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RESUMEN

Se realizd el andlisis microbiol6gico de las fuentes termales del balneario El Tingo en la parroquia de
Sangolqui en la provincia de Pichincha, para caracterizar la microbiota del manantial, durante el
periodo Septiembre 2014 - Abril 2015. Se midieron los pardmetros fisico-quimicos con la ayuda de
un aparato multipardmetros Hannah, se realizé el muestreo aplicando las normas INEN, se utilizaron
placas Petrifilm para detectar la presencia de Aerobios meséfilos, E. coli/ Coliformes, Staphylococcus
aureus y mohos y levaduras, se aisl6 bacterias representativas con repiques y siembras por agotamiento
en agar Muller , se establecié el tipo de bacteria con la tinciébn Gram y posteriormente con pruebas
bioquimicas y el sistema de identificacion MicrogenTM GN-ID se determind género y especie de las
colonias bacterianas aisladas.  Se aislé 6 cepas bacterianas en total de los dos sitios muestreados, de
los que se establecié un predominio de bacterias Gram-negativas (66.7%), y en menor porcentaje
bacterias Gram-positivas (33.3%), se pudo determinar que hay un mayor crecimiento de bacterias en el
agua que desemboca de la cascada. Se encontr6 una superioridad de Pseudomonas aeruginosa (50%),
seguido de Staphilococcus aureus (33%) y en menor porcentaje Moraxella spp (17%). Siendo este el
primer estudio microbioldgico realizado a este balneario y habiendo encontrado variedad de bacterias
que indican contaminacion, es recomendable, que el GAD Municipal de la parroquia de Sangolqui se
preocupe en realizar estudios de este tipo de manera periddica y efectle una adecuada sanitizacion del
lugar asegurando la salud de los usuarios. Se recomienda también que se establezcan parametros de
calidad sanitaria para este tipo de aguas y de esta forma el agua no se convierta en un vehiculo de

transmisién de enfermedades.

Palabras clave: <MANANTIAL>, <AGUAS MINEROMEDICINALES>, < PATOGENO>
<MICROBIOLOGIA>. <SANITIZACION>
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SUMMARY

A microbiological analysis of the hot springs Tingo spa was conducted in the city of Sangolqui in
Pichincha province to characterize the microbiota of the spring during the period September 2014 to
April 2015. Physicochemical parameters with the help of a multi parameters Hannah apparatus werw
measured. Sampling was carried out by applying the rules INEN. Petrifilm plates were held to look for
the presence of aerobic mesophilic bacteria, cauliformes E coli, Staphylococcus aureus, molds and
yeasts. Representative bacteria were isolated with chimes and planting by exhaustion on agar Muller.
The type of bacteria was established with the Gram stain and then with biochemical tests and
identification system MicrogenTM GN-ID. Genus and species of isolated bacterial colonies was
determined. Six bacterial strains of the two places sampled in total were isolated. From them a
predominance of Gram negative of (66.7%) and a percentage of bacteria Gram positive (33.3%). It
was determined that no further growth of bacteria in the water that flows from the waterfall was
established. A superiority of Pseudomonas aeruginosa(50%) followed by Staphylococcus aureus
(33%) and a lesser Moraxella spp percentage (17%) were found. This is first microbiological study in
the spa found indicating variety of bacteria that indicate pollution. It is recommended that the
municipal GAD Sangolqui promote studies of this type on a regular basis and make proper sanitization
of this type on a regular basis and make proper sanititization of this place to ensure the health of users.
It is further recommended that health quality parameters for these waters are established. Thus, the

water does not become a transmitter of diseases.

Keywords

<SPRING>, <MEDICINAL MINERAL WATERS>, <PATHOGEN>, <MICROBIOLOGY>,
<SANITATION>
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INTRODUCCION

El agua constituye un vehiculo importante para la transmision de enfermedades, por lo que se hace
necesario realizar una investigacion de los microorganismos que pudieran suponer un riesgo para la

salud de los usuarios de las aguas termales de los balnearios.

El Ecuador es un pais privilegiado en cuanto a aguas termales y minerales, con este antecedente y ante
la insuficiente disponibilidad de informacién actualizada hemos considerado la importancia de realizar
un analisis de la microbiota y la calidad sanitaria de estas fuentes como un aporte al conocimiento de

los recursos hidricos de nuestro pais.

El objetivo primordial de este proyecto fue analizar la calidad microbiol6gica de las fuentes termales
del balneario El Tingo ubicadas en Sangolqui, en la provincia de Pichincha, durante el periodo,
Septiembre de 2014 - Abril del 2015, se efectud el muestreo segin normas establecidas por la INEN,
se realizaron pruebas fisico-quimicas antes del anélisis microbiol6gico para considerar las condiciones

en que estos microorganismos se desarrollan.

Por las caracteristicas fisico- quimicas de las aguas hiper termales es poco comin que sean habitadas
por una gran variedad de seres vivos, no obstante estas mismas caracteristicas se prestan para dar lugar

al crecimiento de ciertos microorganismos que son propios de estos ambientes.

En los ultimos afios se ha dado una afluencia masiva de la gente hacia las aguas termales, pero estas
desconocen la calidad sanitaria y microbioldgica de las mismas, por lo que se hace imprescindible
evaluar el riesgo sanitario que pueden correr los visitadores de estas aguas. El uso de fuentes termales
también tiene intereses econémicos por el turismo y de salud por que se usa como parte de terapias,
esto debido a su riqueza en minerales que restituyen y son muy necesarios para que el organismo

humano funcione de la mejor manera.

Es conocido también que en distintas partes del mundo se han hecho y se estan llevando a cabo
estudios microbiol6gicos en aguas termales con resultados positivos para algunas industrias, se han
descubierto propiedades en estos microorganismos que son aplicados en la industria farmacéutica, con

el propdsito de buscar curas a ciertas enfermedades.



La intencion primordial de este proyecto fue identificar microorganismos de las aguas termales del
balneario EL TINGO de la localidad de Sangolqui en la provincia de Pichincha, que pueden ser propios
de esas aguas o que las habiten por efecto de contaminacion, con la finalidad de dar a conocer el
estado sanitario en que se encuentran y como podrian influir en la salud de las personas que concurren
a este balneario.

En la actualidad no existe un estudio que caracterice los pardmetros microbioldgicos y sanitarios de las
aguas termales del Tingo en Sangolqui-Pichincha de manera que se verifique el cumplimiento de la
calidad sanitaria y microbioldgica de esta fuente termal, ademas que seria un aporte al conocimiento de

los recursos termales del pais y el mundo.

El aislamiento e identificacion de los microorganismos que residen en los manantiales termales del
Balneario EL TINGO de Sangolqui, se efectu6 mediante la toma de las muestras segln protocolos
establecidos para muestreo de aguas, y se realizé una siembra directa en placas Petrifilm, mediante
repiques y siembra por agotamiento se obtuvieron colonias puras, a estas colonias aisladas se les
realizaron pruebas bioquimicas y para establecer la identidad de las colonias aisladas puras se utilizd
las pruebas por el sistema Microgen.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de la investigacion

Hasta la fecha actual no existe registros de estudios que permita evaluar la calidad sanitaria y
microbioldgica de las aguas termales de EI Tingo ubicada en Sangolqui en la provincia de Pichincha.
Sin embargo, diversos investigadores han realizado estudios microbioldgicos en aguas termales de

diferentes partes del mundo.

Estudios microbioldgicos realizados en el Norte de Chile y en la zona centro del Ecuador en el 2004
demostraron la ausencia de hongos y bacterias patdégenas como Enterobacterias, Pseudomonas
aeruginosa , Staphylococcus aureus y Clostridium, que de haberlas se limitaria su uso para terapia, el

pH también se encontr6 dentro de los limites permisibles para su empleo. (SANTANA, J.; et al., 2004).

En el afio 2003 el Instituto geoldgico y minero de Espafia realizé estudios microbioldgicos en la
provincia de Jaén-Espafia, de aguas mineromedicinales y termales , no se encontré presencia de
parésitos y tampoco de microorganismos patégenos como Estreptococos fecales , Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli y otros coliformes. (RODRIGUEZ, J.; et al., 2003).

En el Departamento de Microbiologia I, de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense en
Madrid realizaron estudios en el afio 2006 de dos manantiales de aguas bicarbonatadas hipotermales
Cervantes y San Camilo, utilizados en los tratamientos terapéuticos en el Balneario Cervantes, situado
en Santa Cruz de Mudela (Ciudad Real). EI agua muestra un nimero de microorganismos totales de
105/mL, estando la mayoria vivos (97,1 %). Se reporta un valor de 100ufc/mL de bacterias heterétrofas
viables, de las cuales las cepas iasladas cooresponden en un 56.0% a bacilos Gram negativos y en
menor proporcién con un 24.0% a bacilos Gram positivos y en minoria se encontraron cocos Gram
positivos con un porcentaje de 14,6%. Entre los géneros de bacilos Gram negativos identificados se
menciona los siguientes: Burkholderia, Aeromonas, Serratia, Pseudomonas y Ochrobactrum. Tenemos
Staphylococcus representando a los cocos Gram positivos y finalmente el género Bacillus para los

bacilos Gram positivos. Se encontrd también que existe mayor diversidad microbiana en el manantial

3



San Camilo en relacion al manantial de Cervantes. No se han encontrado indicadores fecales ni
microorganismos patdgenos. Se han detectado microorganismos proteoliticos, amiloliticos vy
amonificantes en numero alto (104/100 mL), sulfato reductores en nimero medio (102/100 mL),
celuloliticos, hal6filos y hongos en nimero inferior a 20/100 mL. (ANGELES, R. et al., 2006).

En el afio 2001 se ha realizado el estudio microbiol6gico del agua del manantial el Salvador del
Balneario El Paraiso de Manzanera en Teruel. EI nimero de microorganismos totales ha sido alto (105
/mL), estando la mayoria vivos (85%), y siendo muy pocos los activos (9,5%). “No se han detectado
microorganismos patdgenos ni indicadores fecales. Se han encontrado bacterias proteoliticas,
amiloliticas, amonificantes (103), celuloliticas, haléfilas (102) y mohos (10) en 100 mL de agua. Las
bacterias heter6trofas son bacilos Gram positivos (64,7%), cocos Gram positivos (32,3%) y bacilos
Gram negativos (2,9%), predominando los géneros Bacillus y Staphylococcus”. EI manantial no
reporta microorganismos patdgenos ni indicadores de contaminacién fecal, lo que demuestra un buen
cuidado sanitario y obviamente cumplen con la normativa microbioldgica de aguas potables. “La
microbiota heterétrofa autdctona corresponde a bacterias mesofilas, oligotroficas, Gram positivas,

principalmente bacilos esporulados y cocos halofilos facultativos”. (DE LA ROSA, C. et al., 2009).

En el 2007 se realiza un analisis microbiolégico del manantial mineromedicinal Puente Viesgo en
donde los resultados presentan un nimero bajo de bacterias viables y esporuladas, lo que indica que
hay una buena proteccion del lugar, no contiene indicadores fecales ni microorganismos patégenos por
lo que cumple con la normativa de aguas de consumo humano. Se reporta una microbiota autoctona

constituida por bacilos Gram negativos, predominando la clase Gammaproteobacteria. (DE LA ROSA,
Jorge., et al., 2013).

En el afio 2013 se realiza un estudio de la microbiota de dos manantiales de aguas minerales en el
Balneario El Raposo en Espafia. EI nimero total de microorganismos presentes en el agua fue de
9.1x10 4 / mL, siendo la mayoria microorganismos vivos (70,3%). No se encontraron indicadores
fecales ni microorganismos patégenos por lo que estas aguas cumplen con la legislacion espafiola
sobre el agua potable. La microbiota autéctona predominante corresponde a aligotrophic bacterias
Gram negativas aerébico (73%), perteneciente a la clase Gammaproteobacteria y en menor proporcién
de bacilos Gram positivos (23,5%) y cocos (3,5%). Por otro lado, ammonifying, se detectaron

proteoliticas, amiloliticas y bacterias celuloliticas, asi como hongos en 100 mL de agua. (DE LA ROSA,
Jorge, et al., 2013).



1.2. Ubicacion geogréafica y generalidades del balneario termal el tingo.

Las fuentes termales del balneario El Tingo se encuentran ubicadas en Sangolqui, en la provincia de
Pichincha, al oriente de Quito, a 40 minutos, Son fuentes de tipo Hipertermal y bicarbonatadas
sodicas, poseen una temperatura de 43.8°C, un pH de 6.98. (INAMHI. 2013).

“Este balneario tiene una extension de dos hectéreas, todas estas piscinas son abastecidas por cinco
vertientes y almacenadas en 5 pozos, tiene una piscina familiar cubierta con capacidad para 25
personas y una piscina descubierta de 25 metros de largo por 6 metros de ancho. Una piscina cubierta
con capacidad para 10 personas, exclusivamente para tratar enfermedades hepaticas, un centro de
rehabilitacion para enfermedades reumaticas, el cual cuenta con dos salas de hidromasajes para terapia

de rehabilitacion”. (ICEP 2012)

Son aguas mixtas de origen volcanico mezcladas con aguas de filtracion o meteéricas. Sus propiedades
son usadas para tratamientos de enfermedades como la arteriosclerosis, flebitis, reumatismo,
enfermedades de la piel, neuritis y polineuritis, trastornos del climaterio, afecciones gastrointestinales,

afecciones nerviosas, respiratorias y traumatismo. (INAMHI 2013).

En su origen, hacia 1928 el balneario San Pedro del Tingo estuvo ligado a varias ideas que provenian
de la investigacion médica cientifica europea de principio del siglo XX. La ciencia conocida como
crenoterapia o balneoterapia estuvieron vinculadas con procesos de la medicina e higiene social y la
neurologia como es el caso de los estudios del Dr. Louis Landouzy. (CARRILLO, Ana, 2012, p.30)

1.3. Aguas termominerales

1.3.1. Definicion

Se denomina agua termal a aquella que emana a la superficie con una temperatura 5°C més alta que la

temperatura media anual del lugar donde procede. (MENDEZ, 2010).



1.3.2. Génesis de las aguas termominerales

Son varias las teorias del origen de estas aguas, pero la mas aceptada, la infiltracién del agua
metedrica, la que aprovecha el gradiente hidraulico para llegar a zonas mas profundas de la corteza
terrestre. Las aguas infiltradas van aumentando su temperatura por el gradiente geotérmico que se lo
define como la profundidad de penetracion en el suelo, expresada en metros necesaria para que la
temperatura aumente 1°C. Su valor es por término medio de 30 a 35 metros, variando segun las
localidades y la profundidad. En las regiones volcanicas 10-15 metros, a esto hay que afadir que en
zonas de vulcanismo reciente el agua puede verse afectada por el calor que el magma transfiere a las
rocas adyacentes y por influencia de las aguas juveniles hipertermales. El agua al llegar a una zona de

fallamiento asciende rapidamente emanando a la superficie en forma de manantiales. (INAMHI 2013).

Imagen 1-1: Origen de las aguas termales
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Fuente:http://www.redescepalcala.org/cienciasl/geologia/islandia/geologia.islandia_nesjavellir.htm

1.3.3. Historia del desarrollo del Termalismo

Posiblemente ya en la edad de piedra se conocian y se usaban las aguas minerales por sus propiedades
medicinales. Se estima que las aguas que se conocen datan desde hace 2000 a.n.e. “Se han encontrado
evidencias de esa época de la existencia en la ciudad india de Mojenjo-Daro (Enciclopedia Microsoft, 1999) y

en la ciudad de Epidauros, en la Antigua Grecia (Larionov, 1070). También han aparecido



instalaciones en la isla griega de Creta (entre 1700 y 1400 a.n.e.) y en la ciudad egipcia de Tel el
Amarna (1360 a.n.e.)”.

Entre los griegos las curas mediante bafios de aguas medicinales alcanzaron gran difusion, La mayoria

de los centros médicos disponian de manantiales que facilitaban las técnicas hidro terapéuticas.
(ARMIJO-VALENZUELA, 1994).

En Roma, en la ciudad de Pompeya se conservan hasta la fecha las termas de Stabiano construidas en
el siglo 1l (a.n.e.), eran verdaderas obras de arte y adecuadas para el turismo y la socializacion.

Actualmente la Hidrologia Médica apoyandose en otras ciencias y sus avances ha logrado buenos
resultados en la terapia con agua mineromedicinal pues se conoce sus efectos en el organismo. Sin

embargo, se ha perdido un poco pues también hay un desarrollo en las ciencias médicas. (FAGUNDO,J.,
et al., 2000).

El termalismo actual esta intimamente vinculado con el Turismo de Salud, lo cual le da una nueva
dimension al Termalismo tradicional. Ya en el siglo X1X, las demandas del termalismo permitieron el
desarrollo de un nuevo termalismo. Los balnearios aislados se convirtieron en verdaderas villas de
agua, lo cual se debi¢ a la aparicion de hoteles, restaurantes y cafeterias. En Francia, legiones de
visitantes prestigiosos, tales como Napoledn Il 'y la emperatriz Eugenia, contribuyeron al desarrollo de

esta nueva modalidad en los balnearios, asociada al turismo. (FAGUNDO, J, et al., 2000).

El termalismo como parte del Turismo de Salud, es visto no solo como forma de curar, sino de

preservar la salud y lograr una mejor calidad de vida.
1.3.4. Clasificacion de las aguas termales
Se clasifica a las aguas considerando la temperatura como una caracteristica fisica esencial y la

concentracion de aniones y cationes como factor determinante de su composicion quimica. (INAMHI
2013).



1.3.4.1. Clasificacion de las aguas termales por su origen

Origen exdgeno.- La fuente principal de sale disueltas es el lavado de terrenos, por los cuales circulan
las aguas subterraneas; el agua al entrar en contacto con los terrenos por los cuales transita, disuelve y
arrastra consigo minerales de las rocas, el potencial fisico-quimico aumenta con la profundidad por

aumento de temperatura, presion y el tiempo de contacto. (INAMHI 2013)

Origen enddgeno.- El vapor de agua producido en las zonas profundas de la corteza terrestre por los
fendmenos magmaticos y volcanicos lleva consigo elementos endégenos. Los cloruros, bromo, yodo,
sulfato y sulfuro de hidrégeno pueden tener este origen. (INAMHI 2013)

1-3.4.2. Clasificacion de las aguas termales por su temperatura

“La razon de la termalidad de las aguas depende de la profundidad de su origen, de modo que la
temperatura, como la presion crece conforme con la profundidad y asi puede hablarse de gradiente

geotérmico aceptandose 3°C por cada 100 metros”. (OLIVER-RODES, Benito, p.3)

Considerando que la temperatura es la caracteristica fundamental de las aguas termales, se han

realizado numerosas clasificaciones basadas en este parametro.

Cuadro 1-1: Clasificacién de las aguas termales por su temperatura de H. Scholler.

Tipo de Fuente Temperatura (°C)
Fuentes frias <20
Fuentes hipotermales 21-30
Fuentes mesotermales 31-40
Fuentes hipertermales 41-100

Fuente: Centro Nacional de termalismo “Victor Santamarina”



1.3.4.3. Clasificacion de las aguas por su composicion quimica.

(Souline V. 1946) clasifica las aguas termominerales de acuerdo con la relacion existente entre la
concentracion de los iones Sodio (Na), Cloro (Cl), Sulfatos (SO4) y Magnesio (Mg), expresados en
miliequivalentes por litro (meg/L). De acuerdo a lo expuesto el agua se clasifica de la siguiente

manera.

Cuadro 2-1: Clasificacién de las aguas termominerales segin V. A. Souline

Relacion Clasificacion
rNa —Cl o Sulfatada - sddica
S04
rNa - Cl o1 Bicarbonatada - sodica
S04
Cl— Na Clorurada - magnésica
r——<1
Mg
Cl—Na Clorurada - calcica
r——>1
Mg

Fuente: INAMHI. Aguas Termominerales en el Ecuador, 2013

1.3.5. Aguas termales en el Ecuador

El Ecuador es un pais privilegiado en cuanto a la presencia de termas, especialmente localizadas en el
callején interandino, el INAMHI inventario alrededor de 60 fuentes de aguas termales y minerales
medicinales. (Hidrologia y Aguas Subterraneas N°6, ISBN: 84-7840-473-2). (INAMHI 2013).



Imagen 2-1: Mapa de fuentes termales con division provincial elaborado por el INAMHI
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Cuadro 3-1: Resumen de Inventario de fuentes termales en el Ecuador.

RESUMEN DE INVENTARIO DE FUENTES TERMALES EN ELL ECUADOR

INAMHBI
a COORDENADAS TEMP CE
MY TTPOY MNOMBRE DE VERTIENTE PROVINCLA LONGITUD | LATITUD o (1S/cm)
E N

1 W BANOS DE CUENCA AFZUTAY T1I5200 G700 0

2 W GUAPAN 73 CARNAR T3S0 ST00500 43 HS00D
3 VT GRUTA LA PAZ #1053 CARCHI B32E56 10055816 30 3300
-+ W BANOS EL PLILA RO #50 CaRCHIT HGO5071 10090TES 20 1550
=] W LA JOYA CARCHI Ho0254 10091057 23 00
5] W SAN MIGUEL DE CAR CARCHI H39326 10090318 22 420

T LA OWVEJERITA CARCHIT BSBOS55 10089211 30 380

B VT EL CHITA CARCHIT 20411 1OOER200 23 180
o W COOP. MODELC 1 CARCHI BS5057 100RGHO9 33 220
10 W COHOP. MODELCY 2 Ca RCHI H54809 10086717 340 230
11 T EL TABLON CA RCHI 51900 10085977 28 380
12 T TUFING CARCHIT BAGTO0 1008743 25 HOO
13 VT AGUAS HEDIONDA S CARCHI 44654 1009215 55 1800
14 W EL PUETATE O RCHIT Ho38406 1009007 G 20 150
15 T EL MARTINEZ CARCHI Ho4774 100909 32 2000
16 T LA CALERA #08 CARCHIT H3o44HE 10065 1H3 33 16040
17 T PLIUARO CARCHI HO523R 10091002 30 16E0
18 [ VT MEPTUNO CARCHI B63455 1005 ] 492 23 400
19 [ VT RUMICHA CA, CARCHI 871585 10090636 38 3500
20 | VT LA OLLA CARCHI 871306 10090974 39 3400
21 [ VT SANTA TERESITA CARCHI R64942 10073193 20 1700
22 NT PAJA BLANCA CARCHI R62190 10068456 20 | -
23 | VT EL ANGEL CHILCAPAMBA CARCHI 171302 100688035 40 1360
24| VT SANISIDRO LA CALERA CARCHI 168639 10065301 30 1243
25 [ VT SANISIDRO LA COCHA CARCHI 1GR6T0 166224 34 1169
20 | VT LA CONCEPCION CARCHI 151245 10067340 26

27 [ VT C.COLON-MIRA FLORES CARCHI | 85308 | 066TGT 36 17990
28 [ VT C.COLON-MIRAFLORES CARCHI 1 B 50K 10GOTHT 33

20 | NT C.COLON-MIRAFLORES CARCHI 1 85308 10066767 27 1474
30 [ VT LA PAZ -TAUEZ CARCHI 184172 10058346 32 714

Fuente: Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) 2013.
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1.3.6. Principios generales de los Analisis Fisico-Quimicos de las aguas termales.

“La determinacion de las propiedades quimico-fisicas de un agua natural o mineral, constituye una

herramienta imprescindible para los hidrélogos y otros especialistas relacionados con el agua”.
(FAGUNDO, Jorge, 2000).

“La composicion quimica de las aguas meteoricas esta controlada por los equilibrios quimicos de los
carbonatos y varia al cabo del tiempo. Por esta razon, los analisis quimicos y las mediciones de pH, asi
como la conductividad eléctrica deben hacerse “in situ”, En muchos paises lamentablemente se
acostumbra a hacer los analisis y mediciones en el laboratorio, muchas veces hasta semanas después de
tomada la muestra, cuando éstas en la préactica, carecen de valor para interpretar los fenémenos de la

naturaleza” (FAGUNDO, Jorge, et al., 2000).

1.3.6.1. Turbiedad

Es producida por materias en suspension finamente divididas, es una expresién de la propiedad dptica

gue origina que la luz se disperse y absorba en vez de transmitirse en linea recta a través de la muestra
(NTE INEN 1108: 2011).

1.3.6.2. Olor

Es un factor de calidad que afecta la aceptabilidad del agua, existen factores que lo modifican. (NTE
INEN 1108: 2011)

1.3.6.3. Color

Puede estar condicionado por presencia de iones metalicos naturales (Fe, Mn), materia organica

(Humus, Plancton, Turbas y restos vegetales) y Residuos Industriales. (NTE INEN 1108: 2011)

1.3.6.4. pH

Medida del potencial eléctrico que se crea en la membrana de un electrodo de vidrio, que es funcién

de la actividad de los iones hidrégeno a ambos lados de la membrana. (Analisis de Aguas Naturales

Continentales. Centro de Estudios Hidrogréficos. Instituto de Hidrologia. 1 980).
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1.3.6.5. Conductividad eléctrica

Mediante un puente de Wheatstone y una célula de conductividad apropiada se determina la
conductividad eléctrica por comparacion, a la misma temperatura de la muestra y de una solucién

valorada de cloruro de potasio, refiriendo el resultado a 20 °C. (Analisis de Aguas Naturales Continentales.
Centro de Estudios Hidrograficos. Instituto de Hidrologia. 1980.).

1.3.7. Principios generales de los Analisis Microbioldgicos en aguas termales.

1.3.7.1. Origen de los microorganismos causantes de infecciones en aguas termales

- Microorganismos autdctonos
- Microorganismos Aldctonos
- De origen humano

- De origen animal

Microorganismos autoctonos

La cantidad de organismos microscopicos en el punto en que surge el manantial, puede ser alta, con
una media de 106/mL, pero muchas bacterias existen en fase durmiente, son metabdlicamente inactivos
y no se reproducen, dependiendo de la temperatura de incubacion y de los medios de cultivo utilizados.
“Hay bacterias termdfilas que se desarrollan a mas de 45°C siendo la mayoria mesofilas con
temperaturas 6ptimas a 37°C que se han adaptado”.

“En base a sus exigencias nutricionales reinan las bacterias heterdtrofas oligotroficas, con pequefios
requerimientos de carbono y nitrogeno, en menor nimero se han encontrado microorganismos
autotrofos, tanto quimiolitotrofos como fototrofos. En su mayoria son aerobios o anaerobios
facultativos, de pequefio tamafio, mdviles y con pigmentos. Las bacterias heterétrofas no suelen
fermentar los azlcares pero son proteoliticas, amiloliticas, amonificantes y en menor ndmero
celuliticas. Estos tipos de microorganismos se suponen favorables ya que interceden en la

autodepuracion de las aguas”. (MOSSO et al. 1994).

“En las aguas hipertermales la temperatura elevada puede ser el origen de esta discrepancia debido a

que las bacterias Gram positivas son mas resistentes al calor. Entre los principales generos
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identificados estan: Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Enterobacter,

Acinetobacter y Arthrobacter “(M0OSSO, et al., 1994).

“El género Pseudomonas es muy difundido, encontrado en hébitats acuéticos con escasos nutrientes,
considerando a las especies del grupo fluorescente localizadas en estas aguas, como P. fluorescens y P.
putida, poblacion autoctona de manantiales meso e hipotermales. En las mesotermales ademas es
habitual la presencia de otros bacilos Gram negativos como Acinetobacter, Alcaligenes,
Flavobacterium, Vibrio, Aeromonas. Las multitudinarias especies del género Bacillus estan
considerablemente distribuidas y pueden provenir del suelo o de las propias aguas. Los cocos Gram
positivos, Staphylococcus y Micrococcus, es usual en aguas minerales ya que sobreviven a las

concentraciones altas de sal, sin embargo no se han revelado especies propias del hombre”. (M0OSSO, et
al., 1994).

Los Enterobacter, siendo enterobacteriaceas, también forman parte de la microbiota autdctona por
encontrarse disperso en la naturaleza e inclusive se han reportado en aguas hipertermales o carbonicas,
hallandose bacilos Gram positivos irregulares como Arthobacter, Kurthia, Corynebacterium,

Cellulomonas, Exiguobacterium, Rubrobacter. (MOSSO, et al., 1994).

Microorganismos aldctonos

Haciendo referencia a la calidad sanitaria, por lo general las aguas termales no suelen poseer bacterias
patogenas ni indicadores fecales pero si se han encontrado bacterias del tipo coliformes, enterococos,
Clostridium sulfito reductores y Pseudomonas aeruginosa. “La presencia de coliformes no fecales no
es un riesgo sanitario ya que pueden proceder del suelo o de los vegetales y sobreviven en ambientes

acuaticos por su facilidad de adaptacion”. (LECHEVALIER et al.1987).

P. aeruginosa es un microorganismo de tipo oportunista, por lo que puede afectar la salud de usuarios
inmunodeprimidos. Su presencia puede deberse a una falta de proteccién y saneamiento del
manantial, aunque es posible también encontrarlas radicadas en ambientes acuaticos y hallarse en

aguas subterraneas no necesariamente contaminadas por accion del hombre (LECLERC Y MOSSEL, 1989).
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1.3.7.2. Bacterias causantes de infeccion por uso recreacional del agua

Escherichia coli, Shigella: Ambas de origen fecal humano. La E.coli puede provenir ademas de
materia fecal animal

Pseudomonas aeruginosa (CALDERON, E. Instituto de Ingenieria Sanitaria UBA)

“Los balnearios termales presentan una variedad de microorganismos autoctonos propios de cada tipo
de agua y que dependen de sus propiedades fisicoquimicas tales como: temperatura, pH, composicion,
etc. Entre las bacterias que Prevalecen estan las bacterias heterétrofas oligotroficas de los géneros:
Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Enterobacter, Acinetobacter y Arthrobacter ”.
De la misma manera pueden coexistir microorganismos Al6ctonos oriundos de otros habitats.

Se ha encontrado en manantiales hipertermales mas bacterias Gram positivas, en las mesotermales

bacilos Gram negativos y cocos Gram positivos.

1.3.7.3. Indicadores de calidad sanitaria

“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 més grave seria la presencia de Escherichia coli o Salmonella que suponen un claro riesgo

sanitario pues son gérmenes patdégenos asi como Pseudomonas aeruginosa”. (OLIVER-RODES, Benito, p.
80)

- Bacterias aerobias mesofilas o heterdtrofos (BAM)
- Grupo de coliformes totales y fecales

- Enterococos

- Mohos y levadura

- Pseudomonas, Staphylococcus y Salmonella

Bacterias aerobias mesoéfilas o heterétrofas

Son bacterias que viven en presencia de oxigeno libre a temperaturas entre 15 °C y 45 °C.

La presencia en altas cantidades evidencia problemas de higiene y de contaminacion del agua.
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Coliformes totales y fecales

Coliformes totales son Gram-negativa, oxidasa-negativa, varillas no formadores de esporas, que
fermentan la lactosa con produccién de gas a 35-37 ° C, después de 48 h, en un medio con las sales
biliares y detergentes.

“Cuando se lleva a cabo la prueba de coliformes con aguas ambientales, varias especies de los cuatro
enterobacterias de los géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter dan resultados
positivos y por lo tanto son los coliformes de acuerdo con esta definicion”.

Pero los recuentos de coliformes totales no son necesariamente una medida de la contaminacidn fecal e
incluso la presencia de estos organismos microscopicos puede que no tenga nada que ver con este tipo

de contaminacion. (CABRAL, Joao, 2010)

Los coliformes fecales (o coliformes termotolerantes) se define tradicionalmente como coliformes que
fermentan la lactosa a 44,5 ° C en un medio con las sales biliares .La gama de especies detectadas por
el procedimiento experimental es mucho menor que la de coliformes totales. Con las aguas
contaminadas del medio ambiente, solamente E. coli y K. oxytoca y K. pneumoniae dio resultados
positivos en la prueba. (CABRAL, Joao, 2010)

Escherichia

Escherichia, miembro de enterobacterias, son oxidasa-negativos varillas rectas catalasa-positivos que
fermentan la lactosa. Las células son positivos en la prueba de rojo de metilo, pero negativo en el
ensayo de Voges-Proskauer. Las células no utilizan el citrato, no producen H2S o lipasa, y no
hidrolizan la urea. E. coli es una parte natural y esencial de la flora bacteriana en el intestino de los
seres humanos y animales.” La mayoria de cepas de E. coli son no patdgenas y residen
inofensivamente en el colon. Sin embargo, ciertos serotipos juegan un papel en las enfermedades

intestinales y extra-intestinales, como las infecciones del tracto urinario”. (CABRAL, Joao, 2010)

Enterococos

Grupo de bacterias gran negativas representadas por el grupo de Enterococos fecales que demuestran

contaminacion fecal
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Mohos y levaduras

Microorganismos eucariotas aerobios, sus valores elevados apuntan problemas de higiene, limpieza y

contaminacion ambiental. (ANDUEZA, Félix, 2014).

Pseudomonas

“Es una bacteria Gram-negativa perteneciente a la rama de las proteobacterias, misma a la que
pertenecen las enterobacterias. Dentro del género Pseudomonas se encuentran también algunas otras

especies como P. fluorescens, P. putida, P. syringae y P. alcaligenes”. (CABRAL, Joao, 2010)

“P. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza se puede aislar de muestras de
suelo, aguas pristinas y contaminadas, asi como de plantas y animales. Todas las cepas son
potencialmente patdgenas para el hombre y algunas pueden infectar también a plantas
como Arabidopsis thaliana y a invertebrados como Caenorhabditis elegans”. (CABRAL, Joao, 2010)

“Esta bacteria es capaz de utilizar una enorme variedad de compuestos organicos como sustrato para
crecer, capacidad que le permite colonizar nichos en los que son escasos los nutrimentos que otros
organismos pueden asimilar. Se ha reportado el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes tan
inhospitos como son el combustible de avion, soluciones de clorhexidina y el jabén”. (CABRAL, Joao,
2010)

Es interesante mencionar que P. aeruginosa puede representar problemas pero también puede ser de
utilidad para tratar la contaminacion del ambiente. Es una realidad que a diario estamos en contacto
con esta bacteria ya que se la puede encontrar en los alimentos e incluso en algunos articulos de
limpieza, también se han dado casos de la presencia de esta bacteria en analisis de heces de personas

sanas.

“P. aeruginosa representa un problema importante de salud en centros hospitalarios, especialmente
cuando se trata de pacientes con cancer o quemados. Una vez que se establece la infeccion, P.
aeruginosa produce una serie de compuestos toxicos que causan no soélo dafio tisular extenso, sino

adicionalmente interfieren con el funcionamiento del sistema inmune”. Entre las proteinas que
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intervienen en la infeccion de P. aeruginosa encontramos toxinas, como las exotoxinas A y S, asi

como enzimas hidroliticas que degradan las membranas y el tejido conjuntivo de diversos 6rganos.

Pseudomonas aeruginosa también tiene la capacidad de adherirse en condiciones de humedad a
superficies formando con su acumulacion biopeliculas, que puede ser un problema para personas que
llevan algin tipo de dispositivo dentro del cuerpo como por ejemplo dispositivos intrauterinos,
catéteres 0 valvulas cardiacas. Estas biopeliculas también pueden causar problemas en el sector

industrial pues pueden provocan taponamiento y corrosién de conexiones y filtros.

Staphylococcus

Staphylococcus son Cocos Gram positivos dispuestos en forma aislada, en pares o en forma similar a
racimos de uvas irregulares. Coagulasa variables, no formadores de esporas, anaerobios facultativos
(excepto S. saccharolyticus que exhibe un desarrollo mas rapido y abundante en condiciones de
aerobiosis. Catalasa variables; por lo comin positivos (S. aureus suesp. Anaerobius y S.
saccharolyticus son catalasa negativos y por lo comdn solo crecen en anaerobiosis). Oxidasa variables;
por lo comun negativos, (S. caseolyticus, S. lentus, S. sciuri y S vitulus son positivos con la reaccion
para oxidasa modificada).O/F de la glucosa: F (fermentativos). Temperatura éptima de crecimiento:
30-372C. (MACFADDIN Jean, 2004, p.511)

Moraxella
Son aerobios, catalasa positivos, oxidasa positivos, reacciones variables en agar MacConkey, variable
en reduccion de nitratos negativo para movilidad a una temperatura de 372C, glucosa O/F, / Sin

crecimiento. (MACFADDIN Jean, 2004, p.511)

Generalmente especies de Moraxella estan presentes en la orofaringe, las membranas mucosas, piel y

tracto genital, y pueden causar ciertas enfermedades en los seres humanos.
.Moraxella catarrhalis es la especie aislada con mayor frecuencia y es responsable de los casos de

otitis media aguda (en nifios mayores de 3 meses de edad), sinusitis aguda y crénica (fiebre ocasional,

nasal o la descarga nasal, tos, aliento fétido, dolor en los senos y dolor de cabeza), infecciones del
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tracto respiratorio superior e inferior y a veces infecciones sistémicas, meningitis, bacteriemia,

endocarditis, queratitis y artritis supurativa. (Public Health Agency of Canada).

Otras especies de Moraxella puede causar conjuntivitis y queratitis (Moraxella lacunata), meningitis y
artritis (Moraxella oloensis), endocarditis (Moraxella lacunata), osteomielitis (Moraxella oloensis),
infecciones del tracto respiratorio superior e inferior (Moraxella nonliquefaciens) y las infecciones
otorrinolaringoldgicas (Moraxella lacunata). Varias especies se encuentran en la flora humana

naturales; sin embargo, su patogenicidad, en su caso, no se ha establecido. (Public Health Agency of Canada)
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Poblacion de estudio y localizacion del muestreo

La poblacién de estudio fueron los siguientes tipos de organismos microscdpicos: Coliformes totales y
fecales, Staphylococcus, Aerobios mesdéfilos, mohos y levaduras presentes en el agua del balneario
termal El Tingo ubicado en Sangolqui en la provincia de Pichincha.

2.2. Descripcion de métodos y técnicas

Imagen 3-2: Esquema del proceso de analisis.

Pruebas in situ:

: descripcion
T°, pH, siembra en placas .
Muestreo (INEN) Conductividad, petrifilm macroscopica de
colonias
S.T.

oxidacion-
estabilizacion del p— . fermentacion de

g e e tincién Gram catalas y oxidasa glucosa y

movilidad

: - Identificacion por
almidon y gelatina Klsl?ll\?lr’ Cultrrgo, sistema de
y Microgen.
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2.3. Muestreo

Material, reactivos y equipo de muestreo.

- Envases para la recoleccion de la muestra: Se utilizo frascos esteriles.
- Se realiz6 el muestreo por duplicado.

- Hieleras de plastico o de otro material aislante con tapa.

- Solucion de alcohol etilico al 70%-

- Gasa o torundas de algodon estériles.

- Bastdn para muestreo de agua.

- Guantes y cubre bocas estériles.

- Marcadores indelebles.

Seleccion de los puntos de muestreo.

Tomamos como guia la norma NTE INEN 2176:2013 para muestreo y la norma NTE INEN
2169:2013 para la conservacion de las mismas.

Identificamos puntos de muestreo representativos de las diferentes fuentes de agua que abastecen el
balneario, se considerd los lugares mas susceptibles de contaminacion.
Identificamos el brote de la fuente termal para el primer muestreo y tomamos la cascada como fuente

para el segundo muestreo.

Se realizaron dos muestreos en cada sitio, e inmediatamente se guardaron en condiciones asepticas y a
temperatura ambiente hasta su posterior analisis.
Se verificd que los envases que contienen las muestras estuviesen cerrados ermeticamente hasta el

instante que se realizé el analisis.

2.4. Anélisis Fisico-quimico in situ.

Para este analisis se utilizo un aparato multi parametros de bolsillo PH/CE/Temp. Antes del analisis se
verificd que el aparato este bien calibrado, se determind temperatura, pH, conductividad y solidos

totales.
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2.5. Métodos de analisis microbioldgico de las aguas termales.

2.5.1. Estudio de microorganismos mediante técnicas de placas Petrifilm

Las Placas 3M™ Petrifilm™, estos son medios para el recuento de microorganismos listos para utilizar

que reemplazan el agar convencional, las placas de Petri, las almohadillas de medios y los embudos de

filtracion desechables que se utilizan en las pruebas microbianas de agua. Cada placa contiene un

agente gelificante soluble en agua, nutrientes e indicadores en un formato seco no perecedero.

Se determino y cuantificd Aerobios mesdfilos, E. coli/ Coliformes, Staphylococcus aureus y también

mohos y levaduras. Y se procedié como se indica en la imagen 4-2.

Imagen 4-2: procedimiento para analisis en placas Petrifilm

SIEMBRA

Se dispuso la placa
petrifilm en una superficie
plana,  enseguida  se

levanto el film superior.

Se pipete6 1mL de muestra al centro
aproximadamente del film inferior.
Mantuvimos la pipeta en posicion
vertical, cuidando no tocar el film

inferior mientras se pipetea.

Soltamos el film superior y
lo dejamos caer. No
deslizamos el film hacia

abajo.
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Se coloco el aplicador en el | Enseguida se aplicé presion de | Se levantd el aplicador, y
film superior bien centrado | manera sueve sobre el aplicador | esperé 1 minuto hasta que el
sobre el inoculo. Use el | para distribuir el inoculo por toda gel solidifico.

aplicador con la cara|la zona circular, sin mover ni
rebajada hacia abajo(cara | girar el aplicador.

lisa hacia arriba).

INCUBACION INTERPRETACION

-

o
0o
‘ i
WY

—

apiladas en grupos de no mas de 20 placas, a | seqan la Guia de interpretacion de resultados,
35°C durante 72 horas, exepto para mohos y | se ysg |uz directa para la lectura, puesto que

levaduras, en la que varia a 25°C por un | ng se recomienda usar luz de fondo.
periodo de 7 dias.

Fuente: 3M. 2002

2.5.1.1. Enumeracion de coliformes totales y fecales

La ISO define los coliformes por su capacidad de crecer en medios especificos y selectivos. EI método
ISO 4832, que enumera los coliformes por la técnica del recuento de colonias, define los coliformes
por el tamafio de las colonias y la produccion de acido en el Agar VRB con lactosa (VRBL). En las
placas Petrifilm CC, estos coliformes productores de acido se muestran como colonias rojas con o sin

gas (imagen 5-2, Circulo 1).
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Imagen 5-2: Recuento Coliformes totales

T
@

Fuente: 3M. 2012

El método 1SO 4831, que enumera los coliformes por el método del Nimero Més Probable (NMP),
define los coliformes por su capacidad de crecer y producir gas a partir de la lactosa en un caldo
selectivo. En las placas Petrifilm CC, estos coliformes se muestran como colonias rojas asociadas a
gas. (Imagen 5-2, circulo 2).

La AOAC INTERNATIONAL vy la FDA (Food and Drug Administration) / BAM definen los
coliformes como bacilos Gram negativos que producen acido y gas a partir de la lactosa durante la
fermentacion metabdlica.

Las colonias de coliformes que crecen en las placas Petrifilm CC producen acido que provoca que el

indicador de pH oscurezca el color del gel; el gas atrapado alrededor de las colonias indica Coliformes.

2.5.1.2. Valoracion de mohos y levaduras

Las placas petrifilm para mohos y levaduras contienen nutrientes de Sabhi, dos antibiéticos
(clorotetraciclina y cloranfenicol), indicador de fosfatos (BCIP) un agente gelificante soluble en agua
fria y un tinte indicador que facilita el recuento. Las levaduras aparecen normalmente como colonias
pequefias verde azuladas con bordes definidos y son foco central. Los mohos suelen mostrarse como

colonias grandes de color variable, con bordes difusos y foco central. (3M, 2004).
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2.5.1.3. Estudio de la presencia de Staphilococcus

El sistema de recuento 3M™ Petrifilm™ Staph Express consiste en una placa de recuento Petrifilm
Staph Express y un disco Petrifilm Staph Express.

La placa de recuento Petrifilm Staph Express contiene un sistema de medio de cultivo preparado. El
medio cromogénico de Baird-Parker modificado de la placa es selectivo y diferencial para

Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus aparece como colonias rojo-violeta en la placa (figura 1). Otras colonias que no

sean de color rojo-violeta también pueden aparecer en la placa. (3M, 2002)

Imagen 6-2: Analisis de Staphylococcus

1 2

Figura 1: muestra las colonias rojo-violeta de S. | Figura 2: muestra las zonas rosas que se forman
aureus.( las colonias pueden variar de tamario). cuando ocurre la reaccion de DNasa de S. aureus.
Las zonas rosas pueden variar de tamafio debido a

la cantidad de DNasa en diferentes S,aureus.

Fuente: Guia de interpretacion STX, 3M, 2002

2.5.2. Aislamiento de las colonias

El aislamiento de las colonias se realizo mediante repiques y siembra por agotamiento :
En el repique se extrajo del borde de la colonia una bacteria con un palillo estril , acto seguido se
sembro en una placa de petri con medio nutritivo muller, luego incubamos las placas a 34°C durante 24

horas, posteriormente con la bacteria pura , procedimos a identificarla.
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Con el objetivo de aislar lo maximo posible y obtener colonias puras realizamos la siembra en placas
muller por agotamiento o estria.

Con un asa de platino estéril se tomd una colonia del borde del crecimiento que es donde estan las
colonias bacterianas jovenes y se procedio a sembrar en la placa petri con agar muller en forma de
estrias, acto seguido se incubo las placas en posicion invertida a 35°C durante 24 horas.

El procedimiento de repiques y siembra por estria se repitio hasta 3 veces donde ya se observé colonias

bacterianas aisladas.

2.5.3. Identificacion de las colonias, seguin su morfologia y propiedad tintorial

TINCION GRAM

Productos que

se utilizaron

1) Cristal
violeta

2) Lugol

solucion iodada

3) Alcohol

4) Safranina

(SOGAARD, M., 2007)

Reaccion y coloracion de las bacterias

GRAM +

Células color violeta

Se forma el complejo CV-I.
Las células contintan tefidas
de color violeta.
Se deshidratan
Se

Disminuye la
El

las paredes

celulares. contraen los
poros.
permeabilidad. complejo
CV-I no sale de las células que
continlan teflidas de color
violeta.

Células no decoloradas; [lEHaN
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GRAM -

Células color violeta

Se forma el complejo CV-I.
Las células contindan tefiidas
de color violeta.

Eliminacion por extraccion de
grasas de las paredes celulares.
Aumenta la porosidad. El
complejo CV-I se separa de la

célula.

Células decoloradas; se tifien

de color rosado.



Técnica

Se coloco una gota de suero fisioldgico en una placa porta objetos limpia.

De la colonia bacteriana pura recogimos una muestra con un palillo estéril, con la cual hicimos el
extendido sobre la gota de suero fisiol6gico que pusimos en la placa porta objetos.

Se fijo la muestra sometiéndola al calor (flameamos tres veces aproximadamente).

Se agreg0 el cristal violeta y esperamos un minuto.

Luego de transcurrido el minuto se enjuagé con agua.

Se agreg6 lugol y esperamos un minuto aproximadamente.

Enseguida se enjuagd con agua.

Se adicion6 alcohol acetona y se esper6 30 segundos

Volvemos a enjuagar con agua.

Finalmente se afiadi6 la safranina o fucsina basica y esperamos un minuto. Este tinte dejara de
color rosado-rojizo las bacterias gram negativas.

Se dejé secar las placas al ambiente, y las observamos al microscopio éptico a 100x con aceite de

inmersion. (SOGAARD, M, 2007)

2.5.4. Pruebas bioguimicas

2.5.4.1. Prueba de la Catalasa

Materiales y reactivos

Colonias aisladas a investigar
Asa de platino
Porta objetos para bacteriologia

Agua oxigenada al 3%

Técnica

Con un asa de platino esterilizada y enfriada, sin tocar el medio de cultivo, transferimos una
pequefia cantidad de la colonia a investigar a una placa porta objetos previamente limpiado y

desengrasado.
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- Anadimos 1 a 2 gotas de agua oxigenada al 3%
- Observamos la formacion de burbujas de 02

- Después de la lectura para desechar las placas procedemos a ingresarla dentro de una solucién
desinfectante.

Interpretacion

Prueba positiva (catalasa positiva) - Formacion de burbujas de O2

Prueba negativa (catalasa negativa) - No formacion de burbujas de 02
(PORTERO, Francisco. 2011, p.2)

2.5.4.2. Prueba de citocromo oxidasa

Materiales y reactivos

- Colonias a investigar

- Pseudomonas aeruginosa( control positivo)

- Escherichia coli(control negativo)

- Discos o tiras comerciales de citocromo oxidasa
- Asade platino

- Mechero o lampara de alcohol

Técnica

Se tomé una tirilla de citocromo-oxidasa y directamente tocamos las colonias bacterianas aisladas en la

caja Petri, y dejamos pasar 15 segundos y acto seguido leimos la prueba.

Interpretacion

Prueba positiva (Oxidasa positiva) —> Si latirilla toma un color azul

Prueba negativa (Oxidasa negativa) . Si la tirilla no sufre cambio alguno
(PORTERO, Francisco, 2011, p.14)
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2.5.4.3. Prueba de Hugh y Leifson oxidacion fermentacion

Para cada bacteria Gram negativa a identificar, se inoculé por puncién dos tubos de medio O/F de

Hugh y Leifson. En uno de los dos tubos la superficie se cubri6 con parafina estéril para crear

condiciones de anaerobiosis. Se incubaron a 37°C por un lapso de 24 horas.

2.5.4.4. Identificacion de bacterias por el Sistema

de Microgen

Para la identificacién por este sistema se procedié segln lo indica en el Cuadro 4-2.

Cuadro 4-2: ldentificacién de bacterias por el Sistema de Microgen

OXIDASA GN A GN A+B GN A+B
NEGATIVA NEGATIVA POSITIVA
1 colonia en 3ml 1 colonia en 5ml 1 colonia en 5ml salina
salina salina Afadir 1gota de suero

de caballo

estéril /ml salina si se
sospecha de
Actinobacillus o
Pasteurella spp

3-4 gotas (100ul) por
pocillo

3-4 gotas (100ul) por
pocillo

3-4 gotas (100pl) por
pocillo

Pocillo 1 — Lisina
Pocillo 2 — Ornitina

Pocillo 1, 2, y 3 mas
Pocillo 20 — Arabinosa

Pocillo 1, 2, y 3 méas
Pocillo 24 — Arginina

Pocillo 3—H2S Pocillo 24 — Arginina

18 - 24 horas 18 - 24 horas 48 horas

35-37°C 35-37°C 35-37°C
(25°C para Ps.

fluorescens)

LECTURA INICIAL

Pocillo 8: Indol -
Afadir 2 gotas del
reactivo Kovac’s. Leer
en 2mins. Pocillo 10:
VP — Afadir 1 gota del
reactivo VPl y 1 gota
del reactivo VPII Leer
tras 15-30mins. Pocillo
12: TDA — Afadir 1
gota del reactivo TDA
y leer inmediatamente.

Igual que para GN A
Gelatina: Interpretar
a las 24 horas

Pocillo 24: Arginina -
Amarillo = Negativo
Verde/Azul = Positivo

Igual que para GN A

Gelatina — interpretar
a las 48 horas

Pocillo 24: Arginina -
Amarillo = Negativo

Azul = Positivo

LECTURA FINAL (Opcional Microgen Software)

Fuente: Guia de uso MicrogenTM GN-ID Identificacion
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Interpretacion

Se procedié con la lectura segun la tabla de referencia de los sustratos (tabla 5) y finalmente los

resultados se analizaron con el Microgen Software, gracias a la gestion del Dr. Félix Andueza.

Cuadro 5-2: Tabla de la referencia de los substratos

Pocillo Reaccion Descripcion Positiva Negativa
1 Lisina La Lisina decarbox[lfasa - al a;ul de Bro_motlmol pasa de a verde/azul, Verde / Azul Amarillo
indicando la produccién de la amina cadaverina.
. La Ornitina decarboxilasa — el azul de Bromotimol se mantiene azul Azul Amarillo /
2 Ornitina P ! . .
indicando la produccién de la amina putrescina. Verde
Produccién de H2S — el Tiosulfato se reduce a H2S que reacciona con las Marrén/ .
3 H2S . . L Color paja
sales de hierro produciendo un precipitado negro. Negro
4 Glucosa
Fermentacion — el azul de Bromotimol cambia de azul a amarillo como
5 Manitol resultado de la produccion de &cido a partir de la fermentacion de Amarillo Azul / Verde
carbohidratos.
6 Xilosa
7 ONPG H|droI|s_|§ - la h|dr_0||3|s de la _ONPG por la Bgalactosidasa da lugar a la Amarillo Incoloro
produccion de amarillo de orto-nitrofenol.
8 Indol El indol se Qroduce a partlr de trlptof?no y da lugar a un complejo rosa / rojo Rosa / Rojo Incoloro
cuando se afiade el reactivo de Kovac’s.
9 Ureasa La hidroélisis de la urea da lugar a la formacién de amoniaco que provoca un Rosa muy Dfogggﬁ%ﬁ a
incremento de pH que hace virar el rojo de fenol de amarillo a rosa / rojo. profundo palido
La produccién de acetoina a partir de glucosa se detecta por la formacién de
10 VP un complejo rosa / rojo después de la adicién de alfa naftol y creatina en Rosa pro_fundo Incolqrt_)a rosa
- / Rojo palido
presencia de KOH.
La utilizacion de citrato (solo como fuente de carbono) da lugar a un .
. h ; . Amarillo/
11 Citrato incremento de pH que proporciona un cambio de color del azul de Azul 1
- Verde palido
bromotimol de verde a azul.
El 4cido Indolpiravico se produce a partir de triptéfano por la triptéfano
deaminasa dando un color rojo cereza cuando se afiaden los iones de hierro. . .
12 TDA . - . - . A Rojo cereza Color paja
Los microorganismos indolo positivos pueden dar coloracion marrén — en
caso de resultado negativo.
13 Gelatina Los enzimas pr_oteolltlcos licuan Ia_gelatma dando lugar a particulas negras Negro Incoloro
que quedaran dispersadas por el pocillo.
Cuando el malonato sodico es la Unica fuente de carbono se inhibe la
conversion del &cido succinico a acido fumarico. Un microorganismo incapaz
de usar ese substrato da lugar a la acumulacion de &cido succinico y el
14 Malonato microorganismo no crece. Una reaccion positiva es resultado de la utilizacion Azul Verde
de malonato sodico a la vez que el sulfato de amonio se utiliza como fuente
de nitrégeno dando lugar a hidréxido sédico que aumentara la alcalinidad
dando color azul.
15 Inositol
16 Sorbitol
17 Ramnosa
18 Sucrosa
19 Lactosa Fermentacion — el azul de Bromotimol cambia de azul a amarillo como .
- o - - Amarillo Azul
- resultado de la produccion de acido por la fermentacion de carbohidratos.
20 Avrabinosa
21 Adonitol
22 Rafinosa
23 Salicina
La Arginina para a ornitina, amoniaco y CO2 por la accion de la arginina .
L - . Amarillo
- dihidrolasa dando lugar a un incremento del pH y a un cambio de color del Verde/ Azul .
24 Arginina - - Amarillo /
azul de bromotimol de verde a azul. A las 48 horas las reacciones verdes son azu Verde

negativas.

Fuente: http://www.medica-tec.com/chi/files/MICROGEN-GN-ID-MID64-641-65..pdf
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CAPITULO I

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Parédmetros fisicoquimicos medidos in situ del agua del manantial termal en la localidad de

Sangolqui en la provincia de Pichincha.

Tabla 1-3: Resultados de las Pruebas in Situ del manantial termal EI Tingo

Sitio de la toma

Pardmetro fisico quimico | Ojo de Agua | Cascada Ambiente
pH 7.68 7.56

Conductividad 3011 uS/cm | 3003 uS/cm

Solidos Totales 1506 ppm 1503 ppm

Temperatura (°C) 42.0°C 41.0°C 17.7

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015.

La medicion de los pardmetros fisico quimicos se los realizo in situ a las 16 horas del 2 de Enero del
2015, registrandose una temperatura ambiente de 17.7°C, los datos se tomaron en dos puntos a los que

denominamos “ojo de agua” y “cascada.

Se determiné que la temperatura tomada en el ojo de agua termal del balneario El Tingo tuvo un valor
de 42.0°C, mientras que la temperatura tomada del agua termal de la cascada del mismo afluente tuvo
un valor de 41°C, lgrado centigrado menos que en el ojo de agua, esto debido al camino que sigue el

liquido hasta llegar a la cascada. (Tabla 1-3).

Estudios realizados por el INAMHI reportan una temperatura del agua termal de 43.8°C, 1.8°C més
que puede ser debido a las condiciones de temperatura ambiental en las que se tomaron los datos, sin
embargo no es relevante puesto que se encuentran dentro de los limites de un agua hipertermal, segun

la clasificacion de H. Scholler que clasifica como hipertermal aguas con temperaturas entre 41-100°C.
(Tabla 1) (SCHOLLER, H.,).
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Fendémenos del subsuelo profundo pueden dar lugar a aguas homotérmicas que hacen que la
temperatura se mantenga constante a lo largo del afio, claro que también pueden originar aguas
heterotérmicas que presentan variaciones estacionales. (OLIVER-RODES, Benito, 2013, p.4) En cualquier

caso se deberian hacer mediciones periddicas para detectar cualquier anomalia.

Otro pardmetro importante para el crecimiento de los microorganismos es el pH, y se realizaron
medidas directas tanto en el ojo de agua como en la cascada del balneario, se determiné un pH de 7.68
en el ojo de agua y un pH de 7.56, para el agua termal de la cascada, (tabla 6), ambos ligeramente
alcalinos, el INAMHI cita un pH de 6.98. La mayoria de bacterias necesitan de un pH entre 5.5y 8.0
segun nos indica Mandigan para un desarrollo 6ptimo, entonces podemos decir que el agua termal del
Balneario El Tingo tiene las condiciones 6ptimas de pH para que determinados microorganismos se

desarrollen.

Estudios realizados por la Dra. Sandra Flores en los manantiales termales La Mitisis y Santa Apolonia

del estado de MERIDA en Venezuela reportan un pH de 6.86, ligeramente alcalino.

3.2. Analisis microbioldgico

3.2.1. Bacterias Aerobias Mesofilas

Tabla 2-3: Resultado del Recuento de Bacterias Aerobias Mesoéfilas “EL TINGO”

MEDIA | DESVIACION
LUGAR M1(UFC/mL) | M2(UFC/mL) i VARIANZA(S2)
(X) ESTANDAR(S)
0JoO DE
45.0 49.0 47.0 2.83 8
AGUA
CASCADA 250.0 245.0 247.5 3.54 12.5
XTOTAL 295.0 294.0 294.5 0.71 0.5

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015
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Graéfica 1-3: Recuento de Aerobios mesofilos

Recuento de Aerobios Mesoéfilos
300

250 245 2475
250

200 -
150 | ®0JODE AGUA

100 . HCASCADA
45 49 47

o | I

ML(UFC/mL) M2(UFC/mL)  MEDIA (X)

Realizado por: VINUEZA, Radl, 2015

Transcurridas las 72 horas de incubacion, se observaron las placas Petrifilm con la siembra tanto del
ojo de agua como la cascada, notandose un crecimiento mucho mayor (84%) en las muestras de la
cascada con relacion al ojo de agua (16%), (tabla 2-3), se pueden observar colonias entre pequefias y

grandes, redondas y de coloracion rosada o violeta.

Estudios realizados en el balneario EI Raposo en Esparia citan un numero de bacterias de 178 UFC/mL
(DE LA ROSA, Carmen, 2013, Pag.70), mucho menor al encontrado en nuestro balneario, al igual que
en estudios realizados (FLORES, Sandra, 2013, pag.48) en los manantiales termales La MitisUs y Santa

Apolonia del estado de MERIDA donde reporta un crecimiento de >16UFC/mL.

Aparentemente se puede notar que hay contaminacién en el agua que sale de la cascada, de esto se
procedi6 a purificar y aislar algunas cepas en medio de Muller hinton para asi obtener colonias aisladas
por repique y siembra por agotamiento, para la identificacion de su género y especie con pruebas

bioquimicas y por el sistema microgen si fuese necesario.
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3.2.2. Coliformes totales y fecales

Tabla 3-3: Resultados del recuento de Coliformes totales y fecales

UNIDADES

FORMADORAS DE
SITIO DE | COLONIAS (UFC/mL) | MEDIA | DESVIACION | VARIANZA
MUESTREO ESTANDAR

COLT. [COLF. | T
0JO DE | M; | 8.0 0.0 8.0 [6.5 2.12 45
AGUA M, | 5.0 0.0 5.0
CASCADA | M; |31.0 0.0 31.0 | 325 2.12 45

M | 34.0 0.0 34.0

TOTAL 78.0 0.0 78.0 | 39 0 0

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015

Graéfica 2-3: Recuento de Coliformes totales y fecales

Recuento de Coliformes totales y
fecales

40
35 sp 325 3
30
25
20 # (UFC/mL) COL.T.
15 5 @ (UFC/mL) COL.F.
10 65— u (UFC/mL) MEDIA
5 1
° o e

M1 M2 | M1 M2

0OJO DE AGUA | CASCADA

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015

Encontramos un total de 78 UFC/mL, donde todas fueron Coliformes totales y hay ausencia de
Coliformes fecales, se pudo notar que la mayoria (83.3%) son de las muestras de la cascada, y tan solo

el 16.7% pertenece al ojo de agua.
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Aparentemente se evidencian problemas en el mantenimiento en las instalaciones del balneario, sin
embargo el recuento de Coliformes totales no son necesariamente una medida de la contaminacién

fecal, incluso pueden no tener ninguna correlacion con esta. (CABRAL, Jorge., 2009, p.29).

Estudios realizados en el Balneario EI Raposo, han detectado Coliformes totales en nimero bajo,
menos de 10 por 100 mL. Las especies identificadas proceden del suelo y no indican contaminacién
fecal. (DE LA ROSA, J., 2013, p.71)

Se ha realizado el estudio microbioldgico del agua del manantial el Salvador del Balneario "El Paraiso
“de Manzanera (Teruel) en aguas de tipo hipo termal donde no se reporta la presencia de Coliformes
totales y fecales, (DE LA ROSA, C, p.35), lo mismo ocurre en las aguas termales de Puente Viesgo

estudiado por Jorge De La Rosa donde tampoco se encontrd este tipo de microorganismos. (DE LA
ROSA, Jorge.2013).

3.2.3. Staphylococcus

Tabla 4-3: Resultados del Recuento de Staphylococcus “EL TINGO”

MEDIA | DESVIACION

LUGAR M1(UFC/mL) | M2(UFC/mL) ) VARIANZA(S2)
(X) ESTANDAR(S)

0JO DE

1.0 0.0 0.5 0.71 0.5

AGUA

CASCADA | 4.0 5.0 45 0.71 0.5

X TOTAL |[5.0 5.0 5.0 0.0 0.0

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015
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Graéfica 3-3: Recuento de Staphylococcus
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Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015

Se encontraron un total de SUFC/mL (tabla 9), en los dos sitios de muestreo de las cuales solamente
una crecié en las muestras tomadas del ojo de agua, y las restantes pertenecen a las muestras del agua

termal de la cascada.

De la Rosa realiz6 un estudio de los microorganismos de interés sanitario de los manantiales del
balneario de Alicun de las Torres en Granada- Espafia de donde se aislaron 60 cepas bacterianas de las
que en una baja proporcidn pertenecia al género Staphylococcus. (DE LA ROSA, Jorge, 2009)

Al ser estas placas Petrifilm exclusivas para staphylococcus podemos decir que las 5 bacterias
encontradas son de este género, sinembargo posteriormente se realizaran pruebas para confirmar el
género ademas de detectar la especie.

Microorganismos de este tipo son indicativos de calidad sanitaria, lo ideal seria que en el contaje

arrojara un resultado de cero (ausencia). (ANDUEZA, Félix, .2014).
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3.2.4. Mohos y Levaduras

Tabla 5-3: Resultados del Recuento de Mohos y levaduras

SITIO DE UNIDADES MEDIA | DESVIACION | _
MUESTREO FORMADORAS DE ESTANDAR | N
COLONIAS (UFC/mL) <
MOHOS | LEV. | T o
>
OJODE AGUA | M 1 2.0 3 25 13 16
M. 4 3.0
CASCADA M 4 16 20 | 113 7.9 63.6
M. 5 20 25
TOTAL 14 41 55 | 275 6.4 40.5

M1, M2: Muestreo; Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015

Grafica 4-3: Resultado del recuento de mohos y levaduras

Recuento de Mohos y Levaduras
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Realizado por: VINUEZA, Radul, 2015
Se realizd el contaje de mohos y levaduras, en el que se puede observar mas crecimiento en las
muestras tomadas de la cascada con un porcentaje de 81.2%, con relacion al ojo de agua que ocupa un

18.2% de la totalidad de microorganismos encontrados, de los cuales se verifico que 14 de las 55 son

mohos y el resto son levaduras. (Tabla 5-3).
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La presencia de mohos y levaduras en este sitio podria deberse a las condiciones de humedad y

temperatura que se prestan para que se desarrollen favorablemente, ya que segun Vera Garcia Tanto

mohos y levaduras crecen en condiciones aerobias, se desarrollan mejor en ambientes acidos de pH 3.8

a 5.6, y hasta pueden tolerar pH de 2 a 8, pueden crecer en condiciones de temperaturas de O hasta

50°C, sin embargo la mayoria de especies tienen temperaturas éptimas de crecimiento de entre 22 y

30°C(GARCIA, Victor,p.113)

Tabla 6-3: Colonias bacterianas aisladas en las muestras de agua del balneario EL TINGO

Sitio  del | Muestreo | Cepas Total cepas | Porcentaje Porcentaje de
muestreo aisladas aisladas de cepas | cepas aisladas
aisladas (%) | por sitio (%)

0JO DE M1 1 2 50% 33.3%
AGUA M2 1 50%
CASCADA M1 2 4 50% 66.7%

M2 2 50%
Total de cepas aisladas 6

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015

Gréfica 5-3: Distribucion porcentual de las bacterias aisladas por sitio de muestreo

Realizado por: VINUEZA, Radul, 2015

Distribucion porcentual de las bacterias
aisladas por sitio - El Tingo
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Se aisl6 un total de 6 cepas de las que 4 (66.7%) son de la cascada, y dos (33.3%) son del ojo de agua
(tabla 11), a las que procederemos a realizarles sus respectivas pruebas de identificacién para conocer

Su género y especie.

Tabla 7-3: Resultados de Morfologia y propiedad tintorial de las cepas aisladas

Origen | Codigo | Petrifilm | Tincion Morfologia | Tincién | Morfologia | Total
(%) (%) (%)
Ojo de SC(I) EC Gram(-) Bacilos 100 100
agua | SC(22)2 EC Gram(-) Bacilos
CIHIAM AC Gram(-) Bacilos 50 50 66.7
SC(INI EC Gram(-) Bacilos
Cascada | STX1 STX Gram(+) Cocos 50 50 33.3
STX2 STX Gram(+) Cocos

Realizado por: VINUEZA, Rall, 2015

Gréfica 6-3: Distribucion Porcentual de bacterias Gram negativas y Gram positivas

Distribucion Porcentual de bacterias
Gram negativas y Gram positivas

M Gram (-) M Gram(+)

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015
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A cada cepa aislada se le practicd la tincion Gram para diferenciarlos como Gram positivos 0 Gram
negativos, encontrandose un total de 4 (66.7%) cepas de bacilos Gram negativos de los cuales el 50%
pertenecen al ojo de agua, y el 50% restante a las muestras de la cascada, y un total de 2(33.3%) cepas
de cocos Gram positivos, ambos provenientes de la cascada, no se encontraron cepas de Gram
positivos en las muestras tomadas en el ojo de agua. (Tabla 7-3).

En una investigacion realizada por Sandra Flores en los manantiales termales de la localidad de Mitisus
y Santa Apolonia en Mérida, Venezuela, las dos de tipo hipertermal, muestran que al igual que en las
aguas del balneario El Tingo existe un predominio de cepas Gram (-) con un 88.33%, a diferencia de

un 16.66% de cepas Gram positivas. (FLORES, S., 2013, Pag.51).

Estudios realizados en el Balneario Puente Viesgo cita que las bacterias aisladas en este sitio
corresponden en un porcentaje mayoritario a bacilos Gram negativos (43.2%) y en menor proporcion a

bacilos y cocos Gram positivos (18.9%). (DE LA ROSA, J. et.al., 2007, Pag.251).

Se ha realizado el estudio microbiol6gico del agua del manantial el Salvador del Balneario "El Paraiso"
de Manzanera (Teruel) encontrandose un predominio de bacilos Gram positivos (64,7%), cocos Gram
positivos (32.3%), y en menor proporcion bacilos Gram negativos (2.9%), cabe notar que estas aguas
son de tipo hipotermal, al parecer los microorganismos Gram negativos se desarrollan mejor en aguas

de tipo meso e hiper termal.
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Tabla 8-3: Pruebas bioquimicas de las cepas aisladas del balneario EL TINGO

Movilidad | OF (72h) KLIGER SIM Agar F
(medio
N° de . Cl |King Agar
. . Petrifil . L Con .
Bacteri | Codigo Origen Tincién Gram ~ | Sin UR |TR | B) manitol
m (48 h) vaselin ) Glu | Lac | H2S |Indol | H2S
a Vaselina EA | AT | (pseud
a e}
g g S O |omonas
3 | S p=
Bacilos Gram + N/A
1 ClllAM | AC Cascada 0 + - + Alc | Alc |-
= +
Ojo de | Bacilos Gram - - N/A
2 SC (I1) EC - - - Ac |Alc |- - + +
Agua ) +
Ojo de | Bacilos Gram + N/A
3 SC (22)2 |EC + - - + Alc | Alc |- - - +
Agua ) +
Bacilos Gram + N/A
4 scC@nit (EC Cascada 0 + + - A
Cocos  Gram N/ | N/ | N/A +(amarillo)
5 STX(l) |STX Cascada N/A N/A N/A
+) N/A N/A A |A
Cocos  Gram N/ | N/ | N/A +(amarillo)
6 STX STX Cascada
*) N/A N/A N/A N/A N/A A |A

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015
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Tabla 9-3: Resultados de Especies bacterianas identificadas con las pruebas bioquimicas

N°  de Porcentaje
Bacteria | Cddigo Origen Especie bacteriana identificado | 0TOTAL
(%)
1 Clll AM Cascada Pseudomonas aeruginosa
2 SC (1 Cascada Pseudomonas aeruginosa
3 SC (22)2 | Ojo de Agua Pseudomonas aeruginosa 83.3 100
4 STX Cascada staphylococcus aureus
5 STX(I) Cascada staphylococcus aureus
6 SC (I Ojo de Agua No identificada 16.7

Realizado por: VINUEZA, Rall, 2015

Gréfica 7-3: Distribucion porcentual de bacterias identificadas.

Distribucidon porcentual de bacterias
identificadas

H |dentificadas en género y especie

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015

H No identificadas

Gracias a las pruebas bioquimicas se logré identificar género y especie de 5 cepas que constituyen el

83.3% de la totalidad y tan solo una cepa que compone el (16.7%) no fue identificada, a la que

posteriormente se le realizo la identificacion mediante el sistema de Microgen. (Tabla 9-3).

En estudios realizados por Sandra Flores se evidencia también que las pruebas bioquimicas son de gran

utilidad para caracterizar cepas aisladas, pero siempre es necesario pruebas complementarias para
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asegurar género y especie, en el caso de sus estudios realizados en los manantiales hipertermales de

Santa Apolonia y Mitisis en Merida Venezuela utiliza a mas de pruebas bioquimicas, pruebas

comerciales API© 20 NE. (FLORES, S., 2013, pp.53-54).

Tabla 10-3: Resultados de las pruebas por el sistema Microgen

COD: SCIlI GN AWELLS GM B WELLS
1 (2 |3 (4 |5 (6 |7 (8 |9 (1011|1213 (14 |15(16 |17 (18|19 (20|21 (22|23 |24

Reacti

on 3 3 ol _ °
812 o o £ | 8B ol ol |2 58l g gl el g ls
EZ 582, 858228 5«55 %55 ¢ g5z s E
Xl o2l & sl 3 8SZ T easas 858 gss R SE D
Ol2|Z|d|IO|T|O| S| X|O|E[D|>|0|F|O| S S|l o dlIx|n|<

Result |+ |- |+ |+ |- |- |- |- |- |- |- |- |+ |- + |- |- - |- |- 1- |- 1- |- |- |-

Reacti (4 (2 |1 |4 |2 |1 211 (4121114121142 111|412 |1 (4|2 4 |2

on

Index

surn 5 4 0 0 4 4 0 0 0

of

positiv

e

reactio

ns

Realizado por: VINUEZA, Radl, 2015

Se le realiz6 a la bacteria no identificada de codigo SCII las pruebas por el sistema de microgen, que
con un 83.23 % de coincidencia sabemos que se trata de Moraxella spp (tablal0-3) gracias al Software
Microgen Identification (MID-60) — Proporciona la identificacion basandose en la probabilidad, el %

de probabilidad y el parecido con un andlisis de la calidad de la diferenciaciéon. (MicrogenTM GN-ID

Identificacion. ANEXO P.)

Tabla 11-3: Especies bacterianas identificadas en el agua del manantial termal EL TINGO

N° de
Bacteria | Cadigo Origen Especie bacteriana % | %TOTAL
1 C Il AM | Cascada Pseudomonas aeruginosa
2 SC(nl Cascada Pseudomonas aeruginosa 50
3 SC (22)2 | Ojo de Agua Pseudomonas aeruginosa
4 STX Cascada staphylococcus aureus 33.3 | 100
5 STX(I) Cascada staphylococcus aureus
6 SC (1) Ojo de Agua Moraxella spp 16.7

Realizado por: VINUEZA, Raul, 2015
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Gréfica 8-3: Distribucion porcentual de las especies bacterianas identificadas.
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Realizado por: VINUEZA, Radul, 2015

Finalmente se logr6 identificar todas las cepas aisladas, y tenemos que el 50%, ésea 4 bacterias de las 6
aisladas pertenecen a Pseudomonas aeruginosa, seguido con un 33.3%(2 bacterias) de Staphilococcus

aureus, y 1 bacteria que corresponde al 16.7% pertenece a Moraxella spp. (Tabla 11-3).

Estudios realizados por la Doc. Sandra Flores en aguas termales de caracteristicas similares en la
localidad de Merida, reportan un mayor porcentaje de bacterias del género Burkholderia(55%), seguido
por el género Pseudomonas(33.33%), y finalmente Staphylococcus(11.11%).(FLORES, S., 2013, p..59).

Estudios realizados por Jorge De La Rosa y col en el Balneario Puente Viesgo identificaron como 17
especies bacterianas, notdndose un predominio de Pseudomonas alcaligenes, Pseudomonas stutzeri y

Bacillus licheniformis, sin encontrarse indicadores fecales ni microorganismos patdgenos. (DE LA ROSA,
Jorge, et al, 2007, p.259).

Pseudomonas aeruginosa

Segun Jean MACFADDIN Pseudomonas aeruginosa tiene caracter aerobios, catalasa positivo, oxidasa
variable, agar MacConkey presenta crecimiento, reduccion de nitratos es variable, movilidad a 37°C es
variable, glucosa O/F, oxidativo., entonces con un 90% de confianza podemos decir que se detecto la
presencia de esta bacteria, ademas que se le aplicé una prueba especifica en Agar F (medio King B)

exclusivo para Pseudomonas, que obviamente nos dio positivo. (Tabla 8-3).
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Jorge De La Rosa y col citan ausencia de Pseudomonas aeruginosa en su estudio realizado en las

aguas termales de Puente Viesgo. (DE LA ROSA, Jorge, et al., 2007, p.260).

Segun Jodo P. S. Cabral el género Pseudomonas aeruginosa tiene una extraordinaria capacidad de
adaptacion y se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y se puede aislar de muestras de
suelo, aguas de piscinas contaminadas, plantas y animales (CABRAL, Joao, 2010).

Entonces sabemos que diariamente estamos en contacto con Pseudomonas aeruginosa, incluso se
encuentra en bajas cantidades en los alimentos y hasta en articulos de limpieza, también se han logrado
aislar Pseudomonas aeruginosa de heces de personas sanas, con este antecedente podemos decir que la
presencia de este microorganismo en las aguas termales EIl Tingo puede deberse a cualquiera de estos
factores pues el contacto con esta bacteria es cotidiano, y solo representa una amenaza para nuestra

salud en condiciones especiales.

Staphilococcus aureus

Para Staphilococcus aureus tenemos un 100% de confianza que se trata de esta bacteria, pues todas las
pruebas realizadas (tablal3) coincidieron, con la bibliografia de Jean MACFADDIN que manifiesta
gue son Cocos Gram positivos, Coagulasa variables, no formadores de esporas, anaerobios
facultativos, Catalasa variables; por lo comun positivos, Oxidasa variables; por lo comun negativos,.
O/F de la glucosa: F (fermentativos). (MACFADDIN Jean, 2004, p.511)

Jorge De La Rosa y col citan en un estudio realizado en el Balneario Puente Viesgo que no se han

encontrado microorganismos indicadores de contaminacion fecal entre estos Staphilococcus aureus.
(DE LA ROSA, Jorge.et al, 2007, p.260).
Se puede justificar la presencia de estas bacterias ya que se encuentran en el ambiente y pudieron haber

llegado al balneario a través del aire, el suelo y la lluvia. (LECLERC, H. and MOREAU, A. 2002).

Moraxella spp.

Para el género Moraxella tenemos con un nivel de confianza de 81.29%(ANEXO P) de que se trata de
este microorganismo segun las pruebas que se les realizaron por el sistema Microgen, se le realizo esto
puesto que con las pruebas bioquimicas no se logré identificar el género y especie de la misma.(Tabla
8-3),
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En estudios realizados por la Dra. Sandra Flores en los manantiales hipertermales de Santa Apolonia y
Mitisds en Merida Venezuela y también anélisis de Jorge De La Rosa en el balneario de Puente Viesgo
de aguas mesotermales, en ningln caso se reporta la presencia de esta bacteria. (DE LA ROSA, J. et al.
2007; FLORES, S., 2013).

Por lo general estas especies de Moraxella estan normalmente presentes en la orofaringe, las
membranas mucosas, piel y tracto genital y se pueden propagar de persona a persona, la contaminacion
ambiental y la transmisidn por aerosoles también son posibles formas de transmisién, y por cualquiera
de estas vias pudieron haber llegado a las aguas termales de este sitio.
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CONCLUSIONES

Se logro aislar e identificar las bacterias presentes en el agua de las termas del balneario El Tingo, se
aislaron 6 colonias de las cuales ahora sabemos que hay una mayor proporcion de bacterias Gram
negativas (66.7%), y un pequefio porcentaje de bacterias Gram positivas (33.3%).

Se determind propiedades fisico-quimicas del agua del manantial termal el Tingo cuyas caracteristicas
se prestan para que las bacterias encontradas tengan un buen desarrollo. Ademas que se comprob6 que
se trata de un manantial termal puesto que hay una diferencia de 25°C con relacién a la temperatura

ambiente del sitio.

Gracias a las pruebas bioguimicas y por el sistema de identificacion Microgen se logré determinar

género y especie de las cepas bacterianas aisladas.

Se encontrd tres tipos de bacterias, de las cuales hay un predominio de Pseudomonas aeruginosa
(50%), seguido de Staphylococcus aureus (33%), y en menor proporcion Moraxella spp (17%).
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RECOMENDACIONES

El balneario de agua mineromedicinal El Tingo es muy concurrido por sus propiedades terapéuticas,
por lo que se recomienda al GAD Municipal de Sangolqui realizar un control microbiolégico
periddicamente, para asi evitar posibles riesgos de causar enfermedades por la presencia de

microorganismos patégenos.

Se recomienda realizar una capacitacion sobre POES a los empleados del balneario, para que puedan
realizar una adecuada sanitizacién de las instalaciones, con lo que se evitaria posibles infecciones por

la presencia de microorganismos patdgenos.

Seria de enorme utilidad que se creara una norma ecuatoriana para aguas termales estableciéndose
parametros de calidad sanitaria, ya que estas por sus propiedades medicinales y recreativas son muy

concurridas.

Con los resultados de este estudio microbiolégico es necesario proponer una reflexion a los
responsables del balneario en este caso en especifico al municipio de la localidad, ya que la deteccion
de estos microorganismos en el agua obliga a tomar mejoras de caracter inmediato para su eliminacion

y prevencion para neutralizar las causas de tal contaminacion.
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ANEXOS

Anexo A: Vista panoramica del balneario Anexo B: Piscina principal del balneario

municipal El Tingo. municipal El Tingo.

"

Anexo C: Ojo de agua(sitio de muestreo 1)

Anexo E: Medicion de pardmetros fisico- Anexo F: Medicion de parametros fisico-
guimicos in situ(ojo de agua) guimicos in situ(cascada)




Anexo G: Toma de muestras ( 0jo de agua) Anexo H: Toma de muestras ( cascada)

Anexo J: Resultados a las 72horas( #1=0jo de agua; #2= cascada)

Aerobios mesofilos




E. coli, coliformes

Mohos y levaduras




Anexo K: Repiques

Anexo M: Analisis morfolégico y de coloracién

Observacion al microscopio Cocos Gram positivos Bacilos Gram negativos
Lok




Anexo N: Pruebas bioquimicas

Prueba Bioquimica SC22 (2) SCII
KLIGER 3

SIM

UREA

CITRATO

Anexo O: Pruebas por el sistema Microgen
k. it e it 3




ANEXO P: Reporte del Software Microgen 1D

Microgen GNA + B Oxidase Positive

Microgen ID

L Previously Alcaligenes xylosoxidans. Microbiol Immuniol (1998) 42: 429 - 438

2 Previously A faccalis. Usually isolated from the environment
12 Int. J. Syst. Bacteriol. (1991) 41:529 - 534

Specimen Details
Lab Ref.: SC11 Date:
Name: RAUL VINUEZA
Specimen Type:
Source (ward/location):
Results Entry
Octal Code: 540040000
+ OXI  Oxidase - MOT Motility + NIT  Nitrate Reduction
+ LYS  Lysine Decarboxylase - ORN  Ornithine Decarboxyl - H28  H2S Production
- GLU  Acid from Glucose - MAN  Acid from Mannitol - XYL Acid from Xylose
- ONP ONPG - IND  Indole - UR  Urea Hydrolysis
+ VP Voges Proskauer - CIT  Citrate Utilization - TDA  Tryptophan Deaminase
GEL  Gelatin Liquefaction - MAL Malonate Inhibition - INO  Acid 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 Raffinose - SAL  Acid from Salicin - ARG Arginine Dihydrolase
Identification Analysis
Moraxella spp. V.alginolyticus A faecalis type 11 V.di la/ P.di ! A.xylosoxid;
Select ID Choice Yes No No No No
Probability 117,365 1/101,313 1/475,305 1/962,550 1/5,772,025
Percent Probability 81.29% 13.93% 297% 1.47% 0.24%
Likelihood 0.1% 0.03% <0.01% <0.01% <0.01%
Human Isolate Yes Yes No Yes Yes
Tests against
Test 1 VP (0.1%) MOT (99.9%) VP (0.1%) GLU (99.9%) MOT (99.9%)
Test2 MOT (91%) ARG (95%) VP (0.1%)
Test 3 ARA (93%) CIT (80%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
Ferment of Glucose 0.1% 99.9% 0.1% 99.9% ' 01%
Growth on SS Agar 0.1% 1% 78% 0% 98%
Growth on MacConkey 70% 99.9% 99.9% 0% 99.9%
Growth in 0% NaCl 43% 0.1% 99.9% 0.1% 99.9%
Growth at 42C 24% 27% 75% 0% 84%
Additional Comments 2 12 1

Identification Comments

Acceptable Identification of Moraxella spp.

The strain is not typical (multiple tests are against), although it is well seprated from other suggested identification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION.




