positivos)

Amarillo / verde = Negativo Azul = Positivo

3.11.2. lIdentificacion

En la hoja de resultados de Microgen GN-ID A+B, los substratos se organizaron en tripletes (sets
de 3 reacciones) y se establecié un valor numérico a cada substrato (1, 2 o 4). La suma de las
reacciones positivas para cada triplete dié un digito, el Perfil numérico, que se manej6é para
estipular la identidad del organismo aislado. EI Perfil numérico se introdujo en el Software
Microgen Identification System (MID-60), que generd un informe de los cinco microorganismos
mas parecidos en una base de datos selectiva. El software suministré una identificacion basada en
probabilidad, en % de probabilidad y en el parecido con un andlisis de la calidad de la

diferenciacion. (MICROGENTM GN-ID IDENTIFICACION. 2004)
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CAPITULO I1I

4. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Parametros fisicoquimicos

Tabla 4-3. Resultados delos parametros fisicoquimicos “in situ” del
Agua termal de Guayllabamba en los dos puntos de muestreo

Muestra [ T° (°C)| Ph | STD (ppm) | Conductividad (CE)( uS/cm)

#1 40,2 (6,82 683 1356
#2 39,8 16,96 694 1351
Promedio 40 6,89 689 1354

Realizado por: Vanesa Veintimilla

En la tabla 4-3 podemos visualizar que la temperatura promedio del agua termal de Guayllabamba
fue de 40°C sabiendo que la temperatura promedio del ambiente es de 12 °C siendo la temperatura
promedio del afluente de 28°C superior a la temperatura del ambiente, motivo por el cual estas
aguas son consideradas termales y tomando como referencia la clasificacion segun la temperatura

estas aguas son mesotermales cuyas temperaturas estan entre 30-40 °C. (GOMEZ, D., et al. 2005. p 205).

Esta clasificacion de termalidad también ha sido utilizada por autores como Moreno y col. Para
clasificar a las aguas de la fuente termal de Tiranda en el estado Trujillo Venezuela como
mesotermales pues la temperatura de sus aguas fue de 39°C, de igual manera autores como De la
Rosa y col., en sus estudios realizados en el manantial mesotermal Puente Viesgo, donde sus aguas

tuvieron una temperatura de 35°C. (FLORES. 2013).

Un factor muy importante que controla el crecimiento microbiano es la temperatura pues cada
microorganismo requiere de un intervalo especifico de temperatura para desarrollarse, ademas el
pH también afecta el crecimiento microbiano, ya que cada especie conserva un intervalo de pH

definido para crecer. La mayoria de las bacterias crecen entre pH 5,5 y 8. (FLORES. 2013).

El pH promedio de estas aguas termales de Guayllabamba es 6,89 lo que indica que es ligeramente
acido, muy cercano a los valores registrados por el INAMHI en el Atlas de las Aguas
Termominerales en el Ecuador realizados en el afio 2013,donde el pH del agua inscrito fue de 6.5.

Otros de los manantiales termales registrados con un pH similar son Puente Viesgo, Alictn de la

36



Torre y santa Apolonia ubicados en Espafia, donde su pH promedio es de 7, el origen de estos pH
acidos o ligeramente basicos se debe a que las aguas de estos manantiales estan compuestas
principalmente por iones sulfatos y sulfitos que forman &cido sulfhidrico en aguas subterraneas.

Cabe mencionar que el pH de cada manantial dependera de su composicion quimica (FLORES. 2013).

Los Sélidos Totales Disueltos promedio de este manantial termal fue de 689 ppm, valor inferior al
obtenido por la INAMHI en el 2013 que fue de 870 ppm, lo cual es indicativo que existe una
disminucién desales minerales, las mismas que pueden ser consecuencia de la explotacion de las

capas del suelo al cabo de algunos afios.

Finalmente la conductividad promedio obtenida en las aguas termales de Guayllabamba fue de
1354 uS/cm mientras que el valor registrado por el INAMHI fue de 1359 uS/cm esto indica que
hay una ligera disminucion en la concentracion de iones ya que la conductividad esta directamente
vinculada con la cantidad de solidos totales disueltos, por lo tanto demuestra que los valores
obtenidos en este estudio tanto de STD como de CE concuerdan con los registrados por Instituto
Nacional de Meteorologia e Hidrologia del Ecuador, instituto que a su vez es miembro de la
Organizacion Meteoroldgica Mundial, OMM, organizacion intergubernamental especializada de las
Naciones Unidas para la Meteorologia (el tiempo y el clima), la Hidrologia Operativa y las ciencias
conexas.(INAMHI. 2013).

4.2. Bacterias aerobias mesofilas

Tabla 5-3. Resultado de las Bacterias Aerobias mesoéfilas en Placas
procedentes del agua termal de Guayllabamba

Muestra | Valores promedios de Bacterias Aerobias meséfilas (UFC/mL)
1 10°
2 10°

Realizado por: Vanesa Veintimilla

Figura 6-3. Resultado de las Bacterias
Aerobias mesofilas en Placas Petrifilm

Fuente: (3M, 2003)
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Cuando existen conteos muy altos de Bacterias Aerobias mesdfilas, el area total de crecimiento
puede virar o colorearse rosa, en ciertos casos se puede visualizar colonias individuales Gnicamente
en el borde del area de crecimiento de la Placa Petrifilm. Por lo que se registra este conteo como
muy numeroso para contar (MNPC) lo cual segiin 3M, 2003es un conteo estimado de 10°UFC/mL.

Este resultado de las Bacterias Aerobias mesofilas registrado segun 3Mesta respaldado por la
AOAC INTERNATIONAL, (Association of Official Agricultural Chemists) que tiene por objetivo
ser un proveedor activo en el &mbito mundial, responsable de la organizacion, desarrollo, empleo y
armonizacion de métodos analiticos validados y programas de aseguramiento de la calidad de los

servicios de laboratorio.

De las placas Petrifilm de Bacterias Aerobias mesofilas se aislaron8 bacterias de la muestra uno 'y 2
de la muestra dos, lo cual al cabo de incubarlas en condiciones Gptimas mostraron crecimiento
microbiano, comprobando la presencia de estas bacterias y a la vez evidenciando que existe un
problema de higiene en estas aguas termales, la mayoria de bacterias mesofilas crecen a
temperaturas entre 37 °C que se adaptan a condiciones elevadas de temperatura como pudo haber

sucedido en este caso.

Otro criterio segin ANDUEZA, (2014) menciona que la presencia de bacterias Aerobias mesofilas
en numerosas cantidades demuestra problemas de higiene y contaminacion del agua, lo cual

asevera lo antes mencionado.

Segun la NORMA DE CALIDAD AMBIENTAL Y DE DESCARGA DE EFLUENTES:
RECURSO AGUA, estas bacterias son Indicadoras de Contaminacién ya que desde el punto de
vista sanitario las condiciones bacterioldgicas del agua son fundamentales y de acuerdo con la
Norma Bacterioldgica de Calidad establece que el agua debe estar exenta de patégenos de origen
entérico y parasitario intestinal que son los responsables de transmitir enfermedades como

salmonelosis, shigelosis, amebiasis, etc.

Este resultado obtenido puede ser consecuencia de un inadecuado tratamiento del agua, ya que un
recuento alto de UFC/mL de bacterias Aerobias evidencia probablemente que el agua ha estado
conservada en condiciones no adecuadas de tiempo y temperatura lo que ha permitido el desarrollo

de microorganismos y no necesariamente que dicha contaminacion sea de origen fecal.
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4.3. Coliformes totales y fecales

Tabla 6-3. Resultado de Coliformes totales y fecales procedentes del agua
termal de Guayllabamba

Coliformes | Coliformes ] Desviacion )
Muestra Media ) Varianza
totales fecales estandar
1 Ausencia Ausencia
2 Ausencia Ausencia

Realizado por: Vanesa Veintimilla

El resultado de Coliformes totales y fecales no mostré crecimiento de colonias, lo cual indica que el
agua es bacteriolégicamente segura ya que no existe contaminacién fecal, este criterio ha sido
consolidado con lo expuesto por ALZAMORA, S., et al. 2004., donde menciona que las bacterias
Coliformes totales y fecales son indicadores de contaminacion fecal en el control de calidad del
agua destinada al consumo humano debido a que los coliformes son mas resistentes que las

bacterias patogenas intestinales.

De igual manera otro criterio segun ANDUEZA, Félix. 2014, aduce que la ausencia de este grupo
de microorganismos Coliformes totales y fecales es indicativo que el agua presenta adecuadas
condiciones de higiene y que se descarta la posibilidad de que el agua esté contaminada con

patogenos, como Citrobacter, Enterobacter, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus.

Este resultado es relativo a lo especificado en La Legislacion espafiola (BOE nimero 226 del 20 de
Septiembre de 1990, relativa a la reglamentacion técnico sanitaria para el abastecimiento y control
de calidad de las aguas potables de consumo publico), donde menciona: “La fuente de agua termal

es de utilidad publica y como tal debe cumplir las condiciones de portabilidad de agua™.

El resultado de ausencia de Coliformes totales y fecales en las aguas termales de Guayllabamba no
coincide con el estudio realizado en la fuente termal de O Tinteiro en Ourense, Espafia que muestra
la presencia significativa microorganismos en casi todos los seis puntos muestreados, cuyo origen
de dicha contaminacion se debe a la afluencia de microorganismos provenientes de las
inmediaciones, donde existe un colector residual y cuyos deshechos son trasmitidos hasta la fuente
termal a través del rio que existe en el lugar. La fuente termal de Guayllabamba también se
encuentra junto a un rio, pero no existe este tipo de contaminacidn, lo que significa que a pesar de
la afluencia de personas en este balneario, existe un adecuado manejo de los deshechos por parte de

los bafistas y del personal que labora en el lugar. (VENDRELL, M., et al. 1998).
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4.4. Staphylococcus

Tabla 7-3. Resultado de Staphylococcus aureus procedentes del agua
termal de Guayllabamba

Muestra | Staphylococcus aureus | Media | Desviacion estandar | Varianza

1 0
2 1

Realizado por: Vanesa Veintimilla

0,5 0,707106781 0,5

Gréfico 1-3. Resultado de las Bacterias Staphylococcus aureus
procedentes del agua termal de Guayllabamba
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Realizado por: Vanesa Veintimilla

Se evidencid el crecimiento de un unico Staphylococcus aureus en las placas Petrifilm selectivas.
Esta bacteria esta relacionada con enfermedades no asociadas a diarrea, principalmente afecciones

de mucosas muy relacionadas con el bafio: conjuntivitis, otitis y problemas cutaneos. (ALZAMORA,
S., et al. 2004).

El Staphylococcus aureus es ampliamente distribuido en el ambiente y forma parte de la gran
diversidad de los microorganismos autdctonos de las aguas minerales de balnearios termales.
(MOSSO, et al. 1994).Por lo tanto este resultado no indica mayor grado de peligro para la salud de los

bafiistas debido a su escasa presencia en estas Aguas termales.

Otros estudios realizados en los manantiales termales de Santa Apolonia y La Mitisus del estado de
Mérida en Venezuela también revelaron la presencia de los géneros Staphylococcus, lo cual
confirma que en otros manantiales termales, con caracteristicas similares a las de Guayllabamba

también existen reportes de este tipo de bacterias.(FLORES. 2013).
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En las aguas mineromedicinales del balneario de Fuente Amarga, Espafia, igualmente se aislaron
un bajo nimero de bacterias del género Staphylococcus, género frecuentemente aislado en
manantiales termales. La fuente termal del Tinteiro, Espafia determind la presencia de diversos
patdgenos para humanos, entre estos Staphylococcus. Este también es el caso del balneario de
Alhama en Espafia donde se encontrd el género Staphylococcus en cantidades muy bajas, este
género se halla abundantemente esparcido en diferentes ambientes, por lo que su contaminacion en

manantiales termales puede deberse al suelo, la lluvia, o el aire.

4.5. Mohos y levaduras

Tabla 8-3. Resultado de Mohos y Levaduras procedentes del agua termal
de Guayllabamba

Muestra Mohos Levaduras | Media | Desviacién estandar | Varianza

1 1 Ausencia
0,25 0,5 0,25

2 Ausencia Ausencia

Realizado por: Vanesa Veintimilla

Gréfico 2-3. Resultado de Mohos y Levaduras procedentes del
agua termal de Guayllabamba
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Realizado por: Vanesa Veintimilla

Se registro la presencia de un Moho y ninguna levadura en la Placa Petrifilm selectiva, la presencia
de altos valores de este grupo de microorganismos eucariotas aerobios demuestran problemas de

higiene, limpieza y contaminacion ambiental. (ANDUEZA, Félix. 2014).

Pero debido al resultado minimo obtenido se puede deducir que este microorganismo puede
provenir de otros habitats (suelo, vegetales) cercano a las aguas termales y que se adaptd a estas
condiciones adversas (DE LA ROSA, J., & MOSSO, M. 2000), 0 incluso pudo ser contaminacion de
alguna otra muestra de agua en el laboratorio ya que mostro crecimiento en una sola placa a los 15

dias de incubacion.
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Estudios realizados para investigar la actividad antimicrobiana del fango termal en el Complejo
Termal Copahue en Argentina, sobre microorganismos de la microbiota autéctona del hombre,
agentes infecciosos de la comunidad, hospitalarios y cepas AT CC se encontraron cepas
correspondieron a cocos Gram positivos, bacilos Gram negativos y levaduras, pero ningn hongo

como sucedi6 en el manantial termal de Guayllabamba.

4.6. Pruebas para seleccion e identificacion de bacterias

Tabla 9-3. Nimero y porcentaje de bacterias Gram positivas y Gram negativas aisladas,
procedentes del agua termal de Guayllabamba

Caodificacion de la Bacteria Origen Petrifilm | Tincion Gram | Porcentaje (%)
#5 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (-)
#6 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (-) 5706
#11 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (-)
#13 Ojo de agua M2 AC Bacilos Gram (-)
#12 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (+) 29%
#7 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (+)
#27 Ojo de agua M2 STX Cocos Gram (+) 14%

Realizado por: Vanesa Veintimilla

Grafico 3-3. Numero y porcentaje de bacterias Gram positivas y
Gram negativas aisladas, procedentes del agua termal de
Guayllabamba
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Realizado por: Vanesa Veintimilla

De acuerdo a los resultados conseguidos, revelan que en esta agua termal existe la presencia en
mayor nimero de bacterias Bacilos Gram (-), lo cual concuerda con lo expuesto en MOSSO, et al.
1994.,“En las mesotermales predominan los bacilos Gram negativos y los cocos Gram positivos.

Mientras que en las aguas termominerales las Gram (+) son mayormente registradas, los principales
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géneros identificados han sido: Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus,
Enterobacter, Acinetobacter y Arthrobacter. Los bacilos Gram positivos irregulares como
Arthobacter, Kurthia, Corynebacterium, Cellulomonas, Exiguobacterium, Rubrobacter se localizan

generalmente en aguas hipertermales o carboénicas”

En estudios realizados en manantiales mineromedicinales del Balneario de Alicin de las Torres
(Granada) también se encontraron en mayor cantidad Bacilos Gram negativos en un porcentaje de
54,5% y en menor cantidad bacilos con 29,10% y cocos Gram negativos 16,4%, lo que manifiesta
que la microbiota autoctona en este manantial al igual que de las aguas termales de Guayllabamba

estan constituidos principalmente por bacilos Gram negativos. (FLORES. 2013).

En otros analisis realizados en diferentes aguas de los manantiales mineromedicinales de la region
de Jaraba, Espafia, igualmente el 65% resultaron bacterias Gram negativas y solo un 35% estuvo

constituido por bacterias Gram positivas.

En manantiales mesotermales de Puente Viesgo, Espafia, se registraron cepas de bacterias
correspondientes en su mayoria a los tipos morfoldgicos de bacilos Gram negativos (62,5%) y en
una menor proporcién bacilos y cocos Gram positivos (37,5%). Lo mismo sucedid en el manantial
Alictin de las Torres donde el 54,5% de los microorganismos aislados fueron bacterias Gram

negativas y 45,5% lo representan las bacterias Gram positivas. (FLORES. 2013).

Por lo tanto esta agua termal de Guayllabamba de origen volcanico rica en sulfuro como en
estudios similares realizados en diferentes balnearios presenta una microbiota autoctona en la que

predominan las bacterias Bacilos Gram negativos. (BORJA, Jackelyn., et al. 2012).

Tabla 10-3. Resultado de las pruebas bioquimicas realizadas a las bacterias Bacilos Gram (-)
procedentes del agua termal de Guayllabamba

) ] . Prueba de oxidacion y fermentacion (OF) .
Bacteria Origen Petrifilm i i _ _ _ Porcentaje (%)
Con aceite mineral Sin Aceite mineral
#5 Ojo de agua M1 AC Sin cambio Reporta cambio de color 25%
#6 Ojo de agua M1 AC Sin cambio Sin cambio
#11 Ojo de agua M1 AC Sin cambio Sin cambio 75%
#13 Ojo de agua M2 AC Sin cambio Sin cambio

Realizado por: Vanesa Veintimilla
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Gréfico 4-3. Resultado de las pruebas bioguimicas realizadas a las bacterias
Bacilos Gram (-) procedentes del agua termal de Guayllabamba
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Realizado por: Vanesa Veintimilla

El Agar OF es utilizado particularmente para establecer si los bacilos Gram negativos utilizan
carbohidratos fermentativa u oxidativamente, o si no los utilizan del todo. La utilizacion de
carbohidratos proveniente de las bacterias puede ser fermentativa como en el caso de bacterias
anaerobias, las bacterias facultativas pueden fermentar en ausencia de oxigeno u otro aceptor de
electrones, o degradar carbohidratos oxidativamente, mientras que las aerobias estrictas pueden
degradar carbohidratos Gnicamente mediante metabolismo oxidativo en presencia de aceptores

inorganicos de electrones. (RODRIGUEZ, Evelyn., et al. 2005).

De acuerdo a los resultados obtenidos tres bacterias Gram negativas son inertes ya gue ninguno de
los tubos han sufrido cambio alguno por lo revelan un resultado negativo o no sacarolitico debido
a gque no consume glucosa. No existen bacterias fermentadoras facultativas ya que en ningin caso
ambos tubos han cambiado de color a amarillo, es decir que la fermentacidn de carbohidratos no ha
producido suficiente &cido como para virar los indicadores de pH del medio. Finalmente se tiene
una bacteria que es Oxidativa debido a que se reportdé un cambio de color a amarillo en el tubo sin
aceite y el otro tubo con aceite mantuvo su color inicial, lo cual significa que la cantidad de acidos

formada durante la reaccion es mucho menor.(BEJAR, V., et al. 2015)
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Tabla 11-3. Resultado de las pruebas de oxidasa positiva y negativa
de las bacterias aisladas procedentes del agua termal de Guayllabamba

Codificacion de la Bacteria Origen Petrifilm | Oxidasa
#5 Ojo de agua M1 AC +
#6 Ojo de agua M1 AC +
#11 Ojo de agua M1 AC +
#13 Ojo de agua M2 AC +
#12 Ojo de agua M1 AC +
#7 Ojo de agua M1 AC +
#27 Ojo de agua M2 STX -

Realizado por: Vanesa Veintimilla

Grafico 5-3. Resultado de las pruebas de oxidasa positiva y
negativa de las bacterias aisladas procedentes del agua termal
de Guayllabamba
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Realizado por: Vanesa Veintimilla

La prueba de oxidasa es muy utilizada para determinar si una bacteria produce alguna de las
citocromo ¢ oxidasas, como resultado se obtuvo que seis bacterias son oxidasa positiva, es decir
que la bacteria utiliza el oxigeno para la produccién de energia con una cadena de transferencia de
electrones y una Unica bacteria es oxidasa negativa, esto indica que no contiene citocromo c
oxidasa y no se puede utilizar el oxigeno para la produccion de energia con una cadena de
transferencia de electrones o utiliza un citocromo diferente para la transferencia de electrones al

oxigeno. (MACFADDIN. 2003)

Las géneros ordinariamente que presentan oxidasa positiva son pseudomonadaceae, para una
identificacion preliminar de Neisseria frente a Moraxella las cuales ademas son diplococos Gram
negativas; entro otros estan Helicobacter pylori, Vibrio cholerae y Campylobacter jejuni,
Legionella pneumophila; y entre los que presentan oxidasa negativa tenemos a los

Enterobacteriaceae. (MACFADDIN. 2003)
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Tabla 12-3. Resultado de las pruebas de catalasa positiva y negativa de las
bacterias aisladas procedentes del agua termal de Guayllabamba

Caodificacion de la Bacteria Origen Petrifilm | Catalasa
#5 Ojo de agua M1 AC -
#6 Ojo de agua M1 AC -
#11 Ojo de agua M1 AC -
#13 Ojo de agua M2 AC -
#12 Ojo de agua M1 AC -
#7 Ojo de agua M1 AC -
#27 Ojo de agua M2 STX +

Realizado por: Vanesa Veintimilla

Gréfico 6-3. Resultado de las pruebas de catalasa positiva y negativa de
las bacterias aisladas procedentes del agua termal de Guayllabamba
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Realizado por: Vanesa Veintimilla

Esta prueba es Gtil ya que cataliza la formacion de agua y oxigeno a partir del perdxido de
hidrogeno. Segln los resultados revelan claramente que 6 de las bacterias a identificar presentan
catalasa positiva, este aporto nos permite distinguir entre Streptococcus (catalasa negativa) de

Staphylococcus (catalasa positiva) y Clostridium (negativa) de Bacillus (positiva). (MACFADDIN.
2003)

Tambien se tiene la presencia de una bacteriacoco Gram positivo que registrd catalasa positiva.
Dentro del grupo de los cocos catalasa-positivos se encuentran los géneros Staphylococcus y
Micrococcus. Una diferencia entre estos dos géneros es que los estafilococos no crecen a
temperaturas inferiores a 7°C y por lo tanto no causarian problemas en alimentos adecuadamente

refrigerados. Numerosas cepas de Staphylococcus aureus producen una potente enterotoxina.
(MACFADDIN. 2003)
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Tabla 13-3. Resultado de las pruebas realizadas a las bacterias bacilos Gram negativas procedentes
del agua termal de Guayllabamba

o o OF (72horas) PRUEBAS BIOQUI'MICAS
8 Tincion | @ 2 ks
5] © _ — C 1
o) =l = on Sin
S | Gram |2 | |3 _ _ Kligler Citrato Urea SIM
@ O | O | s [vaselina | vaselina
. . . . Indol
Cambio a | Presencia | Cambioa | Cambioa .
. cambio
amarillo | de Gas azul rosado
a rosado
Bacilos . L
#5 + - + - + alcalino + - alcalina/acida -
Gram (-)
Bacilos . o
#6 + - + - - acido - - acida/ acida -
Gram (-)
Bacilos . o
#11 + - - - - alcalino - - acida/ acida -
Gram (-)
Bacilos . o
#13 + - + - - alcalino + - acida/ acida -
Gram (-)

Realizado por: Vanesa Veintimilla

En los balnearios de aguas mesotermales segun estudios realizados en multiples balnearios termales
exhiben que la microbiota caracteristica que se encuentra en mayor cantidad corresponde a los
bacilos Gram negativos, resultado que concuerda con este andlisis realizado en las aguas termales

de Guayllabamba donde muestra en mayor cantidad bacilos Gram negativos. (FLORES. 2013).

Todas las bacterias bacilos Gram negativos encontradas dieron como resultado oxidasa positiva lo
cual ayuda a diferenciar Enterobacterias (Todas Oxidasa negativas) de otras especies como
Pseudomona o Neisserias oxidasa positiva. También todos los microorganismos presentaron
catalasa negativa, permitiéndonos distinguir miembros de la familia Micrococaceae (catalasa

negativa) de miembros de la familia Streptococcaceae (catalasa positiva). (BEJAR, V., et al. 2015)

Se tuvo que tres de los microorganismos aislados son moviles y una es inmovil, las bacterias tienen
movilidad gracias a sus flagelos, que se localizan primordialmente entre los bacilos; sin embargo
algunas formas de cocos son inmoviles. Tres bacterias son inertes demostrando que las bacterias no
consumen glucosa, ninguna bacteria es fermentadora facultativa y una bacteria es Oxidativa es

decir que la cantidad de acidos formada es menor.

Las pruebas bioquimicas ayudaron a identificar algunas de las bacterias para las cuales se tomé
como referencia las tablas de identificacion segin MACFADDIN. 2003.,entre las cuales tenemos
que las bacterias #5 y #13 corresponden a Ralstonia picketti con un porcentaje de identificacion del

90%, la bacteria #6 solo se consigui¢ identificar el género que corresponde a Methylobacterium
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spp., con un porcentaje de identificacion del 86%, mientras que la bacteria #11 no se obtuvo
resultados suficientes, por lo que fue necesario realizar una prueba mediante el sistema de
Microgen, mediante el cual reveld que esta Ultima bacteria pertenece al género Moraxella spp, con
un porcentaje de probabilidad del 81,29%.

En estudios realizados en los manantiales termales de Santa Apolonia y de La Mitisis también se
reportaron la presencia en mayor cantidad de bacterias Gram negativas entre las cuales se logré

identificar la presencia del género Ralstonia. (FLORES. 2013).

Estudios realizados de aislados de fuentes clinicas y ambientales incluidos el agua de alta pureza,
identificaron quince de cincuenta y nueve R. pickettii de origenes clinicos, industriales y
ambientales que se compararon basandose en caracteristicas genotipicamente y fenotipicamente

mediante pruebas bioquimicas. (RYAN, M., et al. 2011).

Tabla 14-3. Resultado de las pruebas realizadas a las bacterias Gram positivas procedentes
del agua termal de Guayllabamba

Cédigo Bacteria| Tincién Gram | Oxidasa | Catalasa | AlImidon | Gelatina | Eosina | Manitol

#12 Bacilos Gram (+) + - - +
#7 Bacilos Gram (+) + - - +
#27 Cocos Gram (+) - + + +

Realizado por: Vanesa Veintimilla

Del namero total de bacterias aisladas de este analisis se encontraron 2 bacterias bacilos Gram
positivas y una sola bacteria Coco Gram positivo. “Los cocos Gram positivos, Staphylococcus y
Micrococcus debido a su gran resistencia a elevadas concentraciones de sal, se hallan a menudo en

aguas minerales.”. (DE LA ROSA, J., & MOSSO, M. 2000).

Dos de estas bacterias son oxidasa positiva, algunas de las familias con esta caracteristica son
Pseudomona o Neisserias y catalasa negativa que generalmente corresponden a la familia
Micrococaceae. Solo una bacteria es oxidasa negativa pudiendo pertenecer a las Enterobacterias y

catalasa positiva cuya familia generalmente corresponde a Streptococcaceae. (BEJAR, V., et al. 2015)

Las pruebas de almidén y gelatina sirvieron para confirmar que las bacterias #12 y #7 pertenecen al
género Bacillus spp., ya que basta que una de ella sea positiva y sumando los resultados de oxidasa
positiva y catalasa negativa permitieron obtener un porcentaje de identificacion del 70% respecto a

sus pruebas confirmatorias para este tipo de microorganismos. (MVACFADDIN. 2003)
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Mientras que para la bacteria #27 que proviene del Petrifilm selectivo para Staphylococcus a mas
de ello es oxidasa negativa y catalasa positiva, en las pruebas de eosina mostro resultado positivo y
en la prueba confirmatoria de manitol presentd fermentacion amarillenta, arrojo un resultado

positivo con un 100% en las pruebas de identificacion para Staphylococcus aureus.(MACFADDIN.
2003)

En estudios realizados en el manantial de Santa Apolonia y en el manantial de La Mitisis. Se
encontraron en menor proporcién bacterias Gram positivas, especificamente cocos Gram positivos
los cuales corresponden al género Staphylococcus debido a pruebas bioguimicas concernientes,
donde se observé que son catalasa positiva y presentan crecimiento en manitol salado pero sin
fermentacion, por lo que se descartdé que las especies encontradas pertenecieran a la especie

Staphylococcus aureus.

Tabla 15-3. Bacterias identificadas procedentes del agua termal de Guayllabamba

Codificacion

de 1a Bacteria Origen Petrifilm | Tincion Gram Bacteria Identificada
#5 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (-) Ralstonia pickettii
#6 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (-) | Methylobacterium spp
#11 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (-) Moraxella spp
#13 Ojo de agua M2 AC Bacilos Gram (-) Ralstonia pickettii
#12 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (+) Bacillus spp
#7 Ojo de agua M1 AC Bacilos Gram (+) Bacillus spp
#27 Ojo de agua M2 STX Cocos Gram (+) Staphylococcus aureus

Realizado por: Vanesa Veintimilla

En este estudio microbioldgico de las muestras de la fuente termal de Guayllabamba segin la
Tabla 15-3., se logro aislar 7 cepas bacterianas. Al analizar la tabla 15 se observa que la mayor
parte de las bacterias analizadas e identificadas corresponden a bacterias Gram negativas y pocas

bacterias Gram positivas.
Se aislaron 6 de las 7 cepas mediante pruebas bioquimicas, una se identificé mediante el sistema de
Microgen y de todas las cepas analizadas, se logr6 identificar Gnicamente a nivel de género 4 cepas,

de las otras tres se obtuvieron también la especie.

Se encontrd que en el manantial de agua termal de Guayllabamba existe la presencia de géneros

Ralstonia, Methylobacterium, Moraxella, Bacillus y Staphylococcus.
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Segun estudios en el manantial termal de La Mitisus en el estado de Mérida se encontrd la
presencia del género Ralstonia. También Lee y col. en el 2001, aislaron una bacteria
termotolerante, del manantial termal de la ciudad de Pohang, en Corea, esta cepa fue bacilo Gram
negativo, aerébica, que crece a una temperatura Optima de 42°C y segln los estudios realizados
pertenecia al género Ralstonia. Este género ocupan varios nichos, pocas veces se asocian con
infecciones humanas, pero pueden originar problemas a plantas y vegetales como la papa, tomate y
platano, también son considerados como organismos de gran importancia, por su posible uso como
agentes para la bioremediacion de suelos y aguas contaminadas con metales pesados y compuestos

organoclorados

Entre los pocos estudios documentados hasta la fecha del desarrollo del biofilm en tuberias de
acero inoxidable en la red de agua, resultados evidenciaron el desarrollo de biopeliculas en un
tiempo mayor a 12 meses, se evidencié una mezcla de bacterias de biopelicula unidos al acero
inoxidable, la formacién de micro colonias de bacterias y diatomeas en forma de varilla y en forma
de cocoides, incluyendo Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Corynebacterium / Arthrobacter
spp., Micrococcus spp.,y Methylobacterium spp. Este Gltimo grupo de bacterias son cominmente

aislados de diversos ambientes naturales como superficie tierra, hojas, polvo y agua dulce.
(PERCIVAL, et al. 1998).

También se han reportado contaminacion del agua del grifo por especie Methylobacterium lo cual
ha provocado preocupacién en hospitales Japoneses y sensibilidad a los antibioticos de los
aislamientos en 2004, entre las cuales las especies dominantes de Methylobacterium en agua

hospitalaria fueron M. aquaticum y M. fujisawaense. (FURUHATA, et al. 2006).

Segun estudios en el Balneario de Arbieto (Vizcaya) en 1897, realizados por el Dr. Santiago Garcia
Fernandez, en el que mediante observaciones microscopicas incluyé recuentos y cultivos de los

microorganismos, identificando entre ellos a Leptothrix, Beggiatoa, Micrococcus y Bacillus.

En los manantiales termales de Santa Apolonia y La MitisUs que presentan caracteristicas similares
a las del agua termal de Guayllabamba se determind la presencia de los géneros Burkholderia,
Pseudomonas y Staphylococcus, de igual manera este género fue encontrado en andlisis realizados
en el balneario de Alicun de las Torres, en Granada, Espafia. Este tipo de microorganismo esel que
con mas frecuencia se aisla en muestras clinicas, y pueden causar infecciones por multiplicacion

tanto local como sistémica. (FLORES. 2013).

En estudios realizados en los manantiales del municipio de Banderilla, Veracruz se han reportado

especies de Moraxella, de manera similar sucede en lo reportado por Lamba et al. (1980) en su
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estudio realizado en agua de consumo humano cercano a Oregdén donde determind la existencia de
especies como Klebsiella pneumonie, Escherichia coli y Moraxella, situacion parecida ocurrié en

analisis de aguas subterraneas de Yucatan realizadas por PACHECO, et al.1999.

Estos aportes de estudios realizados alrededor del mundo, nos indican que este tipo de los
microorganismos Ralstonia, Methylobacterium, Moraxella, Bacillus y Staphylococcus, son
encontrados en aguas termales de varias regiones en el mundo, pues su habitat es muy variado, y
esta comprobado que el agua termal de Guayllabamba no es la excepcién, quiza en una minima

cantidad pero existen.
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CONCLUSIONES

Del estudio realizado en agua termal de Guayllabamba ubicado en la Provincia de Chimborazo, no
reportd crecimiento de bacterias coliformes totales y fecales en el Petrifilm para E. coli/ coliformes,
se extrajeron seis bacterias de la placa para Recuento de Aerobios, existio el desarrollo de un
Staphylococcus en la placa Staph Express y un moho en la placa para Mohos y Levaduras.

Se aislaron un total de 7 colonias bacterianas, de las cuales solo 3 bacterias se identificaron a nivel

de género y especie, mientras de que las otras 4 solo se obtuvieron el género.

La mayor proporcion de Bacterias aisladas fueron bacilos Gram negativas y en menor cantidad

bacilos Gram positivas y cocos Gram positivos.

De las bacterias bacilos Gram negativas aisladas tres de ellas son inertes debido a que no han

consumido glucosa, una es Oxidativa y ninguna de ellas tiene un metabolismo Fermentativo.

Utilizando las pruebas bioquimicas se lograron identificar 6 bacterias, tres a nivel de género

Unicamente Yy tres incluida su especie.

Utilizando el sistema de Microgen™ GN-ID se logré identificar a la Gltima bacteria solo a nivel de

género.
Los géneros encontrados en el agua termal de Guayllabamba fueron Ralstonia, Methylobacterium,
Moraxella, Bacillus y Staphylococcus, los géneros encontrados con mayor frecuencia fueron

Ralstonia y Bacillus

Las especies bacterianas identificadas en el agua termal de Guayllabamba fueron Ralstonia pickettii

y Staphylococcus aureus y la especie encontrada con mayor frecuencia fue Ralstonia pickettii

Este estudio constituye el primer reporte de aislamiento de Ralstonia pickettii, Methylobacterium

spp, Y Moraxella spp en aguas termales del Ecuador
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios microbiolégicos con el objetivo de conocer la microbiota autdctona que conforma

cada uno de los manantiales en el Ecuador.

Efectuar analisis microbioldgicos periddicos en el Agua termal de Guayllabamba a fin de realizar
una curva estadistica de la calidad sanitaria, debido a que estas aguas son usadas para fines
curativos y recreativos, mediante la toma de muestras por duplicado, para asegurar la exactitud de

los resultados.

Realizar un andlisis minucioso de los implementos utilizados para el aseo de estas piscinas a fin de

llegar al origen de la pequefia contaminacion de estas aguas.
Capacitar al personal que labora en este lugar a cerca de las normas de asepsia para que utilice una

vestimenta apropiada y materiales limpios al momento de manipular el agua termal, y asi evitar

futuras contaminaciones.
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ANEXOS

Anexo A: Esquema de Identificacién Bacteriana de las Aguas termales de Guayllabamba

| Aguas termales de Guayllabamba ‘

Muestras 1 ¥ 2 - Qjo de Agua |

Placas Petrifilm

I

[

1

| Aerobios

| | E. coli/coliformes | |
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—_—
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T
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| Bacteria # 12 | ‘ Bacteria # 13 | | Bacteria # 27 ‘
Flaca f
emabios = | [sbiost = | [[Staph sxpress o
Descripcion Drescripcidn Descriprion Drescripcidn Descripcion Diescripcion Descripcion
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| Bacillus spp

| Ralstonia pickettii |

| Methvlobacterium spp |

Moraxelia spp
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| Ralstonia pickestiii |




Anexo B: Balneario Aguas termales de Anexo C: Punto de emergencia del Agua
Guayllabamba termal de Guayllabamba

Anexo D. Multiparametro utilizado para Anexo E. Instrumentoutilizado para
medir los parametros fisicoquimicos del medir las coordenadas geograficas del
Agua termal lugar

=

=]

O/MODE SET/HOLD

Anexo F. Medicion de Pardmetros
fisicoguimicos en el punto de emergencia
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Anexo G. Recoleccion de la muestra de agua

Anexo H. Camara de Flujo utilizada para la
realizacion de este estudio

PO
‘ Wt

e |

Anexo I. Placas Petrifilm usadas para el
estudio microbiol6gico
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Anexo J. Placas Petrifilm a las 48 horas de incubacion

Petrifilm Staph Express (Proporciona recuentos de
Staphylococcus aureus)

Petrifilm para Recuento de Aerobios




Petrifilmpara E. coli/Coliformes

Petrifilm para para recuento de Mohos y
Levaduras




Anexo K. Siembra en MuellerHinton

Anexo M. Aislados bacterianos

Primer aislamiento
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Segundo aislamiento
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Anexo O. Tincién Gram de las colonias bacterianas aisladas y purificadas

%9

Bacteria #5 Bacteria #6
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Bacteria #27

Anexo P. Pruebas bioguimicas

Citocromo oxidasa
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Oxidacion y fermentacion (OF)

Anexo Q. Sistema de Microgen

Inoculacion e Incubaciones
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Tificacion

Informedel Software Microgen Identification System (MID-60)

z Microgen ID

Microgen GNA + B Oxidase Positive

Specimen Details

Lab Ref: GVVII1 ’ Date:
Name: VANESA VEINTIMILLA
Specimen Type:
Source (ward/location);
Results Entry
Octal Code: 540050000
+ OXI Oxidase - MOT  Moulity + NIT  Nitrate Reduction
+ LYS  Lysine Decarboxylase - ORN  Omithine Decarboxyl - H2S  H2S Production
< GLU  Acid from Glucose - MAN  Acid from Mannitol - XYL Acid from Xylose
- ONI" ONPG - IND  Indole - UR  Urallydrolyss
VP Voges Proskauer - CIT  Citrate Utilization + TDA  Tryptophan Deaminase
- GEL  Gelatin Liquefaction « MAL  Malonate Inhibition < INO  Aad from Inositol
- SOR  Acid from Sorbitol - RHA  Acid from Rhamnose - SUC  Acid from Sucrose
- LAC  Acid from Lactose - ARA  Acid from Arabinose - ADO  Acid from Adonitol
- RAF  Acid from Raflinose - SAL  Acid from Salicin - ARG  Argnine Dihydrolase

Identification Analysis

Meraxella spp. V.alginolyticus A faccalis type 11 V.domyela/ P damsela Axylosoxidans
Select ID Choice Yes No No No No
Probabilisy 117,347,838 < 1/100,0060.000 < 1/100,000 (660 < 1/100,000,000 < 100,000,000
Percent Probability 81.29% 13.93% 297% 147% 0.24%
Likelihood <001% “0.01% “0.01% <0.01% “0.01%
Human Isolate Yes Yes No Yes Yes
Tests aguinst
Test 1 VP (L.1%) MOT (99.9%) VP (01%) GLU (W9%) MOT (99.9%)
Teu2 TDA (0.1%) TDA (0.1%) TDA (0.1%) TDA (0.1%) VP (0.1%)
Text 3 MOT (91%) ARG (95%) TDA (0.1%)
Additional Tests Yeu You Yes Yes Yes
Ferment of Glucose 0.1% 29.9% 0.1% H.9% 0.1%
Growth on S8 Agar 0.1% T 8% rs 98
Growth on MacConkey T0% 99% 99.9% e 90.9%
Growth in s NaCl 4% 0.1% W 0.1% 2.9
Growth at 42¢ 24% 2% 5% L R
Additional Comments 2 12 1

1 Previously Alcaligenes xylosoxidans. Microbiol Immunol (1998) 42: 429 - 438
2 Proviously A faccalis, Usually isolated from the environment
12 Int J. Syt Bacteriol. (1991) 41:529 - 534

Identification Comments

Acceptable Identification of M i1a spp.
The strain is not typical (multiple tests are against), although it is well separated from other suggested identilication choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION
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