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RESUMEN

Factores externos al agua termal pueden cambiar sus propiedades fisico-quimicas y su calidad
microbioldgica, el presente estudio microbioldgico se realiz6 en muestras de agua termal del
Balneario El Cachaco de la parroquia Calacali provincia de Pichincha, con el objetivo de
determinar la microbiota autéctona y aléctona que poseen estas aguas y su perfil de resistencia a
varios antibidticos. Se efectud un analisis fisico-quimico en el que se determind la temperatura y
el pH y un andlisis microbioldgico mediante la siembra en placas Petrifilm para aerobios
meso6filos, Escherichia coli y coliformes, Staphylococcus aureus, mohos y levaduras y en los
agares eosina azul de metileno y manitol salado, luego se realiz6 un recuento de las colonias,
descripcion macroscopica y seleccion de las mas representativas, para obtener los clones
bacterianos puros se utilizé el método de siembra por agotamiento y repique en agar Mueller
Hinton, la identificacion bacteriana se efectué mediante tincion Gram y pruebas bioquimicas, el
antibiograma se realizé utilizando el método de difusion en agar. Las aguas termales fueron
clasificadas como hipotermales y neutras, hubo ausencia de Escherichia coli y predominio de
cocos Gram positivos. Los 25 aislados bacterianos identificados correspondieron a las especies
Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus saprophyticus y a los géneros Corynebacterium, Campylobacter y
Pseudomonas. En relacion al antibiograma todos los cocos Gram positivos fueron sensibles a la
gentamicina, imipenem y ciprofloxacina, el bacilo Gram positivo fue sensible ademés de los
antibidticos mencionados a la kanamicina, todos los bacilos Gram negativos fueron sensibles al
imipenem y a la ciprofloxacina. En conclusion el agua termal no representa un grave riesgo
sanitario para los usuarios, sin embargo se deben tomar medidas que ayuden a disminuir la
contaminacién del agua termal y realizar estudios microbioldgicos frecuentes que garanticen su

calidad sanitaria.

Palabras clave: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS DE LA INGENIERIA>, <BIOQUIMICA>,
<ESTUDIO MICROBIOLOGICO>, <AGUA TERMAL>, <MICROBIOTA>, <CALIDAD
SANITARIA>, <CALACALI (PARROQUIA)>, <PICHINCHA (PROVINCIA)>
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ABSTRACT

External factors can change the physical-chemical properties to the thermal water and its
microbiological quality, the present microbiological study was carried out in samples of thermal
water of the EI Cachaco Spa of the Calacali parish of Pichincha province, with the objective of
determining the autochthonous and allochthonous microbiota that these waters possess and their
profile of resistance to several antibiotics. A physical-chemical analysis was carried out in which
the temperature and pH were determined and a microbiological analysis was carried out by the
sowing in the Petrifilm plates for mesophilic aerobes, Escherichia coli and coliforms,
Staphylococcus aureus, molds and yeasts, and in blue eosin agars of methylene and salty
mannitol, then a colonies count was done, macroscopic description and selection of the most
representative, to obtain pure bacterial clones was used the method of sowing by depletion and
peal on Mueller Hinton agar, bacterial identification was affected by staining Gram and
biochemical tests, the antibiogram was performed using the agar diffusion method. The thermal
waters were classified as hypothermal and neutral; there was absence of Escherichia coli and
predominance of Gram positive coccus. The 25 identified isolated bacterial corresponded to the
species Micrococcus luteus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus viridans, Streptococcus
agalactiae, Staphylococcus saprophyticus and the gender Corynebacterium, Campylobacter and
Pseudomonas. In relation to the antibiogram, all Gram positive coccus were sensitive to
gentamicin, imipenem and ciprofloxacin, Gram positive bacillus were sensitive in addition to the
antibiotics mentioned to kanamycin, all Gram negative bacillus were sensitive to imipenem and
ciprofloxacin. In conclusion, thermal water does not represent a serious health risk for users;
however, measures should be taken to reduce thermal water contamination and to carry out

frequent microbiological studies to guarantee its sanitary quality.

Keywords: < ENGINEERING TECHNOLOGY AND SCIENCES>, >BIOCHEMISTRY>,
<MICROBIOLOGICAL STUDY>, <THERMAL WATER>, >SMICROBIOTA>, <SANITARY
QUALITY>, < CALACALI (PARISH)>, <PICHINCHA (PROVINCE)>
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INTRODUCCION

En la antigliedad el hombre creia que la enfermedad era un espiritu malo que ocupaba su cuerpo
enviado por su Dios como castigo por haberlo ofendido, lo cual era curado a través del consumo
de agua originaria de los abismos de la tierra. En los periodos arcaicos las civilizaciones se

bafiaban como medida curativa a sus enfermedades o simplemente para socializar. (Rivera, 2011)

En la edad de piedra el hombre primitivo conocia los beneficios que las aguas termales aportaban
a la salud, se encontraron pruebas de que en el afio 2000 A.C existian balnearios de aguas termales
en la ciudad de Mojenjo-Daro en la India y en la ciudad de Epidauros en Grecia asi como también
en la isla griega de Creta y en la ciudad de Tel EI-Amarna en Egipto. Por otro lado los Incas

veneraban el agua y también la usaban en rituales para bafiarse, purificarse y mejorar su salud.
(Rivera, 2011) (TermalismoUruguay, 2016)

El agua termal se comenz6 a usar hacia finales del siglo V A.C., aparecieron varias clases de
termas como las terapéuticas o balnearios de aguas termales las cuales ademas tenian un
significado simbolico sagrado y los bafios publicos como por ejemplo el de Caracalla y

Diocleciano ubicados en Roma. (Caldaria, 2016) (TermalismoUruguay, 2016)

El emperador Agripa disefi6 en Roma las primeras termas pUblicas en edificios comunitarios
pequefos los cuales fueron denominadas balneas termas, también se construyeron espacios de
bafios privados denominados balmes o balneum y de bafios publicos conocidos como thermae o

therma. (Caldaria, 2016)

Cuando las personas acudian a estos balnearios colocaban su ropa en un vestuario e ingresaban
desnudos a las salas de aguas tibias conocidas como tepidaruim, luego pasaban a las piletas con
agua caliente o caldarium, no usaban jabén sino aceites esenciales, por Ultimo pasaban a las

frigidarium que eran semejantes a piscinas pero de agua fria. (Caldaria, 2016) (TermalismoUruguay,
2016)

Las termas se expandieron en Europa durante la dominacion romana, por otro lado en la edad

media la iglesia cristiana pensaba que los balnearios termales de Roma eran un lugar de perversion
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pues era mas importante la limpieza del espiritu, por lo que en la etapa medieval el uso de las

aguas termales disminuyd. (TermalismoUruguay, 2016)

En Escandinavia al contrario cada casa tenia su sauna el cual constaba de una habitacion de

madera con un banco colocado en las paredes y empleaban bafios de agua templada y agua helada.
(TermalismoUruguay, 2016)

Los bafios termales se incorporaron nuevamente con la invasion de los arabes al sur de Europa
pero con la reconquista de Espafia por reyes catélicos se volvieron a prohibir estos bafios, en
cambio en Constantinopla perduraron y en las Cruzadas se usaban las aguas termales para curar

heridos y tratar enfermedades. (TermalismoUruguay, 2016)

En los siglos XVII'y XVIII los médicos Ovelgun y Hoffman estudiaban la hidroterapia y le dieron
impulso a la misma, a finales del siglo XVI1I los médicos Sigmund y Johann Hahn patrocinaban
la hidroterapia como método preventivo y tratamiento terapéutico de muchas enfermedades. En
el siglo XIX Priessnitz y Kneipp continuaron con la hidroterapia misma que la aplicaban en

personas enfermas. (Introduccion al termalismo, 2006)

En la actualidad la Hidrologia Médica como una ciencia Terapéutica se apoya en otras disciplinas
como Ciencias Naturales, Quimica, Fisiologia, Farmacia; una de sus ramas es la Crenoterapia que
estudia las aguas minerales y termales para el tratamiento de enfermedades. Se conoce el origen,
la composicién quimica de las aguas, los beneficios que aportan a la salud, pero a pesar de esto

han perdido el lugar que antes ocupaban por los adelantos de la Medicina. (Introduccién al termalismo,
2006)

En el siglo XIX inici6 el estudio microbiolégico del agua enfocandose principalmente en los
microorganismos patogenos para controlar las enfermedades. Las primeras investigaciones en
aguas minerales fueron realizadas en Espafa en el afio de 1838, dirigidas a conocer cuéles eran
las condiciones de existencia de los microorganismos saludables asi como también comprobar si

existia 0 no en ellas bacterias patdgenas. (Introduccién al termalismo, 2006)



Gracias a estudios microbiol6gicos de aguas termales se han aislado nuevas bacterias termofilas,
las cuales podrian ser Gtiles en el campo de la biotecnologia pues sus enzimas resisten elevadas

temperaturas. (De La Rosa Y Mosso, 2000, pp. 154-155)

Lagarto y Bernal (2002) en un estudio acerca de la utilizacion terapéutica de las aguas y fangos
mineromedicinales mencionan que las aguas de los balnearios tienen una composicion quimica,
concentracién de sales disueltas y temperatura caracteristicas de cada una, segun las cuales se las

puede clasificar y de las que depende sus propiedades terapéuticas.

Otras investigaciones como la realizada por De La Rosa y M0sso (2000, p. 153) han permitido
determinar que en las aguas minerales termales de los balnearios existe una microbiota autéctona
dependiente de las propiedades fisicoquimicas del agua, asi como microorganismos aldctonos que

provienen de otros habitats.

Vendrell et al. (1998, p.94) en un estudio de los microorganismos patogenos en la fuente termal de
O Tinteiro en Ourense, encontraron patdgenos humanos como coliformes fecales,
Staphylococcus aureus, Enterococcus, Clostridium, Pseudomonas aeruginosa provenientes de
aguas residuales que desembocan en sitios cercanos a la fuente o en ella por infiltraciones en el

suelo, que hace que el agua no sea potable.

A nivel del Ecuador el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) se encuentra
realizando estudios hidrogeoldgicos en los que monitorean las fuentes termales del pais para

caracterizarlas mediante pardmetros fisico-quimicos y la composicion ionica. (Burbano, 2013)

Ademas de los estudios anteriores podemos mencionar la investigacion realizada por Andueza y
colaboradores (2015, p.160) acerca de la resistencia antimicrobiana en cepas de Pseudomonas
aeruginosa aisladas de aguas termales de la provincia de Chimborazo Ecuador, en donde no solo
encontraron presencia de Pseudomonas aeruginosa sino también de Pseudomonas putida y

Pseudomonas stutzeri.

Las cepas de Pseudomonas aeruginosa fueron sometidas a un perfil de resistencia a los
antibidticos a través del método de difusion de Kirby Bauer, en donde todos los microorganismos

mostraron sensibilidad a la vancomicina y resistencia a la ampicilina y ampicilina-sulbactam,



siendo ademas una parte de estas cepas resistentes a otros los antibidticos (amikacina,

ceftazidime, cefepime y ciprofloxacina). (Andueza, 2015, p. 160)

El turismo terapéutico ha constituido desde siempre una de las motivaciones del desplazamiento
de las personas hacia lugares curativos donde puedan tratar sus enfermedades, el balnearismo es
la forma més antigua de turismo de aguas curativas a mas de ser una forma de turismo recreativo,

permitiendo a sus usuarios liberarse del estrés de cada dia y de su vida rutinaria. (Caldaria, 2016)

El Ecuador por encontrarse ubicado en el Circulo de Fuego del Pacifico cuenta con una gran
actividad magmatica y flujos térmicos en la corteza terrestre que otorgan a las aguas subterraneas
una elevada temperatura y alto grado de mineralizacién, saliendo a la superficie en forma de

manantiales de agua caliente en especial en las regiones andina e interandina del pais. (Burbano,
2015, p. 111)

Una parte importante del desarrollo econémico del pais se basa en este tipo de turismo, en su
mayoria en la visita a nuestros recursos naturales como son los balnearios de agua termal, los
cuales han sido utilizados desde épocas antiguas por sus propiedades medicinales y relajantes,

uno de estos es el Balneario El Cachaco de la parroquia de Calacali de la provincia de Pichincha.

En la actualidad el balneario El Cachaco no cuenta con una apropiada infraestructura turistica
encontrandose al aire libre, sus aguas termales estdn expuestas a contaminacion por factores
externos como son los excrementos de los animales que viven en la naturaleza selvatica del lugar,
inclusive por la microbiota que acarrean las personas en sus pies asi como también en su cuerpo

y que se queda en el agua termal tras el ingreso a la misma.

Todos los factores contaminantes mencionados producen un cambio en la microbiota autoctona
de las termas del balneario, causando ademas en los usuarios que se exponen de manera directa
alguna clase de afeccion en su salud, especialmente en personas ancianas, nifios, con un bajo
sistema inmune, lesiones, enfermedades autoinmunes, quemaduras, escasa microbiota cutanea
normal, alcalinizacién de la piel o alguna infeccién cutdnea por donde los microbios patdgenos

puedan ingresar y agravar la salud del usuario.



Los microorganismos patdgenos que pueden transmitirse mediante el agua son un grave problema
de salud a nivel mundial, por lo cual es necesario que se realicen controles microbiolégicos e

implementar normas que garanticen la calidad del agua y disminuya el riesgo de enfermedades.

Otro aspecto importante es la intervencién del hombre sobre el medio ambiente, lo cual han
generado que las aguas termales se contaminen de residuos quimicos, antibiéticos y de agentes
antibacteriales que han ocasionado que los microorganismos sean resistentes a los medicamentos;
las bacterias adquieren resistencia mediante una transferencia horizontal de genes, el proceso de

conjugacion en el que se intercambian plasmidos o por transformacién. (Andueza, 2015, p.158.)
(Garcia, 2001, pp.101-102) (Cabrera, 2007, 149) (Pedrique, 2002)

Como se mencionaba anteriormente las aguas termales son usadas a menudo para tratar los
problemas de salud en la poblacion por lo que no deben presentar un riesgo a la misma, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la salud como “el estado de completo bienestar
fisico, mental y social y no solamente la ausencia de afecciones o enfermedades”. (Alcantara, 2008,
p. 96)

En nuestro pais la Constitucion de la Republica del Ecuador 2008 en el titulo 11 de los derechos,
en el articulo 14 menciona que “Se reconoce el derecho de la poblacidn a vivir en un ambiente
sano y ecoldgicamente equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir, sumak

kawsay".

Ademés de acuerdo al Plan Nacional para el Buen Vivir 2013-2017 se menciona que el Buen
Vivir o Sumak Kawsay es una vida llena de felicidad y el mantenimiento de la variedad cultural
y ambiental es decir se basa en la equidad con respeto a la diversidad en bisqueda de una mejor

calidad de vida como lo menciona su objetivo nimero 3.

Es asi que es necesario realizar el presente estudio microbiologico en las aguas termales del
balneario El Cachaco, el cual esta orientado a determinar la microbiota tanto autéctona como
aléctona que posee y su perfil de resistencia a los antibidticos, pues no existen estudios
microbioldgicos realizados anteriormente en estas aguas termales que garanticen a los usuarios

su calidad microbiol6gica y seguridad sanitaria.



La situacidén en la que se encuentra actualmente el balneario EI Cachaco influye para que este sea
una fuente de microorganismos los cuales pueden o no ser patdgenos, por lo cual si no se realiza
este estudio microbioldgico los usuarios no solo estarian expuestos a contraer enfermedades que
involucren su salud, sino que estas podrian transmitirse e incluso causar complicaciones mas

severas.

Ademas el aumento de la resistencia de las bacterias a los antibidticos puede provocar
enfermedades dificiles de tratar, es asi que el Centro de Control de Enfermedades (CDC)
menciona que cerca del 70% de las infecciones de los pacientes hospitalizados presenta resistencia
a los antibidticos, la Organizacion mundial de la Salud (OMS) menciona que en el afio 2012 se

incremento la resistencia a los medicamentos contra el VIH. (FDA, 2007) (Pérez, 1998, p.58) (Meade,
2001)

En el afio 2013 aparecieron casos de tuberculosis multirresistente, ademas las infecciones
frecuentes se han vuelto resistentes lo cual puede llegar a ser mortal ya que se anula la accion de
los antibidticos, disminuyen las cepas susceptibles a los mismos y se incrementa la propagacion

de bacterias resistentes. (Meade, 2001)

La presente investigacion en las aguas termales del balneario ElI Cachaco serd de campo y de
laboratorio, en la que se recolectardn muestras de agua termal de los sitios mas representativos
del balneario como son los puntos donde emerge el agua (M2 y M4), la piscina (M3 y M5) y una
vertiente pequefia (M1) como se detalla en el apartado de la metodologia, ademas se realizard un

analisis fisico-quimico in situ.

Luego las muestras serdn transportadas al laboratorio de Analisis Bioquimicos y Bacterioldgicos
de la Facultad de Ciencias-ESPOCH, cada muestra sera inoculada en el agar eosina azul de
metileno, agar manitol salado, placas 3M Petrifilm para la seleccién de Escherichia coli y
coliformes totales, aerobios mesofilos, mohos y levaduras y Staphylococcus aureus, una vez

crecidas las colonias se las contara y describird su morfologia macroscopica.

Se tomaran colonias representativas, se las estabilizara mediante repiques en agar Mueller Hinton,
se sembrara por agotamiento de estrias y de los clones puros se realizara la tincion Gram, se
seleccionaran los mejores clones y se realizardn las pruebas bioquimicas de identificacion

bacteriana correspondientes segun se trate de cocos o bacilos Gram positivos 0 Gram negativos.
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Igualmente se realizara el antibiograma, para esto se preparara una suspensién bacteriana que en
turbidez sea semejante al estandar McFarland de 0.5, se inoculara en agar Mueller Hinton, se
colocaran los discos de antibidticos, se incubard, medird el diametro de inhibicion para
compararlo con la tabla de referencia emitida por el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) y asi reportar como sensible, moderadamente sensible, intermedio o

resistente a cada uno de los clones aislados.

Los discos de antibidticos que se utilizaran para el antibiograma seran: trimetoprim-
sulfametoxazol 25ug, nitrofurantoina 300ug, ceftriaxona 30ug, amoxicilina + acido clavulanico
30ug, gentamicina 10ug, imipenem 10ug, ampicilina 10ug, cefalotina 30ug, ciprofloxacina 5ug,
eritromicina 15ug, penicilina 10U, oxacilina lug, novobiocina 5ug, &cido nalidixico 30ug,

bacitracina 0.04U, carbenicilina 100ug, kanamicina 30ug, tetraciclina 30ug, vancomicina 30ug.

Cabe mencionar que este trabajo de titulacion es factible de realizar pues no requiere desmedidos

recursos econdmicos y los materiales y reactivos son facilmente adquiribles.

Finalmente este estudio microbiolégico serd una base para la busqueda a futuro de nuevos e
innovadores usos de los microorganismos presentes en el agua termal, tanto en campos
biotecnoldgicos para mejorar sus procesos, como en la industria de alimentos 0 medicamentos;
igualmente estos conocimientos contribuiran a realizar mejoras y cambios en la gestion sanitaria

del balneario.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

11  Agua

El agua es una sustancia primordial para la existencia de la vida, ocupa tres cuartas partes de la
superficie del planeta, se encuentra en forma liquida, slida y gaseosa en una cantidad de 1.400
millones de km? distribuida en todo el planeta de los cuales 4,12% corresponde a las aguas

subterraneas. (Carbajal y Gonzalez, 2012: p. 34-36) (Marin, 2008)

El agua se encuentra formada por dos &tomos de hidrégeno y uno de oxigeno con enlaces polares
gue establecen puentes de hidrégeno, los dtomos de hidrégeno forman un angulo de 105°, la

distancia de enlace O-H es de 0,96 A, como se observa en la figura 1-1. (Madigan, 2004, p.39) (Carbajal
y Gonzélez, 2012: p. 34-36)
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Figura 1-1: Estructura del agua
Fuente: CARBAJAL & GONZALEZ, 2012



1.1.1 Propiedades fisicas del agua

El agua posee propiedades que dependen de su estructura y composicion, a temperatura ambiente
el agua es inodora, insipida e incolora sin embargo cuando se encuentra en grandes cantidades

toma un leve color azul. (Barrenechea, 2004)
Entre las propiedades fisicas del agua podemos destacar:

Temperatura: Depende de la absorcion de radiacién en las capas superiores de agua, su variacion
afecta la solubilidad de sales, gases, de las propiedades quimicas del agua y de su microbiologia.
La temperatura de las aguas subterraneas depende del terreno, naturaleza de las rocas, profundidad

de la que emergen y los fendmenos magmaticos que existan. (Marin, 2008) (Barrenechea, 2004)

Color: Depende del color de las sustancias que se encuentren en suspension o disueltas en el agua
como pueden ser materia organica generada de la descomposicién de la vegetacion, algin
producto o metabolito que se encuentre en su interior lo que da una coloracion amarilla, sales
solubles de hierro y manganeso en las aguas subterraneas y superficiales poco oxigenadas

principalmente que origina su color caracteristico. (Marin, 2008) (Barrenechea, 2004)

Olor-sabor: Estas dos caracteristicas dependen de si los compuestos que las generan son de origen
natural es decir si provienen de gases, sales, compuestos inorganicos u organicos generados de la
actividad vital de los organismos que viven en el agua; o si son de origen artificial que también

pueden ser organicos e inorganicos. (Marin, 2008) (Barrenechea, 2004)

Dentro de los compuestos inorganicos tenemos el H2S que da un olor a huevos podridos y un poco
a moho o pantano caracteristicas de aguas poco oxigenadas y profundas de lagos, ademas la
mayoria de sales y minerales como hierro, manganeso, zinc, Cl, SO,~, HCOs" y NOs™ generan en

el agua un olor salado o metalico. (Marin, 2008) (Barrenechea, 2004)

Entre los compuestos organicos que generan olor puede aparecer un aceite neutro (geosmina) de
olor terroso o lefioso producido por los actinomicetos, mucidona responsable del olor a moho,
metil-isoborneol, metilmercaptanos, sulfuro de dimetilo, benceno etc. También los organismos
que habitan en el agua pueden producir olor como hongos, bacterias, cianoficeas, especies

zooplanctonicas o que ayudan a la putrefaccion y descomposicion de materias organicas. (Marin,
2008) (Barrenechea, 2004)

Turbidez: Esta propiedad depende de las materias o particulas en suspension que se encuentre en
el agua tales como arcilla, tierra, coloides organicos, plancton, microorganismos que pueden

asociarse a minerales generados de la erosion de los suelos, rocas cubiertas de restos orgénicos, o



materia organica himica. La turbidez se mide con un turbidimetro o nefelémetro, sus unidades

son UNT unidades nefelométricas de turbiedad. (Marin, 2008) (Barrenechea, 2004)

La turbidez afecta la calidad estética del agua, durante el procedimiento de eliminacion de
microorganismos patdgenos del agua a través de agentes quimicos (cloro) la turbidez disminuye
la eficiencia del proceso protegiendo a los microorganismos del contacto con el agente quimico,

por lo cual esta propiedad debe mantenerse al minimo. (Marin, 2008) (Barrenechea, 2004)

1.1.2 Propiedades quimicas del agua

El punto de fusion del agua es de 0°C y el de ebullicién es de 100°C a una atmosfera de presion,
el agua posee capacidad de disolucion debido a que puede formar puentes de hidrégeno con
grupos polares, cohesién debido a que los puentes de hidrégeno mantienen las moléculas de agua
unidas lo cual forma estructuras compactas, adhesion pues puede ser atraida y se adhiere a las

superficies. (Concha, 2008)

El agua en estado liquido y a presion normal de 1 atmosfera posee una densidad de 1g/cc a 4°C,
la cual varia muy poco por cambios en la presion y temperatura; posee una elevada tension
superficial y capacidad calorifica de 1cal/°C por gramo pues se necesita abundante calor para
elevar su temperatura, posee propiedad de capilaridad es decir de ascenso o descenso dentro de

un tubo capilar. (Merino y Noriega, 2011)

En cuanto al pH del agua este se genera de un equilibrio carbonico y de la actividad de los
organismos acuaticos, el agua pura generalmente tiene un pH neutro es decir 7, los &cidos
naturales como es acido sulfhidrico o &cido humico acidificarian el agua y por otro lado la

disolucion de rocas y minerales de metales alcalinos y alcalinotérreos la alcalinizaria. (Marin, 2008)

Las aguas superficiales tienen un pH ente 6 a 8,5 en cambio las aguas subterraneas son més acidas,

en lagos el pH varia y disminuye con la profundidad. (Marin, 2008)
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1.1.3 Propiedades biolégicas

El agua es un disolvente universal, participa en las reacciones de hidrdlisis, hidratacion,
reacciones redox, permite la difusion de las particulas en ella, funciona como termorregulador de
los seres vivos, permite mantener la estructura celular, genera flexibilidad en los tejidos, es un

medio de transporte en el interior de los seres vivos y lubricante de las articulaciones. (Pérez y
Noriega, 2011)

1.2 Aguasubterranea natural

Es el agua que se encuentra bajo la tierra que fluye a la superficie mediante filtraciones o
manantiales. Ella se renueva constantemente a través de la recarga procedente de las

precipitaciones, cursos superficiales de acuiferos cercanos o retornos de regadios. (Lopez, 2009,
p.14)

1.2.1 Propiedades fisicoquimicas de las aguas subterraneas naturales

Las aguas subterrdneas naturales poseen propiedades fisicoquimicas que dependen de su

composicion quimica y de acciones naturales externas, entre algunas de las propiedades tenemos:

Temperatura: La temperatura del agua subterranea es poco variable, en un sitio y momento
especifico representa un equilibrio entre los aportes y pérdidas de calor en ese sitio, sobre este
parametro influye de manera crucial la conductividad térmica, las variaciones diarias o
estacionales de la temperatura ambiente, el caudal, el vulcanismo asi como también la relacion

entre longitud y profundidad del acuifero es decir de su gradiente geotérmico. (Porras, 1985, p.24)

Este gradiente indica que a mayor profundidad habrd mayor temperatura, segin el mismo la

temperatura incrementa 1°C cada 30 metros de gradiente geotérmico. (Barrionuevo, 2004, p.16)
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pH: El pH interviene en varios procesos quimicos y bioldgicos de las aguas subterraneas naturales,
mide el nivel de acidez del agua, para las aguas neutras es de 7, las aguas acidas tienen un pH
menor a 7 y las aguas basicas mayor a 7. El pH de las aguas naturales generalmente esta entre 6.5
a 8 aunque pudiera variar de 3 a 11. El pH debe ser medido in situ pues con el aumento de la

temperatura este también lo hace hasta en un 8%. (Porras, 1985, p.25)

1.2.2  Aguas minerales y mineromedicinales

Las aguas minerales son aguas naturales que poseen un caudal, temperatura, composicién quimica
y bacterioldgica invariable, obtenidas de fuentes naturales o perforadas de aguas subterraneas de
estratos acuiferos. De acuerdo a las normas de agua mineral estas deben contener mas de un gramo
de minerales disueltos por cada kilogramo de agua o algiin componente especial y ausencia de

microorganismos patdgenos. (Fagundo y Gonzalez, 2004)

Las aguas minerales medicinales gracias a sus caracteristicas y composicidn presentan alguna
actividad terapéutica que genera beneficios en la salud, la cual ha sido comprobada por

comparacidn con otras aguas, experiencia local, estudios y experiencia médica. (Fagundo y Gonzélez,
2004)

1.3 Aguas termales

Son aguas minerales que emergen del suelo a una temperatura superior en al menos 4 a 5°C a la
temperatura media anual del lugar donde surgen, las aguas termales provienen de las capas
subterraneas de la tierra en donde existe gran cantidad de minerales y una temperatura elevada.
Estas aguas son utilizadas como tratamientos terapéuticos en forma de bafios, inhalaciones,

irrigaciones y calefaccion. (Fagundo y Gonzélez, 2004) (Burbano, 2015, p.111)
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1.3.1 Origen de las aguas termales

Estudios que se han realizado mencionan que las aguas termales son frecuentemente de origen
geotérmico, sus caracteristicas fisico-quimicas dependen de los terrenos de donde provienen por
tanto la temperatura y demas caracteristicas hidrologicas varian, cabe mencionar que la

temperatura en el punto de origen no supera de entre 35 a 40°C en la mayoria de casos. (Instituto
Geolégico y Minero de Espafia, 2002)

La infiltracion del agua de la lluvia es la fuente primordial de las aguas subterraneas, esta agua
por gravedad desciende hacia capas profundas del subsuelo, los minerales y la temperatura
caracteristica de estas aguas se debe a su circulacién a varias profundidades en las que estan en

contacto con materiales calientes. (Instituto Geolégico y Minero de Espafia, 2002)

La expansion del vapor de agua, gases ocluidos y disueltos y la temperatura hacen que el agua
ascienda hacia zonas porosas, permeables o fisuras en las rocas llegando hasta la superficie, como

se observa en la figura 2-1. (Instituto Geoldgico y Minero de Espafia, 2002)

PRECIPITACIONES

A A

Figura 2-1: Esquema del origen metedrico de las aguas termales
Fuente: INSTITUTO GEOLOGICO Y MINERO DE ESPARA, 2002

Otras aguas termales son de origen enddgeno (magmatico, volcanico y quimico), las aguas de

origen magmatico provienen de la cristalizacion de los magmas que liberan hidrégeno, vapor de
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agua, flaor, cloro, azufre, carbono, fésforo y boro que se dirigen a la superficie en forma de

fumarolas que al enfriarse genera agua. (Instituto Geolégico y Minero de Espafia, 2002)

Las aguas de origen volcénico se originan de la consolidacién de lavas y vapor de agua,
destilacion de la humedad de las rocas, gas carbénico, acido fluorhidrico y dioxido de azufre que
eliminan las capas profundas. También algunas de las reacciones quimicas intensas producidas

en el seno de la corteza terrestre liberan agua. (Instituto Geolégico y Minero de Espafia, 2002)

1.3.2 Clasificacion de las aguas termales

Las aguas termales se clasifican de acuerdo a varios criterios entre los cuales tenemos la

temperatura, mineralizacion global, composicion, pH y origen geoldgico.

e Segln la temperatura

Tomando en cuenta la temperatura media anual del aire o del suelo donde emergen las aguas

termales, estas se clasifican como sigue en la tabla 1-1.

Tabla 1-1: Clasificacion de las aguas termales basada en su temperatura

CLASIFICACION TEMPERATURA
Agua fria Menor a 20°C
Agua hipotermal Entre 20 y 30°C
Agua mesotermal Entre 30 y 40°C
Agua hipertermal Mayor a 40°C

Fuente: BURBANO, 2015

e Segun su mineralizacién global

Las aguas termales de acuerdo a la cantidad de sélidos disueltos que contienen se clasifican como

se menciona en la tabla 2-1.
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Tabla 2-1: Clasificacién de las aguas termales basada en su residuo seco a 110°C

CLASIFICACION CANTIDAD DE SOLIDOS DISUELTOS
Oligominerales Menor a 100mg/L
De mineralizacién muy débil Entre 100 y 250 mg/L
De mineralizacion débil Entre 250 y 500 mg/L
De mineralizacion media Entre 500 y 1000mg/L
De mineralizacion fuerte Mayor a 1000mg/L

Fuente: FAGUNDO, 2004

e Segln su composicion

Cuando las aguas termales superan el gramo por litro de mineralizacion global se clasifican
tomando en cuenta su contenido anidnico y catidnico predominante en: bicarbonatadas,
cloruradas, sulfatadas, sddicas, calcicas 0 magnésicas siempre que el id6n correspondiente sea
mayor al 20% del contenido anidnico o catidnico expresado en equivalentes; si no superan el

gramo por litro de mineralizacion global solamente se indica cuél es el ién que predomina.
(Fagundo y Gonzalez, 2004)

En algunas aguas termales existen elementos beneficiosos para la salud humana y aungue no sean
predominantes permiten que el agua sea clasificada como aguas ferruginosas cuando tienen una
concentracion de hierro total mayor de 5mg/L o sulfuradas si tienen mas de 1mg/L de azufre (H.S

0 HS"). (Fagundo y Gonzalez, 2004)

A continuacidn en la tabla 3-1 se presenta la clasificacion de las aguas minerales segin Kurlov.

Tabla 3-1: Clasificacion de las aguas minerales segin Kurlov.

CON RELACION A LOS ANIONES CON RELACION A LOS CATIONES
Bicarbonatadas Célcicas
Sulfatadas Magnésicas
Cloruradas Sodicas
Bicarbonatadas sulfatadas Calcicas magnésicas
Bicarbonatadas cloruradas Calcicas sodicas
Sulfatadas cloruradas Magnésicas sodicas
Sulfatadas cloruradas bicarbonatadas Calcicas magnésicas sddicas

Fuente: BURBANO, 2013
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e Seglnsu pH

Las aguas subterraneas naturales segin su pH pueden ser clasificadas como sigue en la tabla 4-1.

Tabla 4-1: Clasificacién de las aguas subterraneas naturales basada

ensu pH
CLASIFICACION RANGO DE pH
Acidas Menor a 7
Neutras 7
Alcalinas Mayor a 7

Fuente: PORRAS, 1985

e Segln su origen geoldgico

Por su origen geoldgico las aguas termales pueden clasificarse en:

Aguas magmaticas: Como se menciond anteriormente surgen de la relacion directa con
yacimientos eruptivos, son aguas primitivas que emergen de filones metalicos o eruptivos, su
caudal es periddico, ritmico y constante, poseen una composicion y temperatura elevada mayor a
50°C que es constante, contienen elementos caracteristicos de emanaciones metalicas, como boro,

fésforo, arsénico, bromo, cobre, nitrégeno. (Burbano, 2013) (EcuRed, 2000)

Aguas teldricas o de infiltracion: Emergen de cualquier tipo de terreno, posee un caudal variado
relacionado a las lluvias y a las estaciones del afio que existan, su temperatura no llega a los 50°C,
de baja a mediana mineralizacién y su concentracién de minerales esta contrapuesta a su caudal,

estas aguas contienen sales de cal y magnesio, cloruros y bicarbonatos. (EcuRed, 2000)

1.3.3 Propiedades curativas de las aguas termales

Las aguas termales ofrecen grandes beneficios al cuerpo humano entre estos fisicos, quimicos y
bioldgicos, los efectos fisicos se deben en su mayoria a la temperatura del agua termal pues genera
vasodilatacion periférica que ayuda a la oxigenacion de los tejidos, liberacién de sustancias con

efecto antiinflamatorio y analgésico, ademas de relajacion muscular. (Geosalud, 2014) (Méndez, 2010)
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Los efectos quimicos de las aguas termales dependen de las sustancias que se encuentren en ellas,
gue entran en contacto con la piel e ingresan a la sangre mediante ésmosis; en cambio los efectos
bioldgicos se deben a la accién de la flora y fauna termal ademas de los macro y microorganismos
en union denominado biogleas o plancton hidrotermal que incrementa el sistema inmune, repara

la piel del envejecimiento y deterioro, asi como también mejora las funciones vitales corporales.
(Geosalud, 2014) (Méndez, 2010)

Como vemos las aguas termales aportan grandes beneficios al cuerpo humano de manera general

se puede decir que:

e Incrementa las defensas del cuerpo humano y el metabolismo.

e Ayudan a depurar de toxinas del torrente sanguineo mediante la diuresis y la sudoracion.
e Dilata la red vascular.

e Revitalizan células y tejidos.

e Sedante del sistema nervioso. (Geosalud, 2014) (Méndez, 2010)

1.3.3.1 Enfermedades que pueden tratarse con las aguas termales

Las afecciones a la salud que se pueden tratar mediante el agua termal son:

e Dolor en casos de reumatismos cronicos inflamatorios, degenerativos (artrosis), para-
articulares (ciaticas) y metabdlicos (gota).

e  Algunos traumatismos.

e Afecciones cronicas respiratorias.

o Enfermedades de la piel como dermatosis, eczemas o soriasis.

e Acidez estomacal pues la disminuyen.

e Mejoran la secrecion de jugos gastricos y por ende la digestion.

e Disminuye el estrés. (Geosalud, 2014) (Méndez, 2010)

A pesar de todos los beneficios que ofrece el agua termal en ocasiones no es recomendable su uso
en enfermedades agudas o brotes de reagudizacion de Ulceras gastricas, cardiopatias
descompensadas, hipertension severa, nefritis, asma en crisis, tuberculosis, algunos tumores y

canceres. (Geosalud, 2014) (Méndez, 2010)
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1.4  Parroquia Calacali
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Figura 3-1: Mapa de ubicacion de la parroquia Calacali
Fuente: GOOGLE MAPS, 2016

La parroquia Calacali se encuentra ubicada en la zona valle equinoccial, fue fundada en 1572 por
el Obispo Federico Gonzalez Suarez, su nombre proviene del quechua que significa manto pues
desde las montafas los pobladores podian ver el manto de niebla que cubria la parroquia, segln
otras versiones su nombre proviene de las minas de cal que existen al norte en Chaupizacha e

incluso se dice que su nombre proviene de las tribus calas-calas. (Ortiz, 2012, p.28)

Sus limites son al norte la parroquia San José de Minas, al sur la parroquia Nono, al este la
parroquia San Antonio y al oeste la parroquia Nanegalito y Nanegal, en la figura 3-1 se puede ver

el mapa de ubicacion de la parroquia Calacali. (Ortiz, 2012, p. 30)

Calacali se encuentra en una zona con Clima Ecuatorial Mesodérmico Semi-HUmedo con una
temperatura de 12 a 22°C, de clima frio entre 13 y 14°C durante todo el afio, la estacion
meteoroldgica establece una media de 16.2°C, el punto mas alto se encuentra a 2.839 metros sobre

el nivel de mar, su poblacion se encuentra en alrededor de 3895 habitantes. (Ortiz, 2012, pp.30-32)

En este lugar se encuentran 20 patrimonios intangibles de los cuales 9 son monumentos, uno de

estos es el monumento original a la mitad del mundo, 2 museos y 4 haciendas. (Ortiz, 2012, p. 29)
(Caldas, 2014, pp.24-27)
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En el parque central de Calacali se encuentra una pileta que data del siglo XVI, en la entrada a la
parroquia se encuentra la casa de la musica ecuatoriana Carlota Jaramillo actualmente convertida
en museo, entre otros atractivos turisticos se encuentran la Reserva Geobotanica del Pululahua,

el bosque nublado de Yunguillay el Balneario El Cachaco. (Ortiz, 2012, p. 29) (Caldas, 2014, pp.26-27)

14.1 Balneario El Cachaco

Figura 4-1: Balneario El Cachaco
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

El nombre Cachaco proviene del kichwa que significa aguas amargas, el balneario ocupa un
espacio de aproximadamente 6.000m? cubiertos de césped, cuenta con dos piscinas de agua termal
las cuales estan adornadas de piedras pequefias decoradas y redondas, cada una con su respectivo
o0jo de agua, rodeadas de flora y fauna caracteristica del lugar, aire puro y tranquilidad como se

observa en la figura 4-1, ademas se ofrece recorridos ecolégicos por los alrededores. (Caldas, 2014,
p.27)

El balneario atiende fines de semana y feriados sobretodo en carnaval en donde acuden la mayor
cantidad de turistas.
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1.4.1.1 Localizacion del Balneario El Cachaco

El Balneario El Cachaco se encuentra ubicado en la provincia de Pichincha, parroquia Calacali a
18 kilémetros del centro de Quito, pasando las parroquias de Pomasqui y San Antonio en la

entrada a Yunguilla via a los Bancos. (Ortiz, 2012, p.30)

1.4.1.2 Aguas termales del Balneario EIl Cachaco

Figura 5-1: Aguas termales del Balneario El Cachaco
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Las aguas termales del Balneario El Cachaco han existido desde hace muchos afios atrds formando
parte de la hacienda Ambuasi, el propietario de la hacienda fue el que descubrid la existencia de
las dos vertientes de aguas termales de color amarillo que contienen sales y hierro y que nacen en

la quebrada Guadalupe.

En conocimiento de los beneficios del agua termal, el propietario de la hacienda dio apertura para
que las termas estén a disposicion de los habitantes de Calacali; en donde ahora se encuentra una
de las piscinas existian dos rocas gigantes de las que brotaba el agua termal, de estas rocas

solamente han quedado un pequefio vestigio como se observa en la figura 5-1.
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La primera piscina y la mas grande fue construida hace 60 afios sobre las dos rocas de donde
emerge el agua termal, quedando a flote a un costado solo una pequefia parte de una de las rocas,

la otra piscina pequefia fue construida hace 40 afios.

Las dos piscinas fueron tomadas a cargo del Municipio de Pichincha quien designé a una persona
para que cuidara del balneario, pero luego de un tiempo las piscinas quedaron abandonadas por

lo cual quedaron a cargo de la Junta Parroquial de Calacali.

Luego de varios afios el sefior Edgar Ivan Quishpe realiz6 los trdmites respectivos para hacerse
cargo del lugar, el sefior al ver el abandono de las piscinas de agua termal les dio mantenimiento

poniéndoles de esta manera al servicio de los calacalefios y turistas en general.

La parroquia Calacali esta llevando a cabo acciones de recuperacion de los cuerpos hidricos, que
en el caso de la vertiente El Cachaco se ha ejecutado un 90% del proyecto, ademas falta operacion,

mantenimiento y personal.

Segun el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) del Ecuador las aguas

termales del Balneario el Cachaco presentan las caracteristicas que se indican en la tabla 5-1.

Tabla 5-1: Caracteristicas de las aguas termales del Balneario EI Cachaco segun el INAMHI
2012.

CUADRO RESUMEN DE FUENTES TERMALES INVENTARIADAS POR EL INAMHI A NIVEL
NACIONAL-ANO 2012

Long. Lati. pH CE Temp. por por

Fecha | Localidad Coordenadas COTA Parametros fisicos Clasificacion Clasificacion

uS/cm °C temperatura | conductividad

26/11/ | Calacalil | 773604 | 9998625 2638 6,39 | 4100 26,9 Hipotermal Muy alta
2012

Fuente: BURBANO, 2015
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1.5 Contaminacion del agua

Desde inicios del siglo XIX se hizo visible la contaminacion acuatica debido al incremento de la
poblacién urbana y al desarrollo industrial, es asi que el agua de la naturaleza a causa de la

actividad humana ha adquirido sustancias que modifican sus caracteristicas y usos. (Barba, 2002,
p.12)

El agua puede contaminarse por sustancias ajenas a su composicion normal y esto puede ocurrir
por agentes fisicos como restos vegetales, ramas, tierra, etc; por agentes quimicos que han sido
afiadidos al agua de manera artificial como residuos de las industrias que son arrojados en los
mares Y rios o por agentes de tipo bioldgico como bacterias u otro tipo de microorganismos los

cuales puede ocasionar alteraciones en el agua. (Concha, 2008)

En las piscinas los agentes contaminantes del agua pueden provenir de la deficiencia de limpieza
de las instalaciones, de los materiales que se introducen en la piscina y primordialmente del
usuario que al sumergirse en la piscina puede dejar materia organica y mineral, gérmenes

saprofitos o patégenos de diversos origenes como faringeo, genitourinario, digestivo o cutaneo.
(San Martin, 2002)

Algunos de estos microbios pueden adaptarse a las condiciones de la piscina y desarrollarse, otros
pueden sobrevivir un tiempo, producir y transmitir enfermedades especialmente infecciones
gastrointestinales, oftalmicas, cuténeas, otorrinolaringoldgicas entre otras. Los hongos pueden
propagarse debido al contacto de superficies humedas pues estos sobreviven en ambientes

calientes y himedos. (San Martin, 2002)

En las piscinas de aguas termales también existen estos agentes contaminantes del agua pero con
menor intensidad que en las piscinas publicas, por lo que para evitar su contaminacion deben
cumplir con varios requisitos higiénicos generales sin alterar sus caracteristicas, hasta la

actualidad no existe una legislacion internacional que permita esto pues constituye un tema dificil.
(San Martin, 2002)
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1.5.1 Principales contaminantes del agua

Dentro de los contaminantes del agua se encuentran los que se mencionan a continuacion:

e Microorganismos patdgenos (bacterias, virus, protozoos) que transmiten enfermedades y
pueden ocasionar la muerte, estos microbios llegan al agua del suelo, heces u otros restos
organicos generados por las personas infectadas donde pueden sobrevivir aunque la mayoria

de ellos no proliferan. (Sanchén, 2011) (Barba, 2002, p.17)

Luego de que estos agentes patdgenos abandonaron al hospedador disminuye tanto su

capacidad infecciosa como su numero hasta que su presencia ya no se detecta. (Sanchén, 2011)

o Desechos organicos que podrian ser descompuestos por microorganismos aerobios,
proliferando estos microorganismos y disminuyendo la cantidad de oxigeno en el agua, para
medir estos desechos en el agua podemos tomar en cuenta el oxigeno disuelto OD en agua o

la Demanda Bioldgica de Oxigeno DBO. (Sanchén, 2011) (Barba, 2002, p.17)

e Sustancias quimicas inorganicas como sales, acidos y metales toxicos que en concentraciones

elevadas pueden causar grandes dafios a los seres vivos. (Sanchén, 2011) (Barba, 2002, p.17)

¢ Nutrientes vegetales inorganicos como los nitratos y fosfatos que cuando se encuentran en
elevadas cantidades generan un crecimiento descontrolado de algas, que al morir se

descomponen por accion de los microbios que al mismo tiempo utilizan el oxigeno del agua.
(Sanchon, 2011)

o Compuestos organicos que tienen estructuras moleculares complejas que no pueden degradar
los microbios, por lo tanto permanecen por un prolongado tiempo en el agua como por
ejemplo petréleo, gasolina, plaguicidas, detergentes, disolventes. (Sanchén, 2011) (Barba, 2002,
p.17)

e Sedimentos y materiales suspendidos constituyen la principal fuente de contaminacidn de las
aguas, generan turbiedad lo cual dificulta la vida de otros seres vivos. (Sanchén, 2011) (Barba,

2002, p.17)

e Sustancias radioactivas. (Sanchén, 2011) (Barba, 2002, p.18)
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Descargas domésticas en especial en poblaciones que no cuentan con un servicio de

alcantarillado. (Sanchén, 2011)

Todo esto podria alterar la apariencia estética del agua, dafiar un ecosistema o afectar a la salud

humana. (Barba, 2002, pp.12-14)

1.5.2 Control de calidad de las aguas termales

Es primordial conocer las caracteristicas fisicas, composicion quimica y la calidad microbiol6gica

de las aguas termales pues estas determinan sus propiedades y aplicaciones, factores externos

pueden ocasionar cambios en los mismos, por lo tanto es necesario realizar controles y

comprobaciones de manera periddica. (Rodés, 2001, p.76)

Entre las principales causas que pueden influenciar cambios en las caracteristicas del agua termal

tenemos:

Caudal: Puede ser afectado por movimientos sismicos, presas, pozos, entre otros que

disminuyen o interrumpen el caudal de agua termal en el sitio de donde emerge. (Rodés, 2001,
pp.76-77)

Temperatura: Esta puede variar en el punto de emergencia ya sea por fendmenos que ocurren
en el subsuelo o por mezcla con aguas de precipitaciones infiltradas, por lo tanto es esencial

conocer la variacion estacional a través de mediciones continuas. (Rodés, 2001, p.77)

Composicién quimica: Las aguas termales presentan una composicion estable con pequefias

variaciones lo cual nos permite identificar de manera rapida alguna anomalia. (Rodés, 2001,
p.78)

Oligoelementos: Estan presentes en las aguas minerales en una cantidad menor a 1mg/L,
algunos de ellos son imprescindibles en la salud humana otros no pero facilitan funciones

organicas e incluso unos cuantos son tdxicos. (Rodés, 2001, pp.78-79)

Microbiologia: Las aguas termales no son estériles, tienen una microbiota que se ha adaptado

a las caracteristicas del agua como la temperatura, nutrientes, oxigenacion, pH entre otros.
(Rodés, 2001, pp.79-80)
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Ademas las aguas termales se pueden contaminar con microorganismos aléctonos que
provienen de capas superiores del suelo, llevados hacia la profundidad del suelo a través de

las aguas de infiltracion las cuales se mezclan con el agua de origen profundo. (Rodés, 2001,
pp.79-80)

Entre los microorganismos que pueden contaminar el agua termal se encuentran los
coliformes, enterococos, clostridios, que indican la ausencia de proteccién en el sitio donde
surge o es captada el agua, gérmenes patdégenos como la Escherichia coli, Salmonella,

Staphylococcus aureus o Pseudomonas aeruginosa que constituyen un grave riesgo sanitario.
(Rodés, 2001, pp.79-80)

La aparicion de alguna de las bacterias mencionadas en el agua termal requiere tomar medidas
inmediatas que permitan su eliminacion, asi como también prevenir las causas de la

contaminacion. (Rodés, 2001, pp.79-80)

e Radioactividad: Si la radioactividad es elevada es importante conocer cuales son los

radioisOtopos responsables de la misma. (Rodés, 2001, p.80)

e Presencia de Legionella pneumophila: Resulta esencial controlar su posible aparicién en las

aguas termales pues podria ocasionar la muerte o sintomas graves en los bafiistas. (Rodés, 2001,
p.81)

1.5.2.1 Indicadores microbiol6gicos de la calidad del agua

Los microorganismos indicadores de la calidad del agua son aquellos que demuestran la presencia
de una especie de bacterias patdgenas ya que se comportan de manera semejante a estos Gltimos
en cuanto a su concentracion y reaccion frente a factores ambientales, ademas indican que existen

ciertas condiciones en el medio y pueden afectar de alguna manera la salud humana. (Guias para la
calidad del agua potable, 2006) (Pullés, 2014, p.26) (Arcos, 2005, p.71)

Conocer el tipo de microorganismo que se encuentra en el agua y su concentracion permite
determinar la calidad de la misma, ademas de tomar medidas para evitar la contaminacién de las

personas y al ambiente. (Guias para la calidad del agua potable, 2006)

Para medir la calidad microbioldgica del agua se determina el nimero de bacterias indicadoras de

contaminacién fecal como la Escherichia coli, ademas de microorganismos como los coliformes,
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enterococos intestinales, Clostridium perfringens, bacteriéfagos entre otros que segin la OMS no

deben existir en el agua de consumo humano. (Pullés, 2014, pp27-28)

Entre los grupos de microorganismos que se utilizan como indicadores de la calidad del agua

potable tenemos:

Coliformes: Estos microorganismos son contaminantes comunes del tracto gastrointestinal del
hombre y de los animales de sangre caliente, pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, no esporulados, fermentadores de lactosa a 35°C
con produccion de gas luego de 24 a 48 horas de incubacion, oxidasa negativos, pueden vivir en

el suelo, agua, vegetales u otros ambientes. (Madigan, 2004, p.927-928) (Pullés, 2014, p.27) (Arcos, 2005,
p.72)

La presencia de coliformes en el agua indica contaminacion bacteriana reciente y no se encuentran
asociados de manera directa con la contaminacidn fecal por lo cual no constituyen un grave riesgo

para la salud. (Pullés, 2014, p.27) (Arcos, 2005, p.72)

Los coliformes se dividen en dos grupos, un grupo formado por los coliformes totales de los
géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Edwarsiella y Citrobacter que viven
como sapréfitos de manera independiente o como bacterias intestinales. El otro grupo lo
conforman los coliformes fecales como la Escherichia coli y ciertas especies de Klebsiella,

Enterobacter y Citrobacter las cuales estan relacionadas con la contaminacion fecal. (Arcos, 2005,
p.72)

Segun Arcos et al. (2005, p.73) la cantidad de coliformes totales debe ser explicada segun el tipo de
agua, en las muestras de aguas potables debe haber una ausencia del 85%, su presencia en aguas
tratadas indica si hubo o no contaminacion, falla en el tratamiento, distribucion o en la fuente pero

sin detectar el origen de la misma.

Los coliformes fecales no se multiplican en ambientes acuaticos ya que sufren un estrés
fisioldgico, la velocidad de mortalidad se ve influenciada por la temperatura del agua, luz solar,
presencia de otras bacterias y la composicién quimica del agua, pueden generar infecciones

respiratorias, bacteriemia, infecciones de piel y tejidos blandos, diarrea aguda, etc. (Arcos, 2005,
p.72)

En ocasiones cuando se sabe que existe contaminacion fecal pero no se detectan coliformes

debido a las descargas de agua frecuentes o descargas antiguas en las que mueren los coliformes
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fecales y la Escherichia coli, es util recurrir a la determinacién de Enterococcus ya que estos
también se encuentran en las heces de personas y animales de sangre caliente que ademas son

persistentes en ambientes acuaticos y suelos contaminados. (Arcos, 2005, p.73)

Las especies de Enterococcus de las heces fecales y que estan presentes en el agua contaminada
se clasifican en dos grupos, un grupo formado por los Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium y Enterococcus durans, el otro grupo lo conforman los Streptococcus bovis,

Streptococcus equinus y Enterococcus avium que no son especificos de las heces humanas. (Arcos,
2005, p.73)

En el afio de 1986 la U.S. Environmental Protection Agency recomendd el uso de los
Enterococcus como indicadores de la contaminacion fecal de las aguas recreacionales pues estos

microorganismos producen enfermedades relacionadas con la natacién en aguas marinas y dulces.
(Arcos, 2005, p.73)

Escherichia coli: Es uno de los principales indicadores de contaminacion fecal, su héabitat es el
intestino de los vertebrados por lo cual esta presente en las heces de los humanos y animales de
sangre caliente, la contaminacion con este microrganismo implica el riesgo de que se encuentren

en el agua patégenos entéricos que pueden ocasionar dafio en la salud. (Pullés, 2014, p.27) (Guias para
la calidad del agua potable, 2006)

Clostridium sulfito reductores: Bacilos Gram positivos, anaerobios, produce esporas que le
permite soportar condiciones ambientales adversas como altas temperaturas, desecacion, pH
extremos, falta de nutrientes e incluso la desinfeccién, constituyen un indicador de la

contaminacidn fecal antigua. (Arcos, 2005, p.73)

Clostridium perfringens: Este microorganismo no es patdgeno en el tracto intestinal de los
animales de sangre caliente, su habitat son las heces fecales, el suelo y el agua contaminada, su

presencia en el agua potable indica fallos en el tratamiento o desinfeccidn. (Pullés, 2014, p.28) (Arcos,
2005, pp.73-74)

Pseudomonas: Bacilos Gram negativos, estos microorganismos tienen flagelos polares, pueden
producir un pigmento fluorescente, no forman esporas, oxidasa positivo, no producen gas y usan
la glucosa por via oxidativa. Su habitat comuln es el suelo y agua, algunas especies son patdgenas
para las personas y animales. Dentro de las especies mas importantes tenemos P. aeruginosa, P.

fluorescens, P. putida, P. maltophila, P.stutzeri. (Arcos, 2005, p.74)
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P. aeruginosa: Es un microorganismo que proviene de las heces de personas y animales, su
presencia en el agua esta relacionada con la contaminacién de la misma con aguas residuales,
puede sobrevivir varios meses en el agua a temperatura ambiente, es un patdégeno oportunista
responsables de infecciones de oidos, ojos y piel, su control en aguas de uso recreacional es

obligatorio en algunos paises. (Guias para la calidad del agua potable, 2006, p.202) (Arcos, 2005, p.74)

Aeromonas: Bacilos pequefios Gram negativos, poseen flagelos polares, fermentan los hidratos
de carbono, catalasa y oxidasa positivas, hidrolizan la gelatina y reducen nitratos, para crecer
necesitan poca cantidad de nutrientes, habitan en el agua, en las aguas de desecho se encuentran
en gran cantidad. Entre las especies asociadas a infecciones en el ser humano estan las Aeromonas

hydrophila, Aeromonas caviae, Aeromonas sobria, Aeromonas veronii y Aeromonas schubertii.
(Arcos, 2005, p.74)

Staphylococcus aureus: Especie bacteriana Gram positiva en forma de cocos agrupados en
racimos, inmdviles, anaerobia facultativa, coagulasa y catalasa positiva, no esporulada, se
encuentra en el ambiente, aire, agua, la piel, cabello, mucosas, fosas nasales, garganta, lesiones
de humanos u otros mamiferos, su presencia indica un riesgo potencial para la salud pues si los
estafilococos se presentan en un numero elevado esto puede indicar que existen toxinas
termoestables como son las enterotoxinas estafilococicas que afectan al tracto gastrointestinal

entre otras. (Guias para la calidad del agua potable, 2006, p.205)

Aerobios meséfilos: Grupo heterogéneo conformado por bacterias, mohos y levaduras que crecen
a una temperatura de 30 a 40°C de manera Optima a 35°C, su presencia determina la calidad
sanitaria y condiciones higiénicas del agua, un recuento bajo no asegura la ausencia de patégenos

0 sus toxinas y un recuento elevado no indica que existen patdgenos. (Analisis microbiolégico de los
alimentos, 2014, pp.5-6)

Bacterias heterdtrofas: Se encuentran en grandes cantidades en el agua debido a su capacidad
de adaptacidn, indican cual es la carga total bacteriana del agua mediante el recuento de bacterias
viables a 37°C luego de que fueron incubadas durante 48 horas, el estudio de estas bacterias junto

con los coliformes permite determinar la calidad del tratamiento o su fracaso. (Pullés, 2014, p.28)

Mohos y levaduras: Microorganismos eucariotas, aerobios, gue se encuentran distribuidos en el
ambiente y se dispersan por el aire y el polvo. Los hongos y las levaduras son de lento crecimiento
y de baja competitividad, se desarrollan en pH bajos (<5), poca humedad, elevada cantidad de

sales o carbohidratos, bajas temperaturas y donde existan antibidticos. (Camacho, 2009)
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Los mohos son hongos multicelulares filamentosos que poseen un micelio verdadero, de aspecto
aterciopelado o algodonoso sobre los alimentos; en cambio las levaduras son hongos unicelulares

cuyo aspecto puede ser globosas, cilindricas, ovoides, piriformes, alargadas o adheridas. (winn,
2006, p.3) (Camacho, 2009)

Los hongos elaboran micotoxinas, estos microorganismos se relacionan con alergias e infecciones

en personas inmunocomprometidas, nifios y ancianos. (Camacho, 2009)

Virus: Microorganismos formados de proteinas y acido nucleico (ADN o ARN), los virus del
agua en su mayoria son entéricos excretados por las heces y que sobreviven en el ambiente por
un tiempo largo como por ejemplo los fagos (colifagos somaticos y colifagos especificos)

presentes en el agua residual y contaminada. (Pullés, 2014, pp.28-29) (Arcos, 2005, p.74-75)

Entre otros organismos considerados importantes para determinar la calidad del agua tenemos:

Parasitos: Son patdgenos para el ser humano, se dividen en dos grupos, el uno grupo formado
por los protozoos los cuales en su ciclo de vida presentan una forma vegetativa (trofozoito) y una
resistente (quiste), de estos los mas frecuentes en las heces humanas son Giardia lamblia,

Entamoeba histolytica y Balantidium coli. (Pullés, 2014, p.29) (Arcos, 2005, p.75)

El otro grupo de parasitos corresponden a los helmintos (nematodos, trematodos y cestodos), los
cuales no se reproducen fuera del huésped pero permanecen en el suelo durante un largo tiempo,
pueden generar enfermedades como la teniasis ocasionada por la Taenia solium o Taenia
saginata, triquinosis producida por la Trichinella spiralis, ascaridiosis producida por el Ascaris
lumbricoides, entre otras. (Arcos, 2005, p.75-76)

1.5.3 Legislacion

Los textos legales que sirven de base en el control de la calidad de las aguas termales son pocos,
en Espafia una referencia legal es el Real Decreto Ley de 25 de abril de 1928 en el cual consta el
Estatuto de la explotacién de manantiales de aguas minero-medicinales cuyo articulo 66
menciona que los manantiales termales cada 10 afios deben ser inspeccionados, analizados y

determinado su caudal. (Rodés, 2001, pp.82-83)
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Entre otras leyes tenemos la de Cantabria 2/1988 y el Decreto 28/1990 del Gobierno Céantabro
que aprueban el Fomento, Ordenacion y Aprovechamiento de los Balnearios y Aguas termales,
el Decreto 262/1990 del Diario Oficial de Catalunya en el que se establecen los requisitos técnico

sanitarios que deben cumplir los balnearios. (San Martin, 2002) (Rodés, 2001, pp.82-83)

Ley 8/1990 de Aguas Minerales y termales de Castilla, Ley 5/1995 de regulacion de las aguas
minerales, termales de manantial y de los balnearios de la Comunidad Auténoma de Galicia,
Norma Chilena Oficial 2939 Termas-Requisitos para su clasificacion, el decreto 106 del afio 2001

sobre el reglamento de aguas minerales. (Rodés, 2001, pp.82-83)

Norma ambiental sobre la calidad de aguas subterraneas y descargas al subsuelo del afio 2004 de
Republica Dominicana, Reglamento sobre normas de exploracion y explotacion de aguas
subterraneas del afio 2013 del Gobierno de Chile, entre otros. (Rodés, 2001, pp.82-83)

En nuestro pais el Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) proporciona
informacion acerca del tiempo, clima y recursos hidricos del pais a fin de cuidar el medio
ambiente, disminuir peligros naturales y colaborar en el desarrollo sostenible del pais.

En Ecuador disponemos de las siguientes normas:

e NTE INEN 1882:2012 Agua. Definiciones en donde se dan los conceptos de agua mineral
natural y de agua subterranea.

e NTE INEN 2178:2011 Aguas minerales. Aguas minerales naturales. Requisitos.

e NTE INEN 2169: 1998 Agua. Calidad del agua. Muestreo. Manejo y conservacion de

muestras.

e NTE INEN 2176: 1998 Agua. Calidad del agua. Muestreo. Técnicas de muestreo

o NTE INEN 2226: 2000 Agua. Calidad del agua. Muestreo. Disefio de los programas de

muestreo.
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1.6 Microbiologia

Es la ciencia que estudia los microorganismos de tamafio muy pequefio para ser visible al ojo
humano, en cuanto a su forma, estructura, fisiologia, genética, reproduccion, metabolismo e
identificacion, ademas de aspectos que tienen relacion con la interaccion con el hombre entre las
cuales se encuentra la capacidad de originar enfermedades o algun uso biotecnoldgico, la palabra
microbiologia viene del griego micro que significa pequefio, bios vida y logia estudio. (Madigan,
2004, p.1) (Prescott, 2004, p.2)

1.6.1 Microorganismo

Un microorganismo es un organismo vivo que a simple vista no es visible, los microorganismos
se dividen en dos categorias los procariotas (archeas y bacterias) y los eucariotas (hongos, algas

y protozoarios), los virus también son considerados como microorganismos. (Madigan, 2004, p.1)

Los microorganismos son los seres mas abundantes en la tierra, que pueden vivir en condiciones

extremas de pH, temperatura, oxigeno, en una gran variedad de nichos ecol6gicos. (Montafio, 2010)

1.6.1.1 Bacterias

Microorganismos unicelulares procariotas, no poseen nucleo definido ni organulos internos pero
si una pared celular constituida de peptidoglicano, muchas de ellas tienen flagelos u otros sistemas
de desplazamiento por lo cual son moviles; se reproducen por biparticién y se encuentran en todos
los habitats tanto terrestres como acuéticos. Las bacterias tienen un tamafio de entre 0.5 a 3um
pudiendo llegar hasta 10um ciertos tipos, las de interés médico miden de 0.4 a 2um. (Winn, 2006,
p-3)
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1.6.1.1.1 Morfologia bacteriana

Las formas que presentan las bacterias dependen de la rigidez de la pared celular, al microscopio

se pueden observar las siguientes:

Cocos: Proviene del griego kokkos que significa grano, bacterias de forma redondeada, esférica u
ovalada, pueden aparecer aislados, en grupos de dos denominados diplococos, en grupos de cuatro
tetracoco, en cadenas estreptococos, en forma de racimos o estafilococos, en masas cubicas o
sarcinas. Su relacion superficie/volumen es pequefia, son muy resistentes, su transmision se

realiza por el aire, por ejemplo los géneros Streptococcus, Staphylococcus, etc. (Madigan, 2004, p.64)

Luego de la division celular las bacterias pueden permanecer unidas preservando su
independencia celular, si el plano de divisién es uno se presentan diplococos o cocos en cadena
del género Streptococcus, si existen varios planos de division los cocos se agrupan en tétradas o

racimos como en el caso del género Staphylococcus como se muestra en la figura 6-1 A. (Sénchez,
2005)

Bacilos: Proviene del latin baculus que significa varilla, son bacterias con forma alargada y
cilindrica a manera de bastoncillo, pueden aparecer en cadenas lineales o ramificadas como se

indica en la figura 6-1 B. (Madigan, 2004, p.64) (Sanchez, 2005)

Su relacidn superficie/volumen es superior a la de los cocos, pueden adaptarse y vivir en lugares
con escasos nutrientes, son menos resistentes, aptos a los cambios ambientales, se transmiten

mediante superficies himedas o liquidos por ejemplo los géneros Bacillus, Clostridium. (Sanchez,
2005)

Por otro lado los bacilos pueden ser cortos denominados cocobacilos, largos, con extremos
redondos o rectos, pueden disponerse de manera aislada, en cadenas, filamentos o como letras

chinas en el caso del género Corynebacterium. (Sanchez, 2005)

Espirilos: Presentan una forma espiral o de hélice como se muestra en la figura 6-1 C, los espirales
se mueven en tornillo a través de los medios viscosos, son de pequefio diametro, pueden atravesar
las mucosas, sensibles a las condiciones ambientales, si son bacterias patdgenas se transmiten via

sexual o por vectores como artropodos y hemat6fagos. (Madigan, 2004, p.64) (Sanchez, 2005)

Vibrios: Bacterias con forma de coma, cortas y curvadas por ejemplo el Vibrio cholerae. (Figura
6-1 C) (Sanchez, 2005)
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Figura 6-1: Morfologia de las bacterias
Fuente: MOLINA, 2015

1.6.2 Microbiologia del agua

La microbiologia del agua ha permitido conocer cuéles son los microorganismos que habitan en
ella, si son o0 no patégenos, las condiciones favorables para su crecimiento y los ciclos de vida de

los mismos. (Morales, 2010, p.2)

El agua es un vector primordial en el ciclo de vida de varios microorganismos, por tanto se debe
realizar un control rutinario pues va hacer usada por los seres humanos y debe estar libre de

bacterias patégenas. (Morales, 2010, p.2)

1.6.3 Microbiota de las aguas termales

Las aguas termales al ser ambientes de condiciones extremas contienen una variedad de microbios

entre los cuales tenemos los autdctonos propios de estas aguas y de sus caracteristicas
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fisicoquimicas como la temperatura, pH, componentes minerales, entre otras, principalmente
destacan las bacterias oligotroficas de los géneros Pseudomonas, Bacillus, Micrococcus,

Staphylococcus, Enterobacter, Acinetobacter y Arthrobacter. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.153)

El otro grupo lo conforman los microorganismos aloctonos los cuales provienen de otros
ambientes como suelo, aguas residuales, vegetacion, heces fecales, entre otros, la mayoria
pertenecen a los géneros Salmonella y Legionella, y a las especies Escherichia coli, Clostridium

perfringens, Pseudomonas aeruginosa los cuales se pueden adaptar y vivir en las aguas termales.
(De La Rosa y Mosso, 2000, p.153-154)

Cabe mencionar también que en las aguas termales es rara la presencia de indicadores fecales y
bacterias patogenas, en los manantiales hipertermales preponderan los microorganismos Gram
positivos en cambio en los manantiales mesotermales preponderan los bacilos Gram negativos y
los cocos Gram positivos cuya diferencia se debe a que las bacterias Gram positivas resisten mas

al calor. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.153)

En estudios ecoldgicos de la microbiota de las aguas termales se han encontrado diferentes
comunidades bacterianas en varios manantiales calientes, las cuales se trataban de bacterias
termofilas que pueden ser aplicadas en el campo de la biotecnologia ya que sus enzimas son

resistentes al calor. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.154-155)

En las aguas termales alcalinas se pueden encontrar bacterias de los géneros Pseudomonas,
Bacillus y Exiguobacterium, en cambio en termas de pH &cido se encuentran bacilos Gram

positivos irregulares. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.157)

1.6.3.1 Microorganismos autdctonos

Los microorganismos autéctonos de las aguas termales se desarrollan mejor en medios de cultivo
con pocas cantidades de carbono y después de un tiempo largo de incubacidn, algunas bacterias
son termofilas por lo que se desarrollan a una temperatura superior a 45°C pero la mayoria son

mesofilas las cuales se desarrollan a 37°C y se han adaptado a crecer en temperaturas elevadas.
(De La Rosa y Mosso, 2000, p.155)

Las arqueobacterias (arqueas) son extremofilas se encuentran distribuidas en el ambiente tanto en

ambientes hostiles como las aguas termales, el suelo, océanos, pantanos y colon humano;
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pertenecen al dominio Archaea, son microorganismos unicelulares, no poseen ndcleo ni organelos
membranosos internos, son similares a las bacterias en tamafio y forma sin embargo algunas

tienen formas inusuales, sus grupos mas reconocidos son los Crenarchaeota y Euryarchaeota.
(Madigan, 2004, p.32) (Sanchez, 2005)

De acuerdo a sus requerimientos nutricionales predominan los microorganismos heterétrofos
oligotréficos, seguido de las bacterias autétrofas tanto quimiolitotrofas como fototrofas, en cuanto
al requerimiento de oxigeno la mayoria de bacterias son aerobias o anaerobias facultativas, de

tamafio pequefio, méviles y con pigmentos. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.155)

Los microorganismos segun su fuente de carbono o desde el punto de vista biosintético son
heter6trofos obtienen el carbono y la energia de compuestos organicos como la glucosa para
construir su masa celular y los autétrofos que se desarrollan sintetizando sus materiales a partir

de compuestos inorganicos es decir obtienen el carbono del diéxido de carbono. (Félez, 2009)

Segun su fuente de energia los microorganismos pueden ser quimiotrofos obtienen su energia
para vivir y crecer de compuestos quimicos externos que se oxidan y los fototrofos obtienen

energia de la luz. (Félez, 2009)

Por otro lado desde los fines de aprovisionamiento de energia los microorganismos litotrofos
obtienen los equivalentes reductores para conservar energia o para las reacciones biosintéticas de

los compuestos inorganicos sencillos. (SHz, SO, NHs, Fe, etc) (Félez, 2009)

Por tanto los microorganismos quimiolitotrofos para obtener su energia oxidan los compuestos
inorganicos y los microorganismos oligotréficos son los que requieren poca cantidad de nutrientes

como carbono y nitrégeno. (Félez, 2009)

Entre los principales géneros que han sido detectados en las termas se encuentran Pseudomonas,
Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Enterobacter, Acinetobacter y Arthrobacter. En los
manantiales meso e hipotermales podemos encontrar Pseudomonas fluorescens y Pseudomonas
putida, en aguas termales de baja temperatura ademas se puede encontrar bacilos Gram negativos

como Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, Vibrio, Aeromonas. (De La Rosa y Mosso, 2000,
p.156)

Las bacterias del género Bacillus se encuentran ampliamente distribuidas y pueden provenir del
suelo, las cuales se han adaptado a vivir en las aguas termales; por otro lado los cocos Gram

positivos de los géneros Staphylococcus y Micrococcus resisten elevadas concentraciones de sal.
(De La Rosa y Mosso, 2000, p.156)
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Entre otros género de cocos se encuentran Vagococcus, Planococcus y Marinococcus de
ambientes acuéticos dulces y marinos, el género Enterobacter por encontrarse distribuido en la

naturaleza se lo considera autéctono. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.156)

En aguas termales sulfurosas habitan microbios que oxidan el azufre y el &cido sulfhidrico como
Begglatoa, Thermothrix, Thiobacillus y microorganismos sulfatorreductores como
Desulfotomaculum, Desulfovibrio. En las aguas termales ferruginosas podemos encontrar
microorganismos que oxidan el i6n ferroso a férrico como Clonothrix, Leptothrix, Leucothrix,

Sphaerotilus. (De La Rosa y Mosso, 2000, pp.155-156)

En aguas termales con cloruro de sodio e hipertdnicas se encuentran bacterias haléfilas moderadas
como Halomonas, Micrococcus, Vibrio y halotolerantes como Alcaligenes, Flavobacterium,

Planococcus que resisten una elevada osmolaridad. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.156)

En aguas hipertermales podemos encontrar bacilos Gram positivos como Arthobacter, Kurthia,
Corynebacterium, Cellulomonas, Exiguobacterium, Rubrobacter provenientes del suelo que se

han adaptado a desarrollarse en extremas condiciones. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.156)

1.6.3.2 Microorganismos al6ctonos

Los microorganismos aloctonos no son comunes en las aguas termales, como se menciond

anteriormente provienen del suelo, vegetales, aguas residuales, heces fecales. (De La Rosa y Mosso,
2000, p.154)

En las aguas termales no debe existir microbios patdgenos ni indicadores fecales a pesar de ello
se ha identificado coliformes, enterococos, Clostridium sulfito reductores y Pseudomonas
aeruginosa, el indicador de contaminacién fecal primordial es el microorganismo Escherichia

coli. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.156-157)

Los coliformes no fecales pueden provenir del suelo o de los vegetales y se desarrollan en el agua
formando biofilms, el microorganismo patégeno Pseudomonas aeruginosa puede generar
infecciones en personas inmunodeprimidas esta bacteria puede encontrase en aguas subterraneas
que no han sido contaminadas por el hombre, su presencia indica que el manantial termal tiene

una escasa proteccion. (De La Rosa y Mosso, 2000, pp.156-157)
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Ademas se han encontrado mohos de géneros como Penicillium, Aspergillus y Alternaria, que se

encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, en bajas cantidades no perturban la calidad

sanitaria de las termas. (De La Rosa y Mosso, 2000, p.157)

1.7

Medios de cultivo

Los medios de cultivo son un conjunto de sustratos o soluciones nutritivas, factores de crecimiento

y otros componentes que permiten el crecimiento de los microorganismos que en ellos se

siembran luego de trascurridos al menos de 18 a 24 horas para visualizarlas. (Madigan, 2004, p.107)

(L6pez y Torres, 2006)

Entre los constituyentes frecuentes de un medio de cultivo se encuentran:

Agar agente gelificante, permite solidificar los medios de cultivo, el agar estd compuesto
principalmente de un polisacérido obtenido de algas marinas rojas el cual no es utilizado por
los microorganismos como nutriente, su concentracion en medios de cultivo sélidos es de 13-

20g/L y de 5-7g/L en medios semisolidos. El agar se licia a 100°C y se solidifica a 40°C.
(Casado, 2012, p.3) (Pascual. 2012)

Extractos originados a partir de determinados 6rganos o tejidos animales o vegetales que son
extraidos con agua y calor y luego concentrados hasta que estos formen una pasta o un polvo,

los que se utilizan cominmente son el extracto de carne, de levadura y de malta. (Pascual, 2012)

Peptonas ricas en péptidos y aminoécidos de pequefio peso molecular, son mezclas de
compuestos organicos nitrogenados obtenidos a partir de la digestion enzimatica o quimica
de proteinas que pueden ser animales y vegetales (carne, gelatina, caseina, soja) y sales

minerales, las mas utilizada es la Peptona de Caseina. (Pascual, 2012)

Fluidos corporales aportan factores de crecimiento a las bacterias los cuales se deben afiadir
al medio de cultivo después de que este haya sido autoclavado, permite realizar el primer
aislamiento del microorganismo a partir del hospedador, por ejemplo la sangre completa,

sangre desfibrinada, el plasma o el suero sanguineo. (Pascual, 2012)
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e Sistemas amortiguadores que permiten mantener el pH en un rango adecuado para que el
microorganismo pueda crecer, entre estos tenemos los fosfatos bisddicos o bipotasicos que

evitan una desviacion del pH. (Pascual, 2012)

¢ Indicadores de pH que permitan determinar cuando este varie debido a fermentaciones u otros

procesos como por ejemplo el rojo fenol que es rojo en pH basico y amarillo en pH &cido.
(Casado, 2012, p.4) (Pascual, 2012)

e Agentes reductores permiten crear en el medio de cultivo las condiciones adecuadas para el
crecimiento de microorganismos anaerobios o microaeréfilos, los méas utilizados son la

cisteina y el tioglicolato. (Pascual, 2012)

e Agentes selectivos que son componentes fundamentales de los medios de cultivo selectivos,
entre estos tenemos el cristal violeta, sales biliares, azida sédica, telurito potasico,

antibidticos, etc. (Pascual, 2012)

1.7.1 Clasificacion de los medios de cultivo

Los medios de cultivo se clasifican de acuerdo a varios criterios de la siguiente manera.

e Por su composicion pueden ser:

Medios naturales o complejos preparados a partir de sustancias de origen animal o vegetal como
extractos de tejido o infusiones, su composicién no esta definida de manera exacta por ejemplo el
extracto de carne o de levadura. (Granados y Villaverde, 2003: p.11) (Lépez y Torres, 2006) (Casado, 2012,
p.12)

Medios sintéticos con una composicion quimica definida, las sustancias son disueltas en agua

destilada en cantidades determinadas. (Granados y Villaverde, 2003: p.11) (Lépez y Torres, 2006) (Casado,
2012, p.12)

38



Medios semisintéticos que son los mismos medios sintéticos a los que se les han agregado factores

de crecimiento es decir un extracto organico complejo como el extracto de levadura. (Granados y
Villaverde, 2003: p.11) (L6pez y Torres, 2006) (Casado, 2012, p.12-13)

e Por su consistencia o estado fisico pueden ser:

Medios liquidos dentro de los que se incluyen los caldos, los nutrientes estan disueltos en el agua,
permiten conseguir suspensiones con una gran cantidad de microorganismos por ejemplo el caldo

nutritivo. (Granados y Villaverde, 2003: p.9) (Lépez y Torres, 2006)

Medios sélidos preparados en base al agar extraido de las algas o cualquier otro agente
solidificante y un medio liquido como un caldo en una cantidad de 15 gramos de agar por litro de
caldo; esterilizado y vertido en placas de Petri 0 en tubos de ensayo permiten aislar bacterias,
estudiar la morfologia de las colonias y mantener los microorganismos en el laboratorio. Un
ejemplo de los medios de cultivo sélidos es el agar Sangre en el cual luego de sembrar por
agotamiento una bacteria se pueden observar las colonias aisladas y ver sus caracteristicas

macroscapicas. (Granados y Villaverde, 2003: p.9) (Lopez y Torres, 2006)

Medios semisélidos que se preparan a partir de medios liquidos y un agente solidificante,
contienen 7,5 g de agar por litro de caldo y permite identificar la motilidad de los

microorganismos. (Lopez y Torres, 2006)

e Por su utilizacion se clasifican en:

Medios comunes o universales que son de uso frecuente y permiten mantener las colonias

microbianas que no necesitan requerimientos especiales, por ejemplo el agar nutritivo. (Lépez y
Torres, 2006) (Casado, 2012, p.10)

Medios selectivos que pueden ser sélidos o liquidos, su selectividad se logra modificando las
condiciones fisicas del medio, agregando o eliminando sustancias quimicas especificas, es asi que
estos medios de cultivo contienen elevadas concentraciones de cloruro sédico, cristal violeta,
sales biliares, antibioticos que solamente permiten el desarrollo de determinados
microorganismos inhibiendo a otros, por ejemplo el agar manitol salado que permite el

crecimiento de ciertos estafilococos. (Granados y Villaverde, 2003: p.10) (Lépez y Torres, 2006) (Casado,
2012, p.10)
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Medios de enriquecimiento liquidos, permiten inhibir las especies que no nos interesan y
favorecer el crecimiento del microorganismo deseado, ademas de los nutrientes que poseen
requiere de factores indispensables en el crecimiento de gérmenes exigentes, por ejemplo el caldo

tetrationato utilizado en el enriquecimiento de cepas del género Salmonella. (winn, 2006, p.215)
(Granados y Villaverde, 2003: p.10) (L6pez y Torres, 2006) (Casado, 2012, p.10)

Medios diferenciales que permiten poner de manifiesto caracteristicas bioquimicas de los
microorganismos que nos ayuden a identificarlos en cuanto al género o especie, para lo cual
requieren de un azlcar fermentable o sustrato metabolizable, por ejemplo el agar MacConkey que

permite distinguir microorganismos que fermentan la lactosa de los que no lo hacen. (Granados y
Villaverde, 2003: p.10) (L6pez y Torres, 2006) (Casado, 2012, pp.10-11)

Medios de identificacion que permiten comprobar las cualidades especificas de los
microrganismos a fin de reconocerlos e identificarlos, por ejemplo el agar Simmons Citrato que
determina si el microorganismo es capaz de usar para su metabolismo solo el citrato como fuente
de carbono y compuestos amoniacales como fuente de nitrégeno en cuyo caso el medio toma un

color azul, esto ocurre por ejemplo en los microorganismos del género Enterobacter. (Granados y
Villaverde, 2003: p.10) (Casado, 2012, p.11)

Medios de multiplicacién suelen ser medios liquidos, sirven para replicar una célula a partir del
aislado, son utilizados para fabricar vacunas, en investigaciones o con fines industriales, ejemplo

de estos son el caldo infusion cerebro-corazén. (Casado, 2012, p.11)

Medios de transporte que se emplean para garantizar la viabilidad de los microorganismos sin que
estos se reproduzcan significativamente desde su extraccién hasta cuando vayan a ser estudiados,
es recomendable que exista un limite de 2 horas entre la recoleccion de la muestra y su estudio
sin embargo este limite es superable si se emplea el medio adecuado. Los medios mas utilizados

son Stuart y Cary-Blair. (Lépez y Torres, 2006) (Casado, 2012, p.11)

Medios de cultivo mixto que combinan varias caracteristicas como por ejemplo el agar Salmonella
Shigella que es selectivo gracias al indicador verde brillante y también es un medio diferencial
debido a que contiene lactosa y un indicador que diferencia las bacterias fermentadoras de lactosa

de las que no lo son. (Casado, 2012, p.12)
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Dentro de algunos de los medios de cultivo usados en estudios microbiol6gicos tenemos:

e Agar sangre es un medio de cultivo de aislamiento que permite el crecimiento de cualquier
especie de microorganismo, durante su preparacion se debe afiadir un 5% de sangre

desfibrinada. (Granados y Villaverde, 2003: p.26) (Casado, 2012, pp.14-15)

También permite determinar la capacidad hemolitica de un microorganismo mediante la
observacion de la presencia o ausencia de halos de hemolisis alrededor de las colonias,
pudiendo de esta manera identificarse tres tipos de hemdlisis que son alfa, beta 0 gamma

Cuyas caracteristicas se presentan en la tabla 6-1. (Laboratorios Britania S.A., 2015¢)

Tabla 6-1: Tipos de hemolisis

TIPO DE HEMOLISIS CARACTERISTICAS

Beta Lisis completa de los eritrocitos, alrededor de la

colonia se forma un halo transparente, por ejemplo
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,

Listeria monocytogenes.

Alfa Lisis parcial de los eritrocitos, los poros en la
membrana se abren, sale la hemoglobina al medio de
cultivo, se oxida el grupo hemo, se produce
biliverdina, alrededor de la colonia se forma un halo
verdoso, por ejemplo S. pneumoniae, estreptococos

del grupo viridans.

Gamma Ausencia de halo de hemélisis
Fuente: LABORATORIOS BRITANIA S.A., 2015¢

A continuacién se presenta la figura 7-1 que diferencia los patrones de hemolisis.

Figura 7-1: Patrones de hemolisis
Fuente: ARANGUREN, 2014
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Agar manitol salado es un medio diferencial y selectivo para el aislamiento de bacterias
Gram positivas del género Staphylococcus, gracias a su elevado contenido de cloruro sédico
(7.5%) inhibe de forma total o parcial el desarrollo de microorganismos de otros géneros, el
manitol es el carbohidrato fermentable, su indicador de pH es el rojo fenol que evidencia la

fermentacion del manitol por el cambio de color del medio a amarillo. (Casado, 2012, p.23)
(Laboratorios Britania S.A., 2015c¢) (Becton Dickinson, 2013b)

Los microorganismos que se desarrollan en presencia de elevadas cantidades de sal y
fermentan el manitol generan &cidos que modifican el pH del agar virando el indicador de pH

del color rojo al amarillo. (Laboratorios Britania S.A., 2015c) (Becton Dickinson, 2013b)

Este medio permite establecer una relacién entre la patogenia del microorganismo y su
capacidad fermentadora, es asi que los estafilococos patdgenos fermentan manitol generando
colonias de color amarillo mientras que los que no son patdgenos no fermentan manitol y

originan colonias rosadas. (Laboratorios Britania S.A., 2015c)

La fermentacion del manitol permite ademas la diferenciacion de los estafilococos coagulasa
positivo que generan colonias amarillas rodeadas de una zona amarilla, de los estafilococos
coagulasa negativos que originan colonias rojas con una zona alrededor de color roja o

purpura como se indica en la figura 8-1. (Casado, 2012, p.23) (Laboratorios Britania S.A., 2015c¢) (Becton
Dickinson, 2013b)

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis

Figura 8-1: Fermentacion del manitol (lado izquierdo) y ausencia de fermentacion

del manitol (lado derecho).
Fuente: ARAVANLABS, 2015
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e Agar eosina, azul de metileno (E.M.B.) es un medio diferencial y selectivo de bacilos
entéricos Gram negativos de crecimiento répido pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae, sus colorantes eosina y azul de metileno inhiben de manera parcial el

crecimiento de microorganismos Gram positivos y negativos exigentes. (Laboratorios Britania
S.A., 2010a) (Becton Dickinson, 2013a)

Su contenido en lactosa permite determinar si el microorganismo es o no fermentador de esta,
los microorganismos que si lo hacen generan colonias con centro oscuro y periferia de color

azulado a rosado, la Escherichia coli origina colonias verdosas con brillo metalico.
(Laboratorios Britania S.A., 2010a)

Los microorganismos que producen acido de manera débil originan colonias violeta y los que
no fermentan lactosa colonias incoloras o de color ambar traslicido como en el caso del
género Salmonella, Proteus, Pseudomonas y Shigella como se indica en la figura 9-1. Los

Enterococcus faecalis son parcialmente inhibidos. (Laboratorios Britania S.A., 2010a)

Lactosa
negativa

Lactosa
positiva

Figura 9-1: Fermentacion de lactosa (lado izquierdo) y ausencia de fermentacion de lactosa

(lado derecho)
Fuente: DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO, 2010

Para identificar los microorganismos utilizando el agar eosina azul de metileno debemos tomar

en cuenta los aspectos de crecimiento mencionados en la tabla 7-1.
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Tabla 7-1: Aspectos de crecimiento de algunas enterobacterias en agar eosina azul de metileno.

MICROORGANISMO ASPECTO DE CRECIMIENTO
Escherichia coli Colonias grandes, negro azulado con brillo metéalico verde
Enterobacter/Klebsiella Colonias grandes negro azuladas mucoides
Proteus Colonias grandes incoloras
Enterococcus faecalis Colonias incoloras, puntiformes y pequefias
Salmonella /Shigella Colonias grandes, incoloras o &mbar
Pseudomonas Colonias incoloras irregulares
Bacterias Gram No existe crecimiento 0 es escaso
positivas

Fuente: LABORATORIOS BRITANIA S.A., 2010; BECTON DICKINSON, 2013

Agar Mueller-Hinton es un medio de cultivo utilizado para realizar ensayos de sensibilidad
y pruebas de susceptibilidad de los microorganismos frente a los medicamentos, como el
ensayo de difusidn en placa. Si a este medio se le agrega sangre de cordero al 5% se lo puede

utilizar para efectuar pruebas de sensibilidad a los antibioticos en especies de estreptococos.
(Granados y Villaverde, 2003: p.25) (Casado, 2012, pp.21-22)

Agar MacConkey es un medio diferencial y selectivo para enterobacterias y bacilos Gram
negativos entéricos, aerobios y anaerobios facultativos, las sales biliares y el cristal violeta
que contiene inhiben el crecimiento de microorganismos Gram positivos y de algunos Gram

negativos que son exigentes. (Winn, 2006, p.212) (Laboratorios Britania S.A., 2015b)

Ademas el agar MacConkey contiene el indicador rojo neutro y lactosa, los microorganismos
que fermentan lactosa originan colonias de tono rojizo y pueden tener una zona que les rodea
de bilis precipitada, los que son fuertes fermentadores de lactosa producen acidos que dan

lugar a que las colonias estén rodeadas por zonas opacas. (Winn, 2006, p.214) (Laboratorios Britania
S.A., 2015b)

Si los microorganismos no fermentan lactosa las colonias seran incoloras o transparentes

como las de S. typhi, S. paratyphi y S. disentery, todos estos aspectos de crecimiento se

encuentran indicados en la tabla 8-1 y en la figura 10-1. (Laboratorios Britania S.A., 2015)
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Tabla 8-1: Aspectos de crecimiento de algunos microorganismos en agar MacConkey.

Escherichia coli

Colonias de rosa a rojo pueden presentar una zona de

precipitacion de bilis.

Enterobacter, Klebsiella

Colonias rosa mucoides

Proteus

Colonias incoloras

Salmonella, Shigella

Colonias incoloras, el medio se vuelve de anaranjado a

ambar

Pseudomonas

Colonias de incoloras a color rosa

Salmonella typhimurium /

Colonias de incoloras a beige

Salmonella abony

Shigella flexneri Colonias incoloras

Enterococcus faecalis Colonias incoloras, opacas y diminutas

Fuente: BECTON DICKINSON, 2014

Lactose Non-lactose

~ = A fermenting fermenting
colonies colonies
Froteus volgars PINK COLORLESS

Figura 10-1: Aspectos de crecimiento de algunos microorganismos en agar MacConkey (lado

izquierdo) y diferenciacion de la fermentacion de lactosa en el medio (lado derecho).
Fuente: ONLINE MICROBIOLOGIA NOTES, 2015

« Agar Salmonella Shigella (Agar SS) es un medio de cultivo selectivo y diferencial para la
Salmonella spp. y algunas especies de Shigella spp. esta compuesto por sales biliares, citrato
sodico y férrico, tiosulfato y un colorante que es el verde brillante que inhibe el crecimiento

de una gran cantidad de bacterias Gram positivas, coliformes y Proteus spp. (Granados y
Villaverde, 2003: p.27) (Casado, 2012, pp.16-18)
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El tiosulfato de sodio permite que se forme SH; que se evidencia por que se forma sulfuro de
hierro y las colonias son de color negro. Este medio contiene lactosa, los microorganismos
que la fermentan originan colonias de color rosado o rojo y las que no la fermentan originan
colonias transparentes (Shigella), en el caso de la Salmonella sus colonias son transparentes

con centro negro que indica produccion de H,S. (Laboratorios Britania S.A., 2015d)

Para identificar los microorganismos utilizando el agar Salmonella Shigella debemos tomar

en cuenta los aspectos de crecimiento citados en la tabla 9-1 y en la figura 11-1.

Tabla 9-1: Aspectos de crecimiento de algunos microorganismos en agar Salmonella-
Shigella.

Salmonella typhimurium Colonias transparentes con centro blanco
Enterococcus faecalis Colonias incoloras de escaso crecimiento
Escherichia coli Ligero crecimiento, colonias color rosa o rojo
Enterobacter/Klebsiella | Leve crecimiento, colonias color rosadas cremosas, mucosas
Proteus mirabilis Colonias incoloras con centros negro
Salmonella Colonias incoloras con centro negro
Shigella Colonias incoloras
Pseudomonas Leve crecimiento
Bacterias Gram positivas No existe crecimiento

Fuente: Becton Dickinson, 2013c

Escherichia coli Salmonelia Shigella

Figura 11-1: Aspectos de crecimiento de algunos microorganismos en agar Salmonella-

Shigella.
Fuente: CASADO, 2012
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e Agar Nutritivo se usa para cultivar una gran diversidad de microorganismos, contiene
extracto de carne y peptona como fuentes de nitrdgeno, vitaminas y carbono. En este estudio
microbioldgico fue empleado como base para la preparacion de los agares para la hidrolisis

de la gelatina y del almiddn. (Granados y Villaverde, 2003: pp.25-26) (Casado, 2012, p.13)

e Caldo tripticasa de soja es un medio de cultivo que permite el crecimiento de microbios
exigentes, la tripteina y peptona de soya aportan nutrientes como péptidos, minerales y
vitaminas, la fuente de energia es la glucosa, el cloruro de sodio mantiene el balance osmético.
Si se le afiade 6.5% de cloruro de sodio permite el desarrollo selectivo de estreptococos del

grupo D. (Laboratorios Britania S.A., 2011)

1.7.2 Placas 3M Petrifilms

Método microbiol6gico que emplea placas listas para usarse, constituye un soporte fisico formado
de un film superior de pléstico recubierto de un adhesivo, un indicador y el gel soluble en frio y
un film inferior de papel cuadriculado cubierto por un pléstico, un medio de cultivo estandar y un

gel soluble en frio. (3M Espafia S.A., 2013) (3M Espafia S.A., 2010)

Capa Petrifilm tiene una pelicula deshidratada de medio de cultivo cubierta de nutrientes, un
agente gelificante soluble en agua e indicadores, los cuales son indispensables para el crecimiento
microbiano, en estos se coloca 1mL de muestra la cual rehidrata al medio, luego de la incubacién

se puede hacer el recuento de microorganismos. (3M Espaiia S.A., 2013) (3M Espafia S.A., 2010)

Figura 12-1: Placas 3M Petrifilms
Fuente: 3M ESPANA S.A,, 2016
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Existen varios tipos de placas Petrifilms (Figura 12-1) dentro de las cuales tenemos:

La placa Petrifilm para el recuento rapido de aerobios que es un soporte fisico donde se coloca un
medio de cultivo que contiene nutrientes, un agente gelificante soluble en agua fria y un indicador

de color rojo y azul para el conteo de colonias. (3M México, 2004)

La placa Petrifilm de Escherichia coli y Coliformes contiene nutrientes del agar Violeta Rojo
Bilis (VRB) que es selectivo para los coliformes, un agente soluble en agua fria, un indicador de
la actividad glucoronidasa BCIG (5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-glucurdnido) y un indicador
de tetrazolio, ademas la pelicula superior permite atrapar el gas originado por los Coliformes y

Escherichia coli debido a la fermentacion de la lactosa. (3M, 2006a) (3M México, 2006)

La placa Petrifilm de Staphylococcus aureus contiene el medio de cultivo de Baird Parker
modificado, el cual es selectivo y diferencial para Staphylococcus aureus que se presentan en
forma de colonias rojo-violeta, el disco Petrifilm Staph Express permite detectar la reaccion de

desoxirribonucleasa (DNasa) cuya visualizacion es mayor gracias a que contiene azul-O toluidina.
(3M Esparfia S.A., 2002)

La placa Petrifilm de mohos y levaduras, es un medio de cultivo que posee nutrientes del medio
Sabhi con antibi6ticos (clorotetraciclina y cloranfenicol) que impiden el crecimiento de los
microorganismos que no nos interesan, un indicador de fosfatos (BCIP), un agente gelificante

soluble en agua fria y un indicador de color que permite el recuento de las colonias. (Lépez y Torres,
2006) (3M, 2006b)

1.8  Cultivo de microorganismos

Es el proceso de inocular el medio de cultivo con microorganismos e incubarlo en condiciones

que favorezcan el crecimiento microbiano. (Madigan, 2004, p.108)

El cultivo de microorganismos requiere de conocimientos sobre la siembra o inoculacion y
aislamiento de los mismos, radica en proporcionarles adecuadas condiciones fisicas, quimicas y

nutritivas para que puedan reproducirse. (Madigan, 2004, p.108) (Pisabarro, 2005)

Una forma de identificar los microorganismos es observando su crecimiento en medios de cultivo

preparados en el laboratorio. (Madigan, 2004, p.108) (Pisabarro, 2005)

48



1.8.1 Requisitos de crecimiento microbiano

Para que una bacteria crezca a mas de cumplir con sus requisitos nutricionales, debemos
garantizar cumplir con sus requerimientos atmosféricos, pH, humedad y de temperatura éptimos.
Un medio de cultivo debe contener carbono, nitrégeno, azufre, fosforo, sales inorganicas en
algunas ocasiones vitaminas y otras sustancias inductoras de crecimiento microbiano. (Granados y
Villaverde, 2003: pp.6-8) (Fernandez, 2010, p.5)

Una clasificacion de las bacterias basada en los requerimientos atmosféricos se muestra en la tabla
10-1.

Tabla 10-1: Clasificacion de las bacterias segln su requerimiento atmosférico

CLASIFICACION REQUERIMIENTO ATMOSFERICO
Aerobias estrictas Crecen en presencia de oxigeno
Anaerobias estrictas Crecen en ausencia de oxigeno
Facultativas Crecen en ausencia o presencia de oxigeno
Microaerofilicas Crecen en una atmosfera reducida de
oxigeno
Capnofilicas Crecen en presencia de CO;

Fuente: MADIGAN, 2004; WINN, 2006; Fernandez, 2010

La mayor parte de microorganismos crecen en medios con un pH neutro y en poca humedad por
lo cual es necesario que en la estufa de cultivo se mantenga la mismay asi el medio de cultivo no

se deseque. (Granados y Villaverde, 2003: p.7)

Por otro lado las bacterias pueden crecer entre muy altas y bajas temperaturas como se menciona
en la tabla 11-1.
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Tabla 11-1: Clasificacion de las bacterias por su temperatura.

CLASIFICACION TEMPERATURA
Psicrofilicas Crecen entre 2-5°C (10-30°C 6ptimo)
Mesofilicas Crecen entre 10-45°C (30-40°C 6ptimo)
Termofilicas Crecen poco a 37°C (50-60°C 6ptimo)

Fuente: FERNANDEZ, 2010

1.8.2 Siembra de microorganismos

Sembrar es colocar de manera artificial un indculo en un medio de cultivo determinado, para que
de esta manera el microorganismo se multiplique luego de que se lo ha incubado a una

temperatura adecuada. (Santambrosio, 2009)

En la siembra de un microorganismo en un medio de cultivo, se debe tener especial cuidado de
hacerlo de manera aséptica, realizando solamente las manipulaciones indispensables junto a un

mechero o dentro de una camara de flujo laminar. (Santambrosio, 2009)

1.8.3 Recuento de microrganismos

Consiste en determinar el nimero de microorganismos presentes en una muestra, para lo cual se
requiere que haya pasado al menos 24 horas después de la inoculacién, se utilizan medios de
cultivo dependiendo del microorganismo que se quiere cuantificar. Se puede contar tanto los

microrganismos vivos (recuento de viables) o los vivos y muertos. (recuento de totales).

(Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

Los tipos de recuento de microorganismos pueden clasificarse en directos e indirectos. En el
recuento directo se cuentan las células observandolas al microscopio, en cambio en el recuento

indirecto se determina la cantidad de microorganismos por su crecimiento o alguna propiedad de
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los mismos como por ejemplo la turbidez o determinando las funciones metabdlicas relacionadas

con el crecimiento. (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

1.8.3.1 Métodos de conteo del crecimiento microbiano

Dentro de los métodos de recuento de microorganismos tenemos los que son para el recuento de

totales y para el recuento de viables. (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

e Recuento de microorganismos totales

Entre los métodos de recuento de microorganismos totales tenemos:

Recuento microscopico: Para este tipo de recuento se utiliza la cdmara de Petroff-Hausser o de
Neubauer en la cual se coloca una gota de cultivo, se cuentan las células de varios cuadrados
grandes, se saca un promedio que se multiplica por 1000 para obtener el nimero de células en un

cm?®. (Universidad Técnica Federico Santa Marfa, 2011)

Turbidimetria: La turbidez que generan los microorganismos en crecimiento se puede medir en
un espectrofotémetro, un volumen de cultivo es colocado en un tubo de vidrio especial el cual es
interpuesto entre una unidad de foco luminoso y una unidad fotoeléctrica, la cual se encuentra
acoplada a un disco de lectura mismo que registra el porcentaje de luz transmitida que se relaciona

inversamente con la turbidez. (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

¢ Recuento de microorganismos viables

Dentro de los métodos de recuento de microorganismos viables tenemos:

Cuenta en placa: Es la técnica mas usada, permite estimar el nimero de células viables de cultivo,
en algunos casos se emplean soluciones diluidas de la muestra concentrada, este tipo de conteo
se usa para bacterias, levaduras y hongos filamentosos, se reporta como Unidades Formadoras de

Colonias (UFC) /unidad de volumen (mL) 0 peso (). (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

NUmero méas probable (NMP): Denominada también como técnica de dilucién en tubo, permite

estimar de manera estadistica la densidad microbiana tomando en cuenta que a menor volumen
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de muestra inoculada disminuye la posibilidad de que en los tubos exista un crecimiento positivo.

(Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

Recuento por Microscopia de Fluorescencia: Al afiadir el compuesto naranja de acridina este se

integra al ADN de las bacterias, por lo tanto las células vivas se vuelven fluorescentes. (Universidad

Técnica Federico Santa Maria, 2011)

1.8.4 Caracteristicas macroscopicas de las colonias

Las bacterias suelen reproducirse de manera rapida cuando se siembran en medios de cultivo
solidos apropiados, se incuban alrededor de 24 horas a una temperatura adecuada volviéndose
visibles a manera de colonias. Cabe mencionar que una colonia se forma del conjunto de

descendientes originados a partir de una célula sobre un medio de cultivo sélido. (Diaz, 2009) (Pirez
y Mota, 2006)

Las caracteristicas morfolégicas principales de una colonia bacteriana aislada sobre un medio de
cultivo son el tamafo, borde, elevacién sobre el medio de cultivo, superficie, consistencia,
pigmentacién, olor, etc, las cuales generan bases fundamentales que permiten estudiarlas de
manera sistematica e identificarlas, algunas de estas caracteristicas dependen del medio de cultivo

y de las condiciones de incubacidn. (Fernéndez, 2010, p.4) (Diaz, 2009)

e Tamafio: Las colonias poseen un tamafio uniforme para cada especie, miden desde 0.5 mm
en el caso de Haemophilus spp. o N. gonorrhoeae e incluso pueden ser de un tamafio mayor
como en las enterobacterias. Algunas colonias miden menos de 1mm de didmetro como en

los estreptococos y hasta 1 cm de didmetro en los estafilococos y algunos bacilos. (Diaz, 2009)
(Pirez y Mota, 2006)

En términos generales las colonias se describen luego de compararlas entre si como grandes,

medianas y pequefias. (Diaz, 2009)
Pequefias: Menor o igual a 1mm de diametro

Medianas: Hasta 4mm de didmetro

Grandes: Mayor de 4mm de didmetro (Diaz, 2009)

52



Forma de la colonia: Depende del borde y espesor de la misma, pudiendo ser circular,

puntiforme, irregular, filamentosa, rizoide o fusiforme. (Fernandez, 2010, p.5)

Borde y elevacion de la colonia: En general existen varias posibilidades de bordes como
enteros si son homogéneos, ondulados como en el Bacillus anthracis, bordes dentados o en
sierra como en la Yersinia pestis, bordes lisos en el caso de Proteus vulgaris o Escherichia
coli, lobulados es decir curveados de manera irregular o filamentosos. En cuanto a la

elevacién la colonia puede ser plana, convexa o elevada. (Diaz, 2009)

Superficie de la colonia: Es el aspecto de la colonia observada mediante luz reflejada, la
bacteria puede tener aspecto liso y brillante como en el género Streptococcus o aspecto
irregular, rugosa, mate y opaca como en el genero Staphylococcus, su aspecto también puede

ser filamentoso o cerebroide. (Diaz, 2009)

Consistencia: La consistencia de una colonia bacteriana esta relacionada con su estructura o
rigidéz, se puede apreciar al tocarla con el asa de siembra y puede ser dura si son dificiles de
manipular, se fragmentan al cogerlas con el asa y se desliza de manera facil sobre el medio
de cultivo; otras colonias pueden tener apariencia cremosa y grasienta de superficie brillante

y facil manipulacion. (Diaz, 2009)

En su mayor parte las colonias presentan una consistencia mantecosa de facil manipulacion
con el asa, y algunas veces aparecen colonias viscosas y pegajosas que forman filamentos

mucosos cuando se las toma con el asa como se observa en la figura 13-1. (Diaz, 2009)

Figura 13-1: Colonias viscosas y pegajosas

Fuente: ATLAS DE BACTERIOLOGIA, 2010

e Pigmentacion: Se puede observar en las colonias no en células individuales, en cuanto al
color de la colonia esta puede ser verde caracteristico de la Pseudomonas aeruginosa,

amarillo dorado del Staphylococcus aureus, grisaceo del N. meningitidis. (Diaz, 2009)

53



e Olor: Algunas bacterias descomponen los sustratos que usan para su metabolismo
generando de esta manera compuestos volatiles que les otorgan un olor especifico a sus
cultivos puros. Las colonias pueden presentar un olor frutal como el caso de la

Pseudomonas aeruginosa o un olor putrefacto tipico de los microorganismos anaerobios.
(Diaz, 2009)

e Hemodlisis: Capacidad de las bacterias de realizar la lisis de los hematies del agar sangre
debido a que liberan hemolisinas. Los cocos son las bacterias que tienen mas probabilidad
de generar hemdlisis, como se menciono anteriormente la hemolisis generada puede ser
intensa denominada beta hemolisis, incompleta conocida como alfa hemolisis o inclusive

no puede existir denominada gamma hemadlisis. (Fernéndez, 2010, p.5) (Diaz, 2009)

1.8.5 Aislamiento de microorganismos

En el caso de que se quieran aislar microbios especificos, se usan técnicas selectivas que emplean

medios de cultivo que permiten el desarrollo Unicamente de esos microorganismos. (Pisabarro, 2005)

El aislamiento de las bacterias provenientes de muestras naturales se efectla principalmente en
medios de cultivo s6lidos mediante la produccién de colonias aisladas, para esto se siembra por
extension en placa una muestra que contiene microorganismos y se espera el desarrollo de
colonias aisladas que luego seran sometidas a una siembra por agotamiento de estrias y finalmente

a una serie de repiques para conseguir la estabilidad del aislado bacteriano. (Pisabarro, 2005)

Una bacteria aislada se reproduce luego de un periodo de incubacién en condiciones ambientales
adecuadas generandose una colonia observable a la vista, la cual est4 constituida por individuos

iguales a lo que se conoce como clon bacteriano. (Pisabarro, 2005)

A pesar de esto algunos microorganismos provenientes de muestras ambientales no pueden ser
cultivables, debido a dificultades intrinsecas en el cultivo como por ejemplo el desconocimiento

de los requerimientos especificos de la bacteria mismos que no pueden ser solventados. (Pisabarro,
2005)

Las técnicas de aislamiento se basan en la disminucién del nimero de microorganismos hasta
obtener células aisladas, al principio se utiliz diluciones seriadas en medio liquido pero se

presentaban microorganismos no deseados, luego se introdujeron los medios sélidos en los que
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se puede realizar un agotamiento por estrias en superficie o0 un agotamiento de asa en superficie.
(Pisabarro, 2005)

1.8.5.1 Cultivo puro

Un cultivo puro o axénico es aquel que contiene una Unica clase de microorganismos que
proceden de una sola célula con la misma composicidn genética, su crecimiento en medio sélido

genera una masa de células visibles denominada colonia. (Madigan, 2004, pp.108-109) (Pisabarro, 2005)

Los cultivos puros provienen de colonias aisladas y son fundamentales para realizar el estudio de
las caracteristicas de un microrganismo, ademas son el punto de partida para poder identificar las

bacterias, a continuacion se muestra la figura 14-1 de cultivos puros. (Pisabarro, 2005)

Figura 14-1: Cultivos puros de microorganismos del Balneario El Cachaco.

Fuente: CORTES Sandra, 2016

1.9 Identificacion bacteriana

Es un conjunto de procedimientos y técnicas que se aplican para determinar cudl es la identidad

de un microorganismo. (Fernandez, 2010, p.3)

La clasificacion taxonémica de la bacteria permite describirla y diferenciarla de una gran variedad

de especies dandole un nombre y agrupandola de acuerdo a sus semejanzas, esta clasificacion se
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realiza a través de técnicas de cultivo a fin de identificar las bacterias, las categorias utilizadas
son familia para referirse a un grupo de géneros, género a un grupo de especies y especie a un

grupo de colonias todos relacionados entre si. (Fernandez, 2010, p.3) (Procedimientos Diagndsticos, 2008)

Ademas una aplicacion importante del proceso de identificacion bacteriana es la tipificacion de
microorganismos patdgenos que causan infecciones en el hombre pues esto nos permite conocer
cudl fue la causa de la enfermedad y poder proporcionar el tratamiento antibiotico mas eficiente,

ademas de un seguimiento y control de las infecciones. (Procedimientos Diagnésticos, 2008)

En el laboratorio de microbiologia se aplican técnicas fenotipicas de identificacion bacteriana
convencionales de costo asequible, las cuales se basan en observar las caracteristicas de las
bacterias, su morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas y metabdlicas desconocidas y
compararlas con un cultivo tipo. En caso de que la bacteria no pueda ser identificada con estas

técnicas se utiliza técnicas genotipicas. (Fernandez, 2010, p.3) (Procedimientos Diagndsticos, 2008)

Para la realizacion de una correcta identificacién bacteriana juega un papel primordial la
experiencia del investigador pues de esta manera podra seleccionar la o las pruebas de forma
secuencial segun el género o especie de la bacteria, el origen del aislado bacteriano o el coste de

las pruebas. (Fernandez, 2010, p.3)

1.9.1 Técnicas para la identificacion bacteriana

Una vez aislada la bacteria las técnicas que se deben realizar para la identificacién son:

e Obtener un cultivo puro (axénico) del microorganismo a partir de la muestra utilizando
medios sélidos selectivos o diferenciales.

e Observacion microscépica de la bacteria aislada mediante una tincion Gram con lo cual se
determina si esta es Gram positiva 0 negativa, su forma, la agrupacion, presencia de esporas.

e Observacion del aspecto del crecimiento en diferentes medios, la morfologia de las colonias,
pigmentos.

e Se realiza pruebas de identificacién como las pruebas bioguimicas para conocer la actividad

enzimatica de la bacteria y los metabolitos que produce. (Fernandez, 2010, p.4) (Procedimientos
Diagndsticos, 2008)
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1.9.2 Tincion Gram

Es una coloracién diferencial, debe su nombre a Christian Gram quien la descubrié en 1884, es la
mas usada en bacteriologia, emplea 4 reactivos quimicos que son aplicados en un frotis de la

muestra fijada al calor. (Madigan, 2004, p.58) (Prescott, 2004, p.29)

El primer reactivo es un colorante primario de las células, el segundo reactivo es un mordiente
que aumenta la afinidad del colorante primario formando el complejo cristal violeta-yodo, el
tercero es un decolorante que en la parte externa de las bacterias Gram negativas disuelve los
lipidos haciéndola méas porosa no asi en el caso de las bacterias Gram positivas y el Gltimo es un

colorante de contraste que tifie de rojo las células decoloradas. (Winn, 2006, p.21) (Prescott, 2004, p.29)

En la tabla 12-1 se muestra el tiempo de aplicacién de cada reactivo y el color que toman las

bacterias.

Tabla 12-1: Reactivos de la tincion Gram, tiempo de aplicacion y color de las bacterias Gram

positivas y Gram negativas.

REACTIVO TIEMPO DE BACTERIAS BACTERIAS
APLICACION EN | GRAMPOSITIVAS | GRAMNEGATIVAS
LA MUESTRA
Cristal violeta 1 minuto Violeta Violeta

(colorante)

Lugol (mordiente) 1 minuto Violeta Violeta

Alcohol-acetona 30 segundos Violeta Incolora

(decolorante)

Safranina (colorante 1 minuto Violeta Rosada

de contraste)

Fuente: MADIGAN, 2004

Segln como las bacterias responden a la coloracién se las puede clasificar en dos grupos, las
bacterias Gram positivas se tornan de un color azul violeta mientas que las bacterias Gram

negativas adquieren un color rosado 0 rojo. (Prescott, 2004, p.64)

Esta diferencia entre las bacterias se debe a la naturaleza fisica de su pared celular, es asi que las

bacterias Gram positivas poseen una pared celular gruesa formada de peptidoglicano y acidos
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teicoicos como se indica en la figura 15-1, lo cual hace que las bacterias retengan el reactivo
cristal violeta, luego se afiade el lugol para ayudar a retener el colorante, durante la decoloracion

el alcohol cierra los poros de la capa de peptidoglicano y asi adquiere su color azul violeta.
(Madigan, 2004, p.81) (Winn, 2006, p.178) (Prescott, 2004, pp.59-64) (Pirez y Mota, 2006)

A

Acidos teicoicos

¢

Carbohidratos

~ | Capa de mureina

% Membrana

Figura 15-1: Esquema de la ultraestructura de la pared celular de las bacterias Gram positivas.
Fuente: MERINO, 2010

En cambio las bacterias Gram negativas poseen una pared celular constituida por tres partes que
son la membrana plasmatica, espacio periplasmico (formado de una capa fina de peptidoglicano)

y lamembrana externa que sirve como barrera protectora como se muestra en la figura 16-1. (winn,
2006, p.180) (Pirez y Mota, 2006)

Unas pocas cadenas de peptidoglicano estan unidas a otras cadenas paralelas, el resto permanecen
sueltas en un fluido conformado de agua y moléculas libres que constituyen el gel periplasmico
conocido como espacio periplasmico, afuera de este se encuentra la membrana externa compuesta

por dos semicapas la interior de fosfolipidos y la exterior de lipopolisacaridos. (winn, 2006, pp.180-
181) (Pirez y Mota, 2006)

Ademas posee grandes poros, durante la decoloracién el alcohol extrae lipidos de la membrana
externa aumentando asi la porosidad de esta por lo cual el reactivo cristal violeta y el lugol se

eliminan de manera facil de estas bacterias. (Madigan, 2004, p.81) (Prescott, 2004, p.64) (Pirez y Mota, 2006)
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Fig. 4.: Esquema de la ultraestructura de la pared celular de las bacterias gramnegativas

Figura 16-1: Esquema de la ultraestructura de la pared celular de las bacterias Gram negativas.
Fuente: MERINO, 2010

1.10  Pruebas bioquimicas

Son un complemento de otros estudios bacterioldgicos, permiten conocer las propiedades
fisiol6gicas y bioquimicas de una bacteria pues estas determinan la presencia de ciertas enzimas
en las vias metabolicas las cuales reflejan la expresion de un gen en el ADN bacteriano, también

ponen de manifiesto las caracteristicas metabolicas de las bacterias. (Fernandez, 2010, p.6)

(Procedimientos Diagndsticos, 2008)

Para realizar estas pruebas se debe contar con un cultivo fresco de 18 a 24 horas de incubacion en
un medio en que la bacteria crezca adecuadamente y que contenga un indicador que hace cambiar

el color del medio cuando el microorganismo realice alguna de sus funciones. (Fernandez, 2010, p.6)

(Procedimientos Diagndsticos, 2008)

Algunas pruebas bioquimicas son rapidas como las que permiten evaluar la presencia de una
enzima cuya lectura se realiza en pocos segundos u horas, sin embargo otras pruebas necesitan
que el microorganismo crezca luego de una incubacién de 18 a 48 horas como las que detectan
componentes metabdlicos o que permiten determinar la sensibilidad de un microorganismo a un

medicamento o el cultivo de la bacteria en medios que permiten identificarla. (Fernandez, 2010, p.5)

59



1.10.1 Prueba de la Catalasa

La catalasa es una enzima que se encuentra en la mayor parte de los microorganismos aerobios y
anaerobios facultativos que contienen citocromo excepto en los Streptococcus, la catalasa
descompone el perdéxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular que se manifiesta en forma

de burbujas al afiadir una gota de agua oxigenada sobre la colonia. (Winn, 2006, p.38) (Granados y
Villaverde, 2003: pp.98-99) (Fernandez, 2010, p.6)

La mayor parte de bacterias anaerobias en lugar de la enzima catalasa tienen la enzima
flavoproteinica NADH, peroxidasa que de igual manera descompone el peroxido de hidrégeno

generando Unicamente agua. (Universidad Técnica Federico Santa Marfa, 2011)

Esta prueba permite identificar dos grupos de cocos Gram positivos como son los estafilococos
gue dan reaccion positiva, de los estreptococos que dan reaccidn negativa, es asi que por ejemplo
la familia Micrococcaceae da reaccion positiva en cambio el género Streptococcus spp. y

Enterococcus spp. dan una reaccidn negativa. (Fernandez, 2010, p.6)

1.10.2 Prueba de la Oxidasa

Esta prueba permite conocer si la bacteria posee enzimas oxidasas, la reaccion se debe a que el
sistema citocromo oxidasa activa la oxidacion del citocromo que es reducido en presencia de
oxigeno molecular a agua o perdxido de hidrégeno dependiendo de la especie de la bacteria, el

oxigeno es el aceptor final de electrones en el sistema de transferencia de electrones. (Granados y
Villaverde, 2003: p.97) (Fernandez, 2010, p.5) (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

El sistema citocromo oxidasa se encuentra en las bacterias aerobias, algunas anaerobias
facultativas y escasamente en alguna microaerdéfila en cambio las bacterias anaerobias carecen de

este sistema. (Granados y Villaverde, 2003: p.97)
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1.10.3 Oxido-Fermentacién

Para esta prueba al medio semisélido Hugh-Leifson se le afiade 1% de un aztcar como la glucosa,
esta prueba permite conocer si el microorganismo metaboliza el azGcar por via oxidativa o
fermentativa, en la via oxidativa el oxigeno es el aceptor final de electrones por lo cual el proceso
es aerobio generando poca acidez, en la via fermentativa un compuesto organico es el aceptor

final de electrones, el proceso es anaerobio y produce bastante acidez. (Fernandez, 2010, p.7)

(Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

El indicador azul de bromotimol hace que el medio cambie a un color amarillo cuando se

producen acidos producto del metabolismo. (Procedimientos Diagndsticos, 2008)

1.10.4 Prueba del agar hierro de Kligler

Este medio de cultivo ayuda a diferenciar enterobacterias, contiene los carbohidratos glucosa al
0.1% vy lactosa al 1% y el indicador rojo fenol, permite conocer que hidrato de carbono metaboliza
el microorganismo, si produce o no gases (CO, o0 Hz) como producto final del metabolismo de los
carbohidratos y si hay produccion de &cido sulfhidrico. Para que se produzca el acido sulfhidrico
el medio cuenta con tiosulfato de sodio, el citrato de hierro y amonio junto con el acido sulfhidrico

generan un color negro debido a que se forma el sulfuro de hierro. (Fernandez, 2010, p.7)

1.10.5 Prueba del agar Simmons Citrato

Es una prueba que permite diferenciar enterobacterias, determina si la bacteria puede usar para su
metabolismo solamente el citrato como fuente de carbono y compuestos amoniacales como fuente
de nitrégeno liberando iones amonio, si esto ocurre el medio se alcaliniza virando su color de

verde a azul. (Winn, 2006, p.217) (Granados y Villaverde, 2003: p.139) (Fernandez, 2010, p.8)
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El citrato es metabolizado en bacterias que poseen citrato permeasa mediante el ciclo del acido
tricarboxilico que genera oxalacetato y piruvato, el piruvato en un medio alcalino produce acidos
organicos que luego de ser usados como fuente de carbono originan carbonatos y bicarbonatos

alcalinos y al mismo tiempo el medio vira a azul. (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

1.10.6. Prueba de la Ureasa

Esta prueba pone de manifiesto la capacidad de la bacteria de desdoblar la Grea en dos moléculas
de amoniaco gracias a la enzima ureasa, permite diferenciar a los género como Proteus,
Klebsiella, que dan una reaccién positiva de otras enterobacterias que lo hacen de manera

retardada o que dan negativo como en el caso de la Escherichia coli, S. typhimurium. (wWinn, 20086,
p.218) (Granados y Villaverde, 2003: p.103) (Fernandez, 2010, p.6) (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

El medio de cultivo Urea contiene extracto de levadura que aporta nutrientes esenciales para el
desarrollo de las bacterias, sales de fosfatos como sistema buffer, el rojo fenol es el indicador de
pH y la Grea que es el sustrato de la ureasa. Las bacterias que poseen la enzima hidrolizan la urea
liberando amoniaco, agua y dioxido de carbono, los cuales alcalinizan el medio que vira el color

de amarillo a rojo cereza. (Laboratorios Britania S.A., 2010b)

1.10.7 SIM

Permite identificar bacilos entéricos de acuerdo a su capacidad de producir acido sulfhidrico,
indol y movilidad. Las bacterias que reducen el sulfato generan acido sulfhidrico que reacciona
con el amonio ferroso produciendo sulfato ferroso como un precipitado oscuro en el in6culo, la
caseina es usada por algunos microbios para producir indol el cual se revela con el reactivo de
Ehrlich. (Granados y Villaverde, 2003: p.133)

Debido a que este medio es semisélido la movilidad se comprueba con un crecimiento fuera de la
linea de siembra a manera de turbidez si no hay movilidad solo se produce crecimiento a lo largo

de la linea de siembra. (Winn, 2006, p.220)
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1.10.7.1. Indol:

Esta prueba permite diferenciar de manera cualitativa los microorganismos que tienen capacidad

de producir indol, &cido piravico y amonio partiendo del L-triptdfano. (Winn, 2006, p.216) (Granados
y Villaverde, 2003: p.134) (Fernandez, 2010, p.7) (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011)

La liberacion del indol se produce debido a la degradacion del aminoacido triptofano en presencia
de la enzima triptofanasa. En un medio que contiene triptfano, el indol que es incoloro se
manifiesta gracias a su capacidad de combinarse con el aldehido del reactivo de Kovacs o de

Ehrlich (p-dimetil-aminobenzaldehido) y formar un compuesto coloreado. (Winn, 2006, p.216)
(Granados y Villaverde, 2003: p.134)

1.10.8 Prueba de la Coagulasa

Esta prueba permite diferenciar Staphylococcus aureus (coagulasa positivos) del resto de
estafilococos, pone de manifiesto la capacidad del microorganismo de coagular el plasma
mediante la accion de la enzima coagulasa que convierte el fibrindgeno en fibrina formando un
coagulo, se la realiza en tubo pequefio y se lee luego de 4 horas de haber sido incubado si es

negativa se puede leer hasta dentro de 24 horas. (Granados y Villaverde, 2003: p.104) (Fernandez, 2010,
p.7) (Procedimientos Diagnosticos, 2008)

Se puede realizar esta prueba tomando una colonia de la placa de aislamiento pero es mejor usar
una colonia cultivada en un medio liquido de enriquecimiento como la infusion cerebro-corazon

durante 18 a 24 horas. (Fernandez, 1993)

Durante su crecimiento el Staphylococcus aureus produce la enzima coagulasa de naturaleza

proteica, a la cual la accion de las enzimas proteoliticas la inactivan. (Fernandez, 1993)
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1.10.9 Crecimiento en caldo hipersalino

Esta prueba permite conocer si los microorganismos son capaces de crecer en medios de cultivo
con cloruro de sodio en una concentracién del 6.5%, separa las especies de Enterococcus de los
estreptococos no enterococos grupo D S. bovis y S. equinus. EI medio de cultivo base para esta
prueba es el caldo soja tripticasa con cloruro de sodio al 6.5%, la incubacion dura de 24 a 48 horas

sin embargo se debe esperar hasta las 72 horas. (Winn, 2006, p.684) (Fernandez, 2010, p.8)

1.10.10 Hidrolisis de la gelatina

Para que las proteinas entren en la célula bacteriana deben ser degradadas a polipéptidos y
aminoacidos; la gelatina es una proteina de poco valor nutritivo que permite determinar la
actividad proteolitica, es decir conocer si la bacteria puede producir gelatinasas e hidrolizar la
gelatina. El agar base para esta prueba es el agar nutritivo al que se le agrega gelatina al 1%, antes

de la lectura se rocia sobre la placa Petri una solucién de cloruro mercurico, HCI y agua destilada.
(Fernandez, 2010, p.7) (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011) (Clavell, 2009)

1.10.11 Hidrolisis del almidon

Permite detectar la presencia de la enzima amilasa que hidroliza el almidén en glucosa y restos
de maltosa para que sean utilizados por los microorganismos, el agar base utilizado para esta
prueba es el agar nutritivo al cual se le afade almidon al 1%. Para leer la prueba se esparce lugol
en toda la placa Petri, al entrar en contacto el almidédn y el lugol aparece una coloracién azul-

parda. (Universidad Técnica Federico Santa Marfa, 2011)
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1.11  Antimicrobiano

Sustancia quimica producida por un microorganismo (hongo o bacteria), sintética o semisintética
que inhibe el crecimiento de otro organismo (efecto bacteriostatico) o lo destruye (efecto
bactericida), se dividen en antibacterianos, antivirales, antimicéticos, antimicobacterianos,

antiparasitarios. (Quintana, 2004) (Girén, 2008) (Seija y Vignoli, 2006)

1.11.1 Antibidtico

Subgrupo de antimicrobianos con actividad antibacteriana, generalmente son medicamentos

usados en el tratamiento de infecciones bacterianas. (Seijay Vignoli, 2006)

Establecen un grupo heterogéneo de sustancias con un variado comportamiento farmacocinético
y farmacodinamico, ejercen su accidn sobre una estructura o funcién del microorganismo, poseen
elevada potencia bioldgica por lo cual pueden actuar a concentraciones bajas y su toxicidad es

selectiva. (Seijay Vignoli, 2006)

1.11.1.1 Clasificacién de los antibioticos

Los antibioticos se clasifican segun varios criterios entre estos tenemos su efecto antibacteriano,

espectro de accién, mecanismo de accion o estructura molecular.

o De acuerdo a su efecto antibacteriano:
Bacteriostaticos: Detienen el desarrollo del microorganismo sin destruir las células. (Quintana, 2004)

Bactericidas: Producen lisis de la bacteria. (Quintana, 2004)
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e De acuerdo a su espectro de accion:

Antibioticos de amplio espectro: Ejercen su accién sobre una gran cantidad de microorganismos

Gram positivos y negativos por ejemplo las cefalosporinas, aminoglucésidos y quinolonas. (Seija
y Vignoli, 2006) (Quintana, 2004)

Antibioticos de espectro reducido: Ejercen su accién sobre un grupo delimitado de especies
bacterianas por ejemplo la vancomicina y la eritromicina que actlan Gnicamente sobre los Gram

positivos. (Seijay Vignoli, 2006) (Quintana, 2004)

e De acuerdo a su mecanismo de accién:

Inhibidores de la formacién de la pared bacteriana: Impiden la sintesis de la pared bacteriana por

lo cual la célula no resiste los cambios osméticos, se hincha y estalla. (Séenz, 2014)

Inhibidores de la sintesis de proteinas: Unos antibidticos inhiben la transcripcion para lo cual la
subunidad beta de la enzima ARN polimerasa ADN dependiente es inhibida lo cual a su vez inhibe
la sintesis de ARN mensajero encargado de transmitir la informacién al ADN para que se formen
las proteinas; otros en cambio inhiben la traduccion mediante la uniéon de la molécula del

antibidtico a la subunidad 30S o 50S del ribosoma de la bacteria. (Madigan, 2004, p.705) (Séenz, 2014)
(Flérez, 2007, p.3)

Inhibidores de la duplicacion del ADN: Se pueden dar dos casos, el primero es la inhibicion de
una topoisomerasa (ADN girasa) esencial para la replicacién del ADN o mediante la formacién
de compuestos toxicos para las bacterias que provienen de la reduccion del grupo nitro de los
nitrimidazolicos los cuales se conjugan con el ADN desestabilizandolo y provocando la muerte

de la bacteria. (Saenz, 2014) (Flérez, 2007, p.3)

Antibi6ticos que afectan la membrana citoplasmatica: Los antibi6ticos actian como detergentes
0 tensoactivos catidnicos que producen la alteracion de la membrana celular, modifican la
permeabilidad permitiendo que los aminoacidos intracelulares, purinas, pirimidinas y otras

moléculas esenciales para la vida salgan de la célula. (Saenz, 2014) (Flérez, 2007, p.3)

Inhibidores de las vias metabdlicas o quimioterapicos: Las sulfamidas y la trimetoprim causan
una inhibicion de las vias metabdlicas e impide el desarrollo de la bacteria y por ende su accion

bacteriostatica, pero si las dos se administran iguales su accidn es bactericida. (Sdenz, 2014)

e De acuerdo a su estructura molecular:

Betalactamicos: Son bactericidas de amplio espectro de origen natural o semisintético que
presentan un anillo betalactdmico, ocasionan muy pocos efectos adversos entre estos se

encuentran las penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, carbapenem. Su mecanismo de
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accidn es la inhibicion de la sintesis de la pared celular bacteriana y su mecanismo de resistencia

es la produccion de betalactamasas que hidrolizan el anillo betalactamico. (Seija y Vignoli, 2006)

Glicopéptidos: Son antibidticos bactericidas que inhiben la formacion de la pared bacteriana,
alteran la permeabilidad de la membrana citoplasmética y la sintesis de ARN, por ejemplo la
vancomicina gue actta sobre microorganismos Gram positivos y teicoplanina, estos antibioticos

casi no desarrollan resistencia. (Seijay Vignoli, 2006)

Aminoglucésidos: Antibidticos bactericidas que ejercen accion sobre bacterias Gram negativas,
se unen a la subunidad 30S del ribosoma de manera irreversible blogueando asi la sintesis proteica

del microorganismo, por ejemplo la gentamicina, amikacina y estreptomicina de uso parenteral.
(Madigan, 2004, p.707) (Seija y Vignoli, 2006)

Macrélidos: Antibioticos bacteriostaticos y bactericidas a elevadas concentraciones, ejercen su
actividad sobre cocos y bacilos Gram positivos, son recomendados para el tratamiento de
infecciones respiratorias, de piel y partes blandas, se unen de manera reversible a la subunidad

50S del ARN ribosémico por ejemplo la eritromicina, claritromicinay azitromicina. (Seijay Vignoli,
2006) (Quintana, 2004)

Quinolonas: Antibiéticos bactericidas que inhiben la ADN girasa que cataliza el
superenrollamiento del ADN y asegura una adecuada division celular, entre estas tenemos el acido

nalidixico y acido pipemidico, norfloxacina y ciprofloxacina, levofloxacina, gatifloxacina.
(Quintana, 2004)

Cefalosporinas: Antibi6ticos de origen natural que contienen un anillo betalactamico unido a un
anillo de dihidrotiazida, ejercen su accion al unirse mediante un enlace covalente a las proteinas
fijadoras de penicilinas (PBP). Las cefalosporinas se dividen en generaciones segin el afio en el

que se introdujeron para su uso clinico, caracteristicas farmacocinéticas y espectro de accion.
(Madigan, 2004, p.706) (Quintana, 2004)

Las cefalosporinas de primera generacion o espectro reducido actan sobre los microrganismos
Gram positivos y tienen una actividad modesta en los Gram negativos, las cefalosporinas de
segunda generacion o espectro expandido actlan sobre las enterobacterias, las de tercera
generacion o de amplio espectro y finalmente las cefalosporinas de cuarta generacion que ejercen

una mejor accion sobre microorganismos Gram positivos. (Quintana, 2004)
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1.11.2 Resistencia antimicrobiana

Es la capacidad que posee un microorganismo para resistir los efectos de un antibiético, cuya
aparicion afecta el costo de la atencién sanitaria, pérdida de la eficacia de ciertos medicamentos,

incremento del sufrimiento humano y a menudo lleva a la muerte de las personas. (Madigan, 2004,
p.711)

El aumento en la resistencia bacteriana se debe a que los microorganismos han adquirido nuevos
mecanismos de resistencia a los antibioticos empleados en el &mbito clinico, todo esto constituye
un problema grave a nivel de la salud mundial tanto para el diagnéstico de la infeccion como

también para encontrar un medicamento que permita combatirlo. (Manual de actualizacién en resistencia
bacteriana y normas CLSI M100-S20, 2010, p. 5)

Por otro lado la intervencion humana ha hecho que se afiada al ambiente una variedad de
antibidticos y de agentes antibacteriales especialmente como promotores de crecimiento en la
produccién animal y en la agricultura, lo cual ha causado el surgimiento de los mecanismos de

resistencia de las bacterias. (Andueza, 2015, p.158.) (Garcia, 2001, p.101) (Cabrera, 2007, 149)

Ademas el descubrimiento y uso de los antibidticos ha contribuido en el incremento de la
resistencia bacteriana por lo cual se ha vigilado esta resistencia con microorganismos de muestras
clinicas, sin embargo es importante estudiar los microorganismos de muestras ambientales pues
estos pueden ser un reservorio de genes que codifican la resistencia con capacidad para transferirla

de manera horizontal a los microorganismos patégenos humanos. (Ronconi, 2000)

Los antibiéticos no generan la resistencia por ellos mismos sino que permiten que los
microorganismos resistentes sobrevivan, se reproduzcan y se dispersen, otra manera en la que las
bacterias adquieren resistencia es mediante una transferencia horizontal de genes, mediante el

proceso de conjugacion en el que se intercambian plasmidos o por transformacion. (Garcia, 2001,
101-102) (Pedrique, 2002)

Todo esto ha generado un aumento en la resistencia de las bacterias a los antibioticos lo cual
pudiera provocar enfermedades dificiles de tratar, es asi que el Centro de Control de
Enfermedades (CDC) menciona que cerca del 70% de las infecciones de los pacientes

hospitalizados presenta resistencia a los antibiéticos. (FDA, 2007) (Pérez, 1998, p.58)

La Organizacién mundial de la Salud OMS (2016) menciona que en el afio 2012 se incrementd la
resistencia a los medicamentos contra el VIH, en el afio 2013 aparecieron casos de tuberculosis

multirresistente, en todo el mundo las infecciones frecuentes se han vuelto resistentes, lo cual
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produce un mal prondstico en la salud de las personas, mayor riesgo mortal pues anula la accién

curativa de los antibioticos y disminuye las cepas susceptibles a los mismos. (Meade, 2001)

Las infecciones por enterococos han sido causadas en un 90% por la especie E. faecalis y en un
10% por E. faecium, los enterococos han demostrado ser mas resistentes que los estreptococos a
los antibidticos mientras que la penicilina, ampicilina y vancomicina no son activos para la

mayoria de estos microorganismos. (Ronconi, 2000)

1.11.2.1 Causas de la resistencia antimicrobiana

Las principales causas de resistencia antimicrobiana son:

e Uso irracional de antibidticos

e Uso excesivo de antibidticos de amplio espectro como las cefalosporinas de segunda y tercera
generacion.

e Prescripciones innecesarias

o Diagnosticos equivocados

e Antibioticos como aditivos en alimentos animales

e Ladosis del antibidtico es mayor o inferior a la adecuada para el paciente

e El tratamiento antibiotico es corto o muy largo

e Uso inadecuado de los antibi6ticos por parte del paciente (Garcia, 2001, p.101) (Apaza y Garcia,
2011)

Otra fuente de antibidticos en el ambiente son las aguas servidas y otros depoésitos de agua pues
no todos los antibi6ticos que ingerimos son procesados en el cuerpo, la descarga de los desechos
médicos, de la produccion de antibidticos y de los productos antibacteriales, estas aguas pueden
filtrarse o tener contacto con las aguas termales de alguna manera generando cambios en la

resistencia de la microbiota aut6ctona del agua termal. (Andueza, 2015, 158.) (Garcfa, 2001, p.101)
(Cabrera, 2007, 149)
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1.11.2.2 Tipos de resistencia

La resistencia antibiética puede ser:

¢ Natural o intrinseca: Propia de la familia, especie o grupo de bacteria, no es variable ni esta
relacionada al uso de antibioticos, se produce por mutaciones al azar, o por la ausencia de la
diana molecular de accién, por ejemplo todos los microbios Gram negativos son resistentes a

la vancomicina. (Pérez, 1998, p.59) (Apaza y Garcia, 2011) (Pérez y Robles, 2013, p.188) (Flérez, 2007, p.5)

e Adquirida: Es variable y adquirida por una cepa de una especie bacteriana que luego sera
transferida a su descendencia, afecta a algunos integrantes de la especie no a su totalidad,
puede ser cromosomica si se produce por una mutacion espontanea o extracromosémica Si

ocurre por incorporacion del material genético a través de plasmidos o transposones. (Pérez,
1998, p.59) (Apaza y Garcia, 2011) (Pérez y Robles, 2013, p.188) (Flérez, 2007, p.6)

1.11.2.3 Mecanismos de resistencia

Para que el antibidtico llegue a su sitio de accion debe atravesar la membrana externa y el espacio
periplasmico y si la diana de accién es intracelular debe atraviesa también la membrana celular.
Si la bacteria produce enzimas hidroliticas el antibiético debera soportar la accion de esas enzimas
en el espacio periplasmico de los microorganismos Gram negativos o en el entorno de los
microorganismo Gram positivos. El antibi6tico debe llegar intacto al sitio de accion para asi poder

ejercer su accion bactericida o bacteriostatica. (Pérez, 1998, p.59) (Apaza y Garcia, 2011) (Pérez y Robles,
2013, p.189)

Dentro de los mecanismos que impiden que el antibidtico alcance su diana biol6gica tenemos:

e Hidrdlisis enzimatica del antibiotico: Desde el punto de vista clinico es el mecanismo
primordial pues media la resistencia a los antibiéticos de mayor uso como betalactamicos,
aminoglucédsidos y macrélidos, en este caso la enzima producida por la bacteria inactiva el

antibidtico evitando que ejerza su accion, una de las enzimas que destruyen la estructura
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guimica son las betalactamasas que hidrolizan el nlcleo betalactdmico. (Pérez, 1998, p.59) (Apaza
y Garcia, 2011) (Pérez y Robles, 2013, p.189) (Flérez, 2007, p.7)

e Trastornos de la permeabilidad: La bacteria puede impedir que el antibidtico alcance una
concentracién adecuada en la diana bioldgica evitando que entre al medio intracelular o
promoviendo su salida hacia el medio extracelular mediante el mecanismo activo de eflujo

del antibiotico. (Pérez, 1998, p.59) (Apaza y Garcia, 2011) (Pérez y Robles, 2013, p.189) (Flérez, 2007, p.8)

Estos trastornos ademas se pueden producir por pérdida de la capacidad de transporte activo

a través de la membrana celular o cambios en los receptores bacterianos para los antibidticos.
(Pérez y Robles, 2013, p.189)

e Alteraciones del sitio blanco de accidn: Estos trastornos hacen que el lugar de accién no sea
reconocido por el antibidtico y asi no ejerza su efecto, como por ejemplo las alteraciones en
las subunidades 30S y 50S del ribosoma que participan en la resistencia a los
aminoglucésidos, el cloranfenicol y los macrolidos, cambios en las PBP que involucran
resistencia a los betalactdmicos o alteraciones de la DNA girasa que participan en la

resistencia a las quinolonas. (Pérez, 1998, p.59) (Apaza y Garcia, 2011) (Pérez y Robles, 2013, p.189)
(Flérez, 2007, pp.6-7)

1.11.2.4 Mecanismos de transferencia de resistencia

Dentro de los mecanismos de transferencia de resistencia microbiana tenemos:

Plasmidos: Son segmentos circulares de ADN extracromosomico que le permite a la bacteria
resistir a un antibiotico, los plasmidos se replican de manera independiente del ADN
cromosémico y son heredados por las células hijas, le otorgan a la bacterias mejores rasgos de
supervivencia, se transfieren de una bacteria a otra a través de la conjugacion. (Pirez y Mota, 2006)
(FAO, 2016)

Transposones: Son cadenas cortas de ADN que saltan de cromosoma a plasmido o entre
plasmidos, luego de lo cual se integran a las cadenas de ADN diferentes de la que provienen, los

transposones no son autorreplicables. (FAO, 2016)

71



1.12  Antibiograma

Los antibiogramas son métodos in vitro que permiten determinar si la bacteria presenta resistencia
o0 sensibilidad frente a varios antimicrobianos, para lo cual se usan discos de papel impregnados
con antibidticos los cuales se colocan en una placa Petri inoculada con la cepa bacteriana como

se indica en la figura 17-1. (Granados y Villaverde, 2003: p.151) (Pedrique, 2002) (Manual de actualizacion en
resistencia bacteriana y normas CLSI M100-S20, 2010, p.8)

Si la bacteria es sensible al antibiotico se produce un halo de inhibicion de crecimiento caso
contrario no habra formacién de halo. Por otro lado el antibiograma sirve también para que se
pueda orientar las decisiones terapéuticas individuales y realizar un seguimiento epidemiolégico

de las resistencias bacterianas. (Manual de actualizacion en resistencia bacteriana y normas CLSI M100-S20,
2010, p.12)

Cabe mencionar ademas que dos de las técnicas que se utilizan para determinar la susceptibilidad
antimicrobiana son la del método de difusion en disco con la técnica de Kirby-Bauer y el método
de micro y macrodilucion en caldo y agar. Para que los resultados obtenidos sean fiables las

técnicas, los medios de cultivo y los procedimientos deben estar normalizados. (Pronadisa, 1960)

Figura 17-1: Antibiograma de la cepa 2-2 aislada del

Balneario El Cachaco
Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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1.12.1 Discos para el antibiograma

Son elaborados por casa comerciales, contienen una concentracion determinada del antibidtico
que permite que exista una correlacién semejante a la concentracién minima inhibitoria que este

antibidtico alcanza in vivo, de acuerdo a los resultados de resistencia o susceptibilidad. (Beral y
Guzman, 1984, pp. 112-113)

Se mantienen en refrigeracion a 4°C excepto los derivados betalactdmicos que se almacenan a -

20°C, en una caja Petri se colocan de 6 a 8 discos. (Bernal y Guzman, 1984, p. 113)

Los discos para un antibiograma se pueden seleccionar en dependencia de que los
microorganismos sean Gram positivos y Gram negativos, dentro de los Gltimos si son aislados del

tracto urinario o si se trata de Pseudomonas aeruginosa como se indica en la tabla 13-1 y 14-1.
(Bernal y Guzman, 1984, p. 114)

También su seleccidn depende de cada laboratorio clinico en sugerencia con el medico encargado
de las enfermedades infecciosas y el comité de control de la infeccion, los antibiéticos que se
encuentran contemplados en la tabla 15-1 del National Committee for Clinical Laboratory

Standards (NCCLS) son de eficacia clinica comprobada para varios microorganismos. (Alvarez,
1995, p.228)

Tabla 13-1: Guia para la seleccién de antimicrobianos para el antibiograma.

OPCION GRAM NEGATIVOS GRAM POSITIVOS
SANGRE Ps. Streptococcus
INTEST INAL URINARIA Staphylococcus OTROS
TEJIDOS aeruginosa faecalis (D)
Ampicilina Acido oxolinico | Amikacina Corbenicilina Penicilina G. Ampicilina Ampicilina
Gentamicina Acido nalidixico | Ampiciina Amikacina Oxacilina Cloranfenicol Penicilina G
Cloranfenicol |Norfloxacina |Gentamicina Gentamicina Eritromicina | Tetraciclina Oxacilina
"RIMERA | Trimetoprim-Sulfa| Nitrofurontoina | Cloranfenicol | Tobramicina | Cloranfenicol |Eritromicina | Clindamicina
Tetraciclina Sulfisoxazole | Cefamandole |Polimixina B | Clindamicina' |Penicilina G Eritromicina
Trimetoprim-Sulfa| Trimetoprim-Sulfo Tetraciclina
Tobramicina
Ampicilina Cefoxitina Colistina Gentamicina Gentamicina
SEGUNDA Cloranfenicol | Cefotaxima Netilmicina [Trimetoprim - Sul &
Gentamicina Kanamicina Vancomicina Cloranfenicol

Fuente: BERNAL Y GUZMAN, 1984
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Tabla 14-1: Bateria de discos recomendados para los antibiogramas de rutina en laboratorios

clinicos

GRAM POSITIVOS

GRAM NEGATIVOS

ORINAS

Ampicilina

Ampicilina

Ampicilina

Carbenicilina

Carbenicilina

Acido nalidixico

Cefalotina Cefalotina Carbenicilina
Cloranfenicol Cloranfenicol Cefalotina
Eritromicina Colimicina Cloranfenicol

Gentamicina

Estreptomicina

Colimicina

Kanamicina Gentamicina Furadantina
Lincomicina Kanamicina Gentamicina
Meticilina/Oxacilina Neomicina Kanamicina
Penicilina G Rifampicina Sulfonamida
Tetraciclina Sulfonamida SXT
Vancomicina Tetraciclina Tetraciclina

Fuente: GRANADOS Y VILLAVERDE, 2003

Tabla 15-1: Grupos de antimicrobianos que deberian ser incluidos en las pruebas de sensibilidad

de los laboratorios clinicos segin NCCLS.

Streptococcus distinto

Pseudomonas Staphylococcus Enterococo
de enterococo

Enterobacteriaceas
y Acinetobacter

y Acinetobacter

Cefalotina
Clorantenicol
Clindamicina
Eritromicina
Penicilina G
Tetraciclina
Vancomicina

Penicilina G o
Ampicilina

e Vancomicina
Netilmicina 0 .—

Tobramicina T TS I P e TR o

Amoxicilina +
Ac. clavuldnico

Cefalotina
Cloranfenicol
Clindamicina
Cotrimoxazol
Eritromicina
Imipenem
Metlicilina o
Nalcilina o
Oxacilina
Penicilina G
-Tetraciclina
Vancomicina

Amikacina o
Gentamicina o
Kanamicina o

Amikacina

Azlocilina o
Piperacitina

Aztreonam

Carbenicilina o
Mezlocilina o
Ticarcilina

Celoperazona o
Ceftazidima

Cefotaxima o
Ceftriaxona o
Moxalactam

Cloranfenicol
Cotrimoxazol
Gentamicina
Imipenem
Netilmicina
Tobramicina

Amikacina
Ampicilina
Amoxicilina +
Ac. clavulanico
Aztreonam o
Celotaxima o
Celtazidima o
Celtizoxima o
Cefltriaxona o
Moxalactam
Carbenicilina o
Ticarcilina
Celalctina
.Cetamandol o
Celonicida o
Cefuroxima
Cetazolina
Celoperazona
Celoxitina
Clorantenicci
Cotrimoxazel
Genlamicina

Eritromicina
Nitrofurantoina
Nortloxacina
Tetraciclina
Nitrofurantoina
Norfioxacina

Ceftizoxima
Cotrimoxazol

Cotrimoxazol
Nitrofurantoina

Imipenem Naorfloxacina
¢ ‘at Nortloxacina
Kanamicina Sulfisoxazol {
Sultisoxazol
Mezlocilina o Tetraciclina :
Trimetoprim

Piperacilina
Netilmicina
Tetraciclina
Tobramicina

Cinoxacina o
Acido nalidixico
Cotrimozazol
Mitrofurantoina
Nortloxacina
Sulfisoxazol
Trimetoprim

Fuente: ALVAREZ, 1995
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Algunos de los discos utilizados para pruebas especificas de diferenciacion bacteriana son los

siguientes:

e Discos de Acido nalidixico

Los discos impregnados con &cido nalidixico a una concentracion de 30ug bloquean la replicacion
del ADN bacteriano por tanto se inhibe el crecimiento de las bacterias Gram negativas y de
Staphylococcus epidermidis; en cambio el Staphylococcus saprophyticus es resistente a este

disco. (Wikipedia, 2016)

El &cido nalidixico es un bacteriostatico que a concentraciones elevadas actlia como bactericida,
se lo utiliza para tratar infecciones urinarias producidas por Escherichia coli, Proteus, Shigella,

Enterobacter y Klebsiella. Un microorganismo es sensible si existe cualquier zona de inhibicion.
(Wikipedia, 2016)

e Discos de Optoquina

Discos impregnados de solucion acuosa de clorhidrato de etilhidrocupreina, el medicamento
optoquina a una concentracién de 5ug/mL o menos inhibe el crecimiento de Streptococcus
pneumoniae originando un halo de inhibicién del crecimiento bacteriano de 14mm de diametro,
no asi para otras especies de Streptococcus alfa-hemoliticos en donde no se presentan halos de

inhibicion alrededor del disco o estos son de un diametro menor a 14mm. (Winn, 2006, p.684)
(Fernandez, 2010, p.8) (Laboratorios Britania S.A. 2012)

Seguin Alvarez y Boquet (1995, p. 134) consideran que la medida de los halos debe ser 15mm para

diferenciar un microorganismo entre sensible o resistente.

Se reporta como Streptococcus pneumoniae a las colonias alfa hemoliticas, cocos Gram positivos
en pares, catalasa negativa y sensibles a optoquina; se reporta como estreptococos del grupo
viridans cuando se tratan de cocos Gram positivos, en pareja, alfa hemolitico, resistentes a la

optoquina y catalasa negativo como se muestra en la figura 18-1. (Laboratorios Britania S.A. 2012)
(Alvarez, 1995, p. 134)
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PRUEBA : Para diferenciar especies del género Streptococcus
Alfa hemoliticos

Streptococcus
pneumoniae

Streptococcus
= Grupo Viridans

DISCO DE

DISCO DE ~ OPTOQUINA

OPTOQUINA

Con crecimiento
alrededor del disco

de Optiquina

Sin crecimiento
alrededor dol disco
de Optiquina

Figura 18-1: Resultados de la prueba de optoquina
Fuente: ARANGUREN, 2014

e Discos de Bacitracina

Discos impregnados de una solucion de bacitracina 0.04 U, permiten identificar el Streptococcus
beta hemolitico del grupo A de Lancefield o Streptococcus pyogenes pues este es sensible a este
medicamento al contrario de otras especies de Streptococcus. La bacitracina inhibe la sintesis de

la pared celular de la bacteria. (Winn, 2006, pp.680-682) (Fernandez, 2010, p.8) (Alvarez, 1995, p.113)

El estreptococo grupo A muestra sensibilidad a la bacitracina, los Micrococcus son inhibidos por
el medicamento por otro lado los estafilococos coagulasa negativa son resistentes. (Fernandez, 2010,
p-8)

Algunos autores mencionan gque una cepa es sensible cuando hay presencia de halo de inhibicion
independiente del diametro de la misma y es resistente si no presenta halo de inhibicion alrededor
del disco de bacitracina lo cual se debe reportar como estreptococo beta hemolitico que

presuntivamente no pertenece al grupo A, como se indica en la figura 19-1. (Alvarez, 1995, p.113)

Otros autores mencionan que una zona de inhibicion mayor o igual a 14mm de diametro se

considera como sensible y una zona de inhibicion menor a 14mm de didmetro es resistente.
(Laboratorios W. Brizuela. S.A., 2015)
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PRUEBA DE SENSIBILIDAD A LA BACITRACINA

PRUEBA : Para diferenciar especies del género Streptococcus
Beta hemoliticos

Oon crecimiento Sin crecimiento
lrededor del disco akededor del disco
do Bacitrracina de Baclucln- ‘

Figura 19-1: Resultados de la prueba de bacitracina
Fuente: ARANGUREN, 2014

e Discos de Novobiocina

Discos impregnados de una solucion de novobiocina 5ug que permiten identificar al
Staphylococcus epidermidis pues este es sensible al antibiético como se muestra en la figura 20-
1. (Alvarez, 1995, p.133)

El Staphylococcus saprophyticus es resistente con un halo de inhibicion de 6 a 12mm, el

Staphylococcus aureus es sensible con un halo mayor o igual a 16mm. (Alvarez, 1995, pp.133-134)

SENSIBILIDAD A LA NOVOBIOCINA
NOVOBIOCINA

SENS! RESISTENTE-CON
CREC s CRECIMIENTO

I Stophylococcus epidermidis I I_Staphylococcus saprophyticus I

NOVOBIOCINA NOVOBIOCEN A

Sin creciméento
alrededor del disco
de Novobiocina

Con crecimiento
alrededor del disco
de Novobiocina

Figura 20-1: Prueba de la novobiocina
Fuente: ARANGUREN, 2014
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Los discos basicos que pueden ser utilizados como representantes de cada uno de los grupos de

antibidticos son los que se indican en la tabla 16-1.

Tabla 16-1: Discos basicos que representan cada grupo de antibioticos.

¥ 4R Concentracidn
Antibidticos de los discos Antibidtico(s) Representado(s)
Amikacina 10 mcg / Amikacina
Am_pncm.na : 10 mcg Género de Ampicilina (Ampicilina, Hetacilina)
Bacitracina 10 units Bacitracina
Carbenicilina 50 mcg* Carbenicilina 3
Cefalotina 30 meg Grupo de las Cefalosporinas. (Cefalotina, Cefalexina, Cefaloglicina, Cefalori-
: dina)
Cl::)ranfemco! 30 mcg Cioranfenicol
: Clm_da_mncma 2 meg Lincomicina, Clindamicina
Co.lustme.J : 10 mcg Colistina (Colimicina)
Emrornfcma 15 meg g Eritromicina
Gentamicina 10 még Gentamicina
Kan‘ar:n'lcma 30 mcg Kanamicina
Meticilina 5 mcg Penicilinas resistentes a la Penicilinasa (Penicilina G, Fenoximetil-
Vi Penicilina, Feneticilina)
Neomxf:ma 30 meg Neomicina
Novobiocina 30 mcg Novobiocina
F(';)Iea‘xn_d.omu:lna 15 mcg Oleandomicina (Oleandomicina, Trioleandomicina)
en»u:l.hr?a G 10 units Penicilina, Fensticilina
PO'IVMIX.Iﬂa B 300 units : Polimixina B
Rifampina 5 mcg Rifampina
$strep.tox:mcma 10 meg Estreptomicina, Dihidroestreptomicina :
etraciclina 30 meg Grupo de la Tetracictina {Tetraciclina, Oxitetracilina, Metaciclina,
Doxiciclina, Demeclociclina, Minociclina, Rolitetraciclina,
£ ; Clortetraciclina)
Tobramicina 10 meg Tobramicina
Vancomicina 30 mcg Vancomicina

Fuente: ALVAREZ, 1995

1.12.2 Método de difusidn en agar segun Kirby Bauer

Método usado de manera rutinaria para bacterias de crecimiento rapido y algunas patogenas, esta
recomendado por el National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) para poder
determinar la sensibilidad de un microorganismo frente a los antimicrobianos. (Pedrique, 2002)

(Procedimientos en Microbiologia Clinica, 2000)

Consiste en colocar discos de papel impregnados con antibiéticos sobre la superficie de una caja
Petri con agar Mueller Hinton, que ha sido inoculada con un microorganismo cuya densidad se

ha igualado al estandar de turbidez de 0.5 de McFarland. (Procedimientos en Microbiologfa Clinica, 2000)

El antibidtico se difunde en el agar y forma un gradiente de concentracién, luego de 18 a 24 horas
de incubacién a 35-37°C, alrededor del disco puede o no generarse halos de inhibicion de

crecimiento del microorganismo inoculado. (Procedimientos en Microbiologia Clinica, 2000)
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1.12.3 Medicién de los halos de inhibicién

La concentracion minima inhibitoria (CMI) es la base de la medida de la sensibilidad de un
microorganismo a un antibiotico, esta se define como la menor concentracion de una serie de
diluciones de antibidtico que causa una inhibicion del desarrollo de la bacteria en condiciones

normalizadas. (Cercenado y Saavedra, 2009)

La CMI es el valor de referencia que permite establecer una escala de la actividad del antibidtico
frente a la bacteria en sensible, intermedia y resistente, los puntos de corte son los que separan
estas categorias, la zona de inhibicidn se relaciona de manera inversa con la CMI es asi que un
valor bajo de CMI puede indicar mayor actividad del antibidtico pero esto depende de la especie

de la bacteria y de cada antibi6tico. (Cercenado y Saavedra, 2009)

La zona de inhibicidn de un disco se mide con una regla contra una superficie oscura bajo luz
reflejada, en la medicion del didmetro de la zona se debe incluir los 6mm del disco. La efectividad
de los discos se evallan consultando la tabla en la que de acuerdo al antibidtico, tenemos la
capacidad de difusion en el medio y por tanto la medida del halo que se clasifica en sensible,

intermedia o resistente. (Bernal y Guzméan, 1984, p.117)

Existen factores que afectan el halo de inhibicién como son la concentracion del antibiotico en el
disco, la difusion del antibiotico en el medio, el tamafio del inoculo de la bacteria, la composicion

y grosor del medio de cultivo, la velocidad de crecimiento bacteriano y el tiempo en el que incuba.
(Bernal y Guzman, 1984, p.117)

1.12.4 Interpretacion de los resultados

El diametro del &rea de inhibicion alrededor del disco o valores de CMI, puede clasificarse en tres
categorias de acuerdo a las tablas que han publicado los organismos encargados del control de
estos procedimientos como el Clinical and Laboratory Standards Institute en Estados Unidos
entre otros, que establecen puntos de corte en base a las propiedades microbiolégicas,

farmacocinéticas y eficacia clinica de cada antibidtico, como sigue a continuacion: (Cercenado y
Saavedra, 2009) (Pedrique, 2002)
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o Susceptible: Si el microorganismo es inhibido in vitro por el antibiético a una dosis adecuada,
lo cual indica que existe alta probabilidad de éxito terapéutico de la infeccion a una dosis
habitual del antibiotico. (Manual de actualizacidn en resistencia bacteriana y normas CLSI M100-S20, 2010,
p.12)

« Intermedia: EI microrganismo presenta una concentracion minima inhibitoria del antibiético
proxima a los niveles del mismo en sangre o tejidos en donde su respuesta puede ser mas baja
que en las cepas susceptibles, lo cual implica que el antibiético sea eficaz en partes del cuerpo
donde este es concentrado de manera fisiolégica o cuando se puedan emplear dosis que

sobrepasen de la normal, el éxito terapéutico es imprevisible. (Granados y Villaverde, 2003: p.151)

(Manual de actualizacion en resistencia bacteriana y normas CLSI M100-S20, 2010, p.12)

e Resistente: EI microrganismo no es inhibido in vitro por el antibiético en concentraciones

séricas alcanzadas en una dosis normal, la posibilidad de éxito terapéutico es reducido o nulo.

(Manual de actualizacion en resistencia bacteriana y normas CLSI M100-S20, 2010, p.12)

A continuacion se presentan la tabla 17-1 de interpretacion de la relacion del diametro del halo
de inhibicién con la susceptibilidad del microorganismo frente al antimicrobiano segin la
NCCLS.

Tabla 17-1: Diametro de las zonas patrén y su equivalencia con los puntos de ruptura de la

concentracién minima de antimicrobianos que inhiben el crecimiento bacteriano.

i S NGO OV BE
Conianido Digmatea interpretativo (mm) Equivalents al punto
s oniemd A Sy J > : ;
‘vgn\a antimicrobiano e Pasistante \—\ 02 ruptura de CMt
(5} (eco Moderadame B o - SN
vigaeragamente
Iiarmedio  Sansible  Sansinie Resistents Sansinle
S ek it

e A. n o § = N mm_".-— e

Amikacina 30 g W1 1516 - Ve Sty
L st ugiml (1B /el

AmnvirilinalRnidAn AlsildAs Bhe iy
Amaxicilina/dcido ¢lavuldnico

(REYT ~ e i -

Para Haemophilus v Staphy- :

locaccus 20110 pg. {1 = % 220

(oh ZASE PR ARSI [ Wid / 5

Para olros micrcorganismos 26110 yg. Wi 17 - R Y

Y P /010 /‘_/]O.m/mi
Al i,

Fuente: ALVAREZ, 1995
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Agente antimicrabiang

Contenida
del disco

Aesistente

Didmetro interpratativ

0 {mnn)

Equivalante al

da ‘Ipnuf"l C "/

Y radamant2 e A As bl
Inte/memo”w;eigile Sansible L ki
Ampicilina para gramnegativos °

entericos 10 ug. W1 12-13 - 5,14 3,32 pa/ml. (8 ug/ml.

Para Staphvlococcus 10 ug. (28 - - %29 Blactamasa (0,25 ug/m!.

Para Haemophilus. 10 ug. (19 - — 2,20 »s 4 pg/ml. 2 pg/ml.

-Para enléracoco. 10 pg. (16 - AT - >, 16 pg/mi. =

Para otros eslrepiococos : ‘ ,

y Listeria monocytogenes 10 ug. 2] — 22-23 .30 4 ug/ml. (0,12 pg/ml.
Azlocilina para Pseudomonas 75 ug. (14 15-17 - 318 »,256 pg/ml (64 ug/ml.
Azlreonam 30 ug. (15 - 16-21 3,22 >, 32 pgiml. «( 8 ug/mi.
Carpenicilina

Para Enterobacteriaceae 100 ug. 17 8-22 — ), 23 y, 32 pg/mi. (16 pg/mil

Para Psetdomonas 100 pg. 13 14-16 - 17 ) 512 pgrml (128 pg/ml.
Celalotina 30 ug. \%'ﬁ‘., 5 Es 18 ), 32 pg/mi. (& pg/mt.
Cefamandol 30 g, T4 1517 - 518 »32ug/ml  \(8yg/ml
Cefazolina 30 ug. NG e ) = )18 ), 32 pg/mi. \( 8 pg/ml.
Cefonicid 0o e s Gl 1517 - %18 >,32pg/ml. (8 ug/ml. -
Cefoperazona 75 ug. (15 — 16-20 v, 21 y,84 pg/ml. (18 pg/ml.
Cefotaxima 30 ug. NG = 15-22 ¥,23 ), 64 pg/mi. (8 pg/ml.
Cefotetdn 30 pg. (12 - 13-15 ), 16 ), 64 pg/ml. 16 pg/mi.
Celoxitina 30 ug. (14 — 15-17 /18 ),32 pg/ml. 8 yg/ml.
Ceftazidima 30 ug. (14 15-17 - /18 2,32 pg/mi. (8 pa/ml.
Ceftizoxima para aislades =

urinarios de P. aeruginosa 30 ug. «10 = 2 = ), 84 pg/ml.

Para otros organismos 30 ug. (14 — 15-19 »20 ¥, 32 pg/ml. & pg/mil
Ceftriaxona 30 ug. 18 - — 14-20 21 a a6l pG/rN " (8 ug/mi.
Cefuroxima 30 g 14 15-17 - 5,18 ), 32 pg/m ¢ 8 pg/mi.
Cloranfenicol 30 ug. ) 1847 s y.18 >, 25 pg/m' 12,5 pg/ml.
Cinoxacina 100 pg. (14 15-18 - )19 5, 84 pg/m! (16 pg/mi.
Clindamicina 2ug. (14 15-16 - AT > 2 pg/ml. N1 pg/ml.
Doxiciclina 30 ug. «12 13-15 - )16 >, 16 pg/ml. (4 yg/mi.
Eritromicina. 15 ug. SsGia 14-17 = 18 2, 8 ug/mi. (2 pg/r.

" Eslreptomicina 10 pg. NGk 12-14 - %05 - =
Gentamicina 10 a. (12 13-14 - %15 )8 pgini. A4 g/,
Imipenem “ 10 pg. (13 14-15 - )18 9,16 pg/mi. (4 pa/ml.
Kanamicina 30 ug. «13 14-17 = 18 ), 25 pg/ml. (& ug/ml
Melicilina para Stapnyloceccus 51g. «9 10-13 — Yo 14 - (3 pgfmi
Mezlocilina 75 ug. (12 18-15 — 9,16 2,256 pglmnl. \<GA ug/mk
Minociclina 30 1g. (14 15-18 — 2,19 >, 16 pg/ml. \(4 g,
Moxalactam 30 ug. W14 - 15-22 423 », 64 ug/ini. L8 pgimil.
Nafcilina para Stapaylococcus 19 (10 11-12 213 wE & :dG/'f“!-
Acido nalldl\(lCO 30 ug. RG] 14-18 - N9 pu/u& (8 Lg/"n\ .
Netimicina 30 pa. (12 13-14 - g 32 piml. 12 pg/ml
Nitro‘urantoina 300 yg. (14 15-16 - 217 L w28 g/ml
Norfloxacina 10 pg. NG 13-16 = b 4 g/l
Oxacilina . :

Para Staphvlococcus 11g. «10 i = 59418 - A1 pgimil

Para probar la sensibilidad :

del neumococo a la penicilina 1 ug. W19 = 2 v 20 = « 0,06 pg/ml.
Penicilina G

Para Staphylococcus 10 unidades (28 = = Y 28 plactamasa 0,1 pa/ml

Parz N. goncrrhoeae 10 unidades W19 = e ¥ 20 f-actamasa 3/ 0.1 pg/ml

Para enterocaco 10 unidades (14 — Yets e2 >, 16 ug/ml. =

Para olrcs estreptococas y : S ]

L monocytogenes 10 unidades (19 — 20-27 2,28 )/ 4 pg/ml. (0,12 pg/mi
Piperacilina 100 ug. (14 15-17 — 18 y, 256 pg/ml. N(B4 pg/mi-
Suifonamidas 250 6 300 pg. (12 1316 . 17 350 pg/ml. 100 P
Telraciclina 30 g CAn ai5an = 3,19 %, 18 pg/mi. v 4 ugiml,
Ticarcifina : 75 ug. L 10514 s So15 >, 128 pg/ml. WG4 pgsit,
Ticarcilina/dcido clavulénico 75/10 pg. N&h| 12-14 = w15 9,128/2 wa/ml. (6472 V—‘:m
Tobramicina 1049 W12 13-14 = 15 /Bygiml
Trimetoprim 5uq. 10 11-15 o 316 .18 ug/ml. Pg ""
Trimetrapim/sulfametoxazoi 1,25/23,75 pg. 10 11-15 - 3-18 . 3, B8/152 ugiml.

Vancomicina 30 ug. (9 10-11 = 3 =

Fuente: ALVAREZ, 1995
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CAPITULOII

2.  MARCO METODOLOGICO

2.1 Lugar de investigacion

La presente investigacion se llevo a cabo en las aguas termales del Balneario El Cachaco, ubicado

en la parroquia de Calacali perteneciente a la provincia de Pichincha.

Las muestras de agua termal se recolectaron en varios sitios del Balneario ElI Cachaco como
fueron la vertiente pequefia (M1), punto 1 de surgencia del agua (M2), piscina parte frontal (M3),
punto 2 de surgencia del agua (M4) y piscina alado de las gradas (M5) como se indican en los

graficos que siguen, en donde ademas se midieron los parametros fisico-quimicos pH vy

temperatura.

Figura 1-2: Vertiente pequefia (M1)
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

> i

Figura 2-2: Punto 1 de surgencia del agua (M2)
Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Figura 3-2: Piscina parte frontal (M3)
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Figura 4-2: Punto 2 de surgencia del agua (M4)
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Figura 5-2: Piscina alado de las gradas (M5)
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

La siembra de las muestras de agua termal, descripcion macroscopica de las colonias, aislamiento
de los microorganismos puros, tincion Gram, pruebas de identificacion, analisis y reporte de
resultados se llevaron a cabo en el laboratorio de Analisis Bioquimicos y Bacteriolégicos de la

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).
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2.2 Tipo de estudio

Tomando en cuenta algunos aspectos del presente trabajo de investigacion tenemos que:
e Segun el enfoque el estudio fue cualitativo pues permitié describir las cualidades o
caracteristicas de los microorganismos aislados, ademas no se comprobd ninguna teoria o

hipGtesis.

e Segun el alcance el estudio fue descriptivo pues permitié medir o evaluar diversos aspectos

de las aguas termales y de los microorganismos encontrados en las mismas.

e Seguln la proyeccién el estudio fue prospectivo pues los datos fueron recogidos a medida que

se fue realizando cada etapa de la investigacion.

e Seguln el numero de veces que se mide la variable el estudio fue transversal pues no se

realizard un seguimiento posterior a esta investigacion. (Martinez, 2011)

e Segun el control de la variable el estudio fue observacional pues el investigador no controlé
los factores de estudio sino que Unicamente se observo, se midi¢ y analiz6 cada uno de los

resultados obtenidos.

2.3 Poblacion

La poblacion de estudio fue los manantiales de agua termal del Balneario El Cachaco ubicado en

la parroquia Calacali provincia de Pichincha.
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2.4 Muestra

Como se menciond anteriormente se tomaron 5 muestras de varios sitios del Balneario El Cachaco

gue se muestran en las figuras 1, 2, 3,4y 5.

Los criterios de inclusion que se tom6 en cuenta fueron:

» El agua termal provenga de sitios representativos como los puntos de surgencia del agua, una
vertiente y de la piscina.

» El agua termal sea recolectada lo mas cercano posible al punto donde emerge en el caso del
origen o de la vertiente y de la piscina en el lugar en donde se considera que existe mas

contaminacion.

2.5 Tamafo de la muestra

Se realizaron dos muestreos en el Balneario ElI Cachaco durante el presente estudio
microbiolégico, el volumen de cada muestra fue de aproximadamente 150 mililitros de agua

termal.

2.6 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Las técnicas e instrumentos utilizados para la recoleccion de los datos del estudio microbioldgico

de las aguas termales del Balneario EI Cachaco fueron:

e Lamedicidn in situ de los parametros fisico-quimicos del agua termal con ayuda de las tirillas

de pH y de un termémetro de 360°C.
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e La observacion del crecimiento de las diferentes cepas de microorganismos en los agares y

de los resultados que se dieron al realizar las pruebas de identificacion.

e La observacion con ayuda del microscopio éptico para determinar la morfologia de cada

microorganismo Yy el tipo de tincion Gram.

e Lamedicidn de los halos de inhibicion del antibiograma realizado para cada microorganismo.

e Los datos obtenidos fueron registrados cada dia en un diario de investigacion.

2.7 Procesamiento y plan de analisis de datos

Para el procesamiento de los datos se ha utilizado el programa Microsoft Excel en el cual los
resultados numéricos fueron ingresados y posteriormente se sacé el total, promedio, desviacién

estandar, varianza y porcentaje respectivamente.

2.8 Materiales, equipos y reactivos

Para el presente estudio microbioldgico de las aguas termales del Balneario EI Cachaco se

utilizaron los materiales, equipos y reactivos que se detallan a continuacion.

2.8.1 Material biolégico

El material biologico fue el agua termal procedente de la vertiente pequefia (M1), punto 1 de
surgencia del agua (M2), piscina parte frontal (M3), punto 2 de surgencia del agua (M4) y piscina

alado de las gradas (M5) del balneario EI Cachaco.
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2.8.2 Material de Laboratorio

Los materiales de laboratorio utilizados en la presente investigacion fueron:

Cajas Petri

e Frascos de pléstico estériles

e TermoOmetro de 360°C

e Placas Petri

o Placas Petrifilm para Staph Express, aerobios totales, Escherichia coli y coliformes, mohos y
levaduras (3M).

e Puntas plasticas azules

e Puntas plasticas amarillas (Citottest)

e Asade platino

e Aguja de inoculacion

e Asade vidrio

e Pipeta Pasteur

e Pipeta graduada de 10mL

e Pipetas automaticas de 25uL, 500 (CLINIPET)

e Pipetas automaticas de 100uL y 1000uL (Accumax PRO)

e Porta objetos (Goldlab)

e Espatula

e Matraces Erlenmeyer de 250 y de 500mL

e Papel aluminio

e Gradilla

e Jeringuilla de 5mL

e Tubos de vidrio de tapa roja

e Tubos de vidrio pequefios

e Probeta de 250mL

e Varilla de agitacion

e Pera de succion

e Vasos de precipitacion de 100 y 250mL

e Pizeta

e Gotero de vidrio
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e Mechero de alcohol

e Frascos de vidrio de 500mL

e Fundas plasticas negras

e Fundas plasticas rojas

e Dermo negro

e Cinta indicadora de esterilizacion
e Fundas resellables

e Guantes de nitrilo

e Mascarilla

e Gorro

e Hisopos
o Gasa

e Algodon

o Toallas de papel

e Limpion de tela

o Palillos de madera de cabeza redonda
e Pinza metalica

e Papel boon

e Cinta masking

o Parafilm (Laboratory Film)

e Cooler

e Aplicador plano 3M Petrifilm

2.8.3 Equipos

e Balanza analitica

e Reverbero eléctrico

e Camara de flujo laminar (NUAIRE)

e Autoclave (Tuttnauer)

e Microscopio 6ptico (OLYMPUS CX31)
e Estufa bacterioldgica (memmert)

e Refrigeradora (Indurama)
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e Unidad de lectura con luz para aglutinacion

e Centrifuga (Dynac II)

2.8.4 Reactivos

e Tiras de pH (Macherey-Nagel)

o Tiras de oxidasa (Hardy Diagnostics)

e Cloruro mercurico HgCl, (MERCK)

e Glucosa monohidratada C¢H1206 — H,O (MERK)
e Solucion de yodo yodurado

e Acido clorhidrico concentrado

e Agar base sangre (acumedia)

e Agar Hugh y Leifson (Difco)

e Agar Manitol Salado (HIMEDIA) (acumediaa9
e Agar Eosina Azul de Metileno (acumedia)
e Agar Mueller Hinton (HIMEDIA)

e Agar Salmonella-Shigella (MERK)

e  Agar Nutritivo (Difco)

e Agar MacConkey (Difco)

e Agar Simmons citrato (MERK)

e Agar Urea (MERK)

e Agar Kligler (MERK)

e Agar SIM (MERK)

e Caldo tripticasa de soja (MERK)

e Almidon soluble (maicena)

e Gelatina para microbiologia (MERK)

e Vaselina

e Cloruro de sodio (J.T.Baker)

e Peroxido de hidrdgeno (H20)

e Reactivo de Kovacs (Himedia)

e Lugol (Quimical)

e Alcohol cetona (Quimical)
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e Safranina (Quimical)

o Cristal violeta (Quimical)

e Aceite de inmersion

e Suero fisiol6gico (Lamosan-FC)

e Discos de antibidticos: trimetoprima-sulfametoxazol 25ug, nitrofurantoina 300ug,
ceftriaxona 30ug, amoxicilina + acido clavulanico 30ug, gentamicina 10ug, imipenem 10ug,
ampicilina 10ug, cefalotina 30ug, ciprofloxacina 5ug, eritromicina 15ug, penicilina 10U,
oxacilina lug, novobiocina 5ug, acido nalidixico 30ug, bacitracina 0.04U, carbenicilina
100ug, kanamicina 30ug, tetraciclina 30ug, vancomicina 30ug, (Bioanalyse)

e Discos de antibi6ticos: optoquina 5ug, estreptomicina 300ug(Oxoid)

e Agua destilada (Alcoholimex)

e TEGO 1%

2.9 Métodos y Técnicas

2.9.1 Muestreo

Como se indico se realizaron dos muestreos en los mismos sitios del balneario mencionados
anteriormente, el uno cuando no hubo presencia de bafiistas en las aguas termales y el otro cuando

si los hubo.

2.9.2 Recoleccion de la muestra

Las muestras de agua termal fueron colectadas en recipientes de pléstico estéril de acuerdo al

siguiente protocolo:

e Abrir el frasco de plastico estéril de boca ancha cerca del punto donde se va a tomar la

muestra, teniendo cuidado de no tocar ni la boca ni el interior del recipiente.
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e Se lavo el recipiente por dos ocasiones con la misma agua termal del punto de muestreo.

e Colocar el frasco formando un angulo de 45° con la horizontal, sumergirlo en el agua
termal en direccidn contra corriente hasta que se llene las tres cuartas partes del mismo.

e Tapar inmediatamente el frasco dejando un espacio de aire luego de colocar la tapa y con

un pedazo de parafilm sellar la tapa para que no se riegue la muestra. (NTE INEN 2169:1998)
(NTE INEN 2176:1998) (Guevara, 1996, p.10) (Huacan, 2014)

2.9.3 Identificacion de las muestras

Los recipientes de plastico con las muestras fueron etiquetados luego de la recoleccion para asi

evitar errores de identificacion.

Ademas en una libreta de apuntes se tomo en cuenta los siguientes datos:

e Localizacidn del sitio de muestreo
o Detalles del punto de muestreo

e Fecha de recoleccién

e Hora de recoleccién

¢ Nombre del recolector

e Método de recoleccién

e Condiciones atmosféricas

e Tipo de andlisis que se va a realizar

o Datos recogidos de campo (NTE INEN 2169:1998) (NTE INEN 2176:1998)

2.9.4 Andlisis fisico-quimico in situ del agua termal

El presente estudio microbioldgico contemplaba la medicién de algunos parametros fisico-
quimicos in situ, la temperatura del agua termal y la temperatura ambiente fueron determinadas
con ayuda de un termometro de mercurio, en cambio el pH fue medido por medio de unas tiras

reactivas.
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2.9.5 Transporte de las muestras

Las muestras fueron transportadas desde el Balneario hasta el laboratorio de Andlisis Bioquimicos
y Bacterioldgicos de la Facultad de Ciencias-ESPOCH, dentro del Cooler a una temperatura

cercana al sitio de recoleccién, protegida de la luz y de cualquier contaminacién. (NTE INEN
2169:2998)

2.9.6 Anadlisis de laboratorio

Todos los analisis microbiol6gicos fueron realizados antes de que transcurran 48 horas desde la
recoleccion de la muestra, dentro de una cadmara de flujo laminar estéril, para lo cual esta se
desinfect6 con una solucién de TEGO 1% y posteriormente se encendio la luz UV durante 20

minutos.

2.9.6.1 Siembra de las muestras de agua termal en placas 3M Petrifilm para el recuento rapido
de Aerobios, recuento de Escherichia coli y Coliformes, sistema de recuento Staph Express,

recuento de mohos y levaduras.

La funda de placas 3M Petrifilm fue sacada del refrigerador y colocada dentro de la cAmara de

flujo laminar hasta que alcance la temperatura ambiente.

92



Inoculacién de placas 3M Petrifilm

La inoculacion en placas Petrifilm se realizé con el siguiente procedimiento:

Con el mechero de alcohol encendido se cortd por un lado del empaque y se sacé la placa
Petrifilm.

La placa 3M Petrifilm se colocé en una superficie plana dentro de la cdmara de flujo laminar.
En un extremo superior de la placa Petrifilm se identifico la procedencia y el nimero de la
muestra que fue inoculada.

Se levanto la pelicula superior y con ayuda de una pipeta automatica ubicada de manera
perpendicular al Petrifilm se afiadi6 1mL de la muestra de agua termal en el centro de la
pelicula inferior.

Se baj6 la pelicula superior con mucho cuidado para que la muestra no se derrame por los
bordes y que no se formen burbujas en el Petrifilm.

En el centro de la placa se colocé el aplicador plano 3M Petrifilm con la cara lisa hacia arriba
y se ejercid presion suave sobre el mismo, para que de esta manera se distribuya la muestra
de forma homogénea por la zona circular de la placa, no se debe girar ni deslizar el aplicador
sino mantenerlo estable.

Se retir6 el aplicador y se esper6 un minuto hasta que el gel se solidifique. (3M MEXICO, 2004)
(3M, 2006a) (3M ESPANA S.A., 2002) (3M, 2006b)

Incubacion de placas 3M Petrifilm

La incubacion se realizo de la siguiente manera:

Se colocaron las placas Petrifilm 3M en pila de 10 con la cara transparente hacia arriba y se
llevaron a la estufa bacteriolégica.

Las placas Petrifilm de aerobios se incubaron durante 24 horas a una temperatura de 35°C,
las placas Petrifilm de Escherichia coli y coliformes se incubaron durante 24 a 48 horas a
35°C, las placas Petrifilm Staph Express se incubaron por 24 horas a 35°C, las placas
Petrifilm de mohos y levaduras se incubaron durante 48 horas a una temperatura de 25 a 28°C,
sin embargo algunas colonias necesitaron mas tiempo para crecer por lo cual el tiempo de

incubacion de la placa varia dependiendo del crecimiento de la colonia. (3M MEXICO, 2004)
(3M, 2006a) (3M ESPANA S.A., 2002) (3M, 2006b)
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Interpretacién de los resultados de las placas 3M Petrifilm

Para la interpretacion se realizd lo siguiente:

e Laplaca 3M Petrifilm se colocé sobre una fuente de luz y se conto las colonias crecidas dentro
del area inoculada independientemente del tamafio, forma o color que posean.

e Se realizo la lectura de cada placa Petrifilm tomando en cuenta que:

En la placa 3M Petrifilm para aerobios se contaron las colonias de color rojo y azul. (3M MEXICO,
2004)

En la placa Petrifilm de Escherichia coli y Coliformes se contaron las colonias rojas o azules con
0 sin gas, ademas se tomé en cuenta que una placa de fondo azul-purpura indica elevadas
concentraciones de Escherichia coli, en cambio una placa de fondo rojo oscuro indica elevadas
concentraciones de Coliformes y si el fondo de la placa es de color amarillo indica altas

concentraciones de no-Coliformes. (3M, 2006a) (3M MEXICO, 2006)

En la placa Petrifilm Staph Express las colonias rojo-violeta se contaron como Staphylococcus
aureus, las colonias de color azul-verde se contaron como no son S. aureus Y las de color negro

que pueden ser 0 no S. aureus. (3M ESPARA S.A., 2002)

En la placa Petrifilm de mohos y levaduras se contaron como levaduras las colonias pequefias, de
borde definido, elevadas, de color canela rosado a verde azulado en cambio se contaron como

mohos las colonias grandes, de bordes difusos, color verde azulado, planas y de centro oscuro.
(3M, 2006b)

e Los resultados se reportaron en UFC/mL.

A continuacién en la figura 6-2 se indica el proceso de siembra de las muestras de agua termal en
las placas 3M Petrifilm para el recuento rapido de Aerobios, recuento de Escherichia coli y

Coliformes, sistema de recuento Staph Express, recuento de mohos y levaduras.
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Figura 6-2: Siembra en placas 3M Petrifilm.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

2.9.6.2 Siembra de las muestras de agua termal en el agar eosina azul de metileno y el agar
manitol salado, recuento de las colonias crecidas y de las colonias que fermentaron la lactosa y

el manitol respectivamente.

El procedimiento se realiz6 de la siguiente manera:

o Se rotularon dos cajas Petri de agar eosina azul de metileno y dos cajas Petri de agar manitol
salado con el codigo del microorganismo, la cantidad (20uL o 100uL) vy la fecha.

e Enuna placa Petri de vidrio se colocé un poco de alcohol industrial.

e Se tomo el asa de vidrio y se la empapd con el alcohol industrial para luego someterle a la

Ilama de manera que esta se esterilice.
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Con una pipeta automatica de 20uL y 100uL se colocé la muestra de agua termal en cada caja
Petri respectivamente.

La siembra se realizo con el asa de vidrio por extension en la superficie del agar.

Las cajas Petri se incubaron a 35°C durante 24 horas o mas dependiendo de si aparece 0 no
crecimiento.

Se observaron las caracteristicas de las colonias en cada uno de los agares y se interpret6 los

resultados. (Casado, 2012, p.23) (Laboratorios Britania S.A., 2015c) (Becton Dickinson, 2013a) (Laboratorios
Britania S.A., 2010a) (Becton Dickinson, 2013b)

2.9.6.3 Estabilizacion del aislado bacteriano

Aislamiento de los microorganismos

Se seleccionaron algunas colonias de bacterias de cada placa 3M Petrifilm sembrada
(bacterias aerobias, Escherichia coli/coliformes, Staph Express, mohos y levaduras) y de los
agares eosina azul de metileno y manitol salado, que sean representativas y diferentes en sus
caracteristicas como tamafio, forma y color.

Se levant6 el film superior de la placa Petrifilm y con ayuda de un palillo de madera estéril
se toma del gel la colonia seleccionada.

En el centro de cada cuadricula del medio de cultivo Mueller Hinton se inocul6 una colonia
diferente haciendo un solo toque al agar.

Se incub6 durante 18 a 24 horas a 35°C para que las colonias crezcan y se pueda realizar un
re-aislamiento.

Luego de las 24 horas de incubacién, se tom6 una caja nueva de agar Mueller Hinton se
dividio en cuadros y se identific6 cada cuadricula con un cédigo.

Con un palillo de madera estéril se tomé de la caja Petri anterior cada colonia y se la sembré
en la caja Petri nueva (repique), luego se incubé en la estufa bacterioldgica durante 18 a 24
horas a 35°C; el proceso se realiz6 al menos cuatro veces mas para de esta manera conseguir

la estabilidad del aislado bacteriano como se indica en la figura 7-2.
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Figura 7-2: Primer repique de las colonias

procedentes de las placas 3M Petrifilm.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

2.9.6.4 Siembra por agotamiento de estrias

Luego del dltimo repique cuando ya se logré la estabilidad de crecimiento bacteriano, se
seleccionaron varias colonias tomando en cuenta que sean las mas representativas y diferentes
para sembrarlas por agotamiento como se muestra en la figura 8-2 y asi obtener clones aislados y

puros.

e Se quemo el asa de platino, se enfrio y se tomo una colonia seleccionada del dltimo repique
realizado.

e Se abri6 la caja Petri cerca del mechero y se realiz6 de 4 a 5 estrias a un lado de la caja, se
quemo el asa de platino, se la enfrid, se gir0 la caja Petri y a partir de la Ultima estria anterior
se realizaron nuevas estrias.

e Se quemd y enfrid nuevamente el asa de platino, se gir6 la caja Petri y se repitié una vez mas
el proceso, se quemo y enfrio el asa de platino una vez mas y a partir de la Ultima estria se
realizé una colita hacia el medio de la caja Petri.

e Una vez terminada la siembra por agotamiento se cerro la caja Petri y se incubd en la estufa
bacteriolégica de 18 a 24 horas a una temperatura de 35°C.

e Luego de que transcurrid el tiempo necesario se verificd que las colonias se aislaron y de estas
se tomé una de cada una y se la volvid a repicar en una caja Petri con agar Mueller Hinton y

a partir de esos clones bacterianos se realizaron las demas pruebas.
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Figura 8-2: Siembra por agotamiento de estrias
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

2.9.6.5 Descripcion de la morfologia macroscépica de las colonias bacterianas crecidas en el

agar Mueller Hinton.

Se procedid a realizar la observacion del tamafio, color, forma, borde, consistencia, elevacion y
superficie de cada una de las colonias, tomando en cuenta ademas lo que se indica en la figura 9-
2.
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Figura 9-2: Descripcion de la morfologia macroscopica de las colonias
Fuente: ALIAN, 2012
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2.9.6.6 Tincion GRAM del aislado bacteriano puro

A partir de los clones bacterianos anteriores se realiz6 la tincion Gram como se indica en la figura
10-2 para de esta manera comprobar si el clon estaba bien aislado, es decir determinar si solo se

encontraban cocos o bacilos Gram (+) o Gram (-).

e Enun portaobjetos se colocd una pequefia gota de suero fisioldgico.

e Se quemd y enfrio el asa de platino con la cual se tomé un clon bacteriano aislado y se lo
extendio en el suero fisioldgico con movimientos suaves.

o Se fijé el extendido al portaobjetos con la ayuda de un mechero de alcohol.

e Se coloco sobre el extendido el reactivo cristal violeta, se lo dejé actuar durante 1 minuto y
se lavd con agua el portaobjetos evitando que se arrastre el extendido.

e Se afiadié sobre la extension la solucion de lugol y se lo dejé actuar por 1 minuto, luego se
lavé el portaobjetos para retirar el exceso con agua.

e Se decolord la muestra con una solucién de alcohol etilico-cetona durante 30 segundos y se
lavé inmediatamente el portaobjetos.

e  Se cubri6 la muestra con safranina, se dejo actuar por 1 minuto, se lavo el portaobjetos y dejo
secar al aire libre. (Madigan, 2004)

e Por ultimo se coloc6 una gota de aceite de inmersion sobre la muestra y se observé en el

microscopio con lente de 100X.

| W W W |

=T == S
B | HO | o ' HO | ¢ CHO | e :
> °°\‘ ‘ . 00\‘ ‘ 1 °0q | ‘ = %\} GRAM negativo
7 i \ 0"/ it "/ ' \ ot/ GRAM positivo
& e w &o L
|' Cristal violeta | | Lugol Alcohol cetona ’ Safranina
1 minuto . ’ 1 minuto ‘ 30 segundos 1 minuto ‘

Figura 10-2: Tincion Gram
Fuente: GUATEMALA. BACTERIAS DE INTERES CLINICO, 2014
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2.9.6.7 Pruebas bioguimicas para la identificacion bacteriana

Los aislados bacterianos fueron sometidos a una serie de pruebas para su identificacion.

Prueba de la catalasa

El procedimiento se realizo de la siguiente manera:

e En un portaobjetos con la ayuda de un palillo de madera se coloca una pequefia muestra del
aislado bacteriano.

e Con un gotero de vidrio se agregd una gota de agua oxigenada 30%. (Winn, 2006, p.38)
(Procedimientos Diagnésticos, 2008) (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011) (Alvarez, 1995, p.115)

Resultados

Si se forma de manera inmediata burbujas la prueba es positiva, si no se forman burbujas es

negativa como se muestra en la figura 11-2. (Procedimientos Diagnosticos, 2008) (Universidad Técnica
Federico Santa Maria, 2011) (Alvarez, 1995, p.115)

Catalasa (+): Staphylococcus aureus, la familia Micrococcaceae.

Catalasa (-): Streptococcus spp. y Enterococcus spp. (Granados y Villaverde, 2003: p.99)

Figura 11-2: Resultados de la prueba de la catalasa
Fuente: HIGUITA L., 2016
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Prueba de la oxidasa

El procedimiento se realizo de la siguiente manera:

e Secoloco un trozo de la tira de oxidasa en una placa Petri, sobre esta con ayuda de una pipeta
Pasteur se afiadi6 una gota de agua destilada estéril.
e Sobre latira de oxidasa se coloco una muestra del clon bacteriano con ayuda de un palillo de

madera estéril. (Winn, 2006, p.38) (Alvarez, 1995, p.135)

Resultados

Si la prueba es positiva luego de 30 segundos se apreciara un color fucsia o azul-violeta, si es

negativa no generara color como se indica en la figura 12-2. (Universidad Técnica Federico Santa Maria,
2011) (Alvarez, 1995, p.135)

Figura 12-2: Oxidasa positiva (lado izquierdo) y

oxidasa negativa (lado derecho)
Fuente: ARANGUREN, 2014

Prueba de la oxidacién/fermentacion

Para preparar el medio de cultivo se realizo lo siguiente:

e Enuna canastilla de papel filtro se peso la cantidad necesaria del medio de cultivo.
e En un matraz Erlenmeyer se colocé una cantidad adecuada de agua destilada y el medio de

cultivo que se peso.
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e Se realizé el célculo respectivo de la glucosa tomando en cuenta que 1 gramo es por cada
100mL y se peso.

e Laglucosa fue afiadida al matraz Erlenmeyer.

e Se disolvié todo el contenido del matraz tanto en frio como en calor hasta que se produzcan
tres ebulliciones.

e Entubos de vidrio estériles de tapa roja se repartié aproximadamente 7mL del medio.

e Se autoclavé el medio de cultivo durante 30 minutos a 121°C, se dejo enfriar. (Universidad

Técnica Federico Santa Maria, 2011)

El procedimiento de la prueba OF se realiz6 de la siguiente manera:

e Se prepararon dos tubos con el medio de cultivo Hugh y Leifson para cada colonia.

e Se identificaron los tubos con el codigo de cada colonia y uno como abierto y el otro como
cerrado.

e Con la ayuda de la aguja de inoculacion se tomo de la caja de agar Mueller Hinton un clon
bacteriano y se lo inocul6 en el centro de los dos tubos por puncién sin llegar a tocar el fondo
del tubo es decir hasta antes de 0.5cm del fondo.

e Auntubo se le coloco un tapon de parafina para lo cual se colocd un poco de parafina en un
vaso de vidrio y se derritio al calor, luego la parafina se verti6 sobre el tubo hasta formar un
tapén de aproximadamente 1 a 2cm.

e Los dos tubos se incubaron a 35°C por 14 dias, durante los cuales se fueron observando y

anotando los cambios de color producidos. (Granados y Villaverde, 2003: p.23) (Procedimientos
Diagndsticos, 2008) (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011) (Alvarez, 1995, p.134)

Resultados

Si la bacteria oxida el hidrato de carbono Gnicamente cambia de color verde a amarillo el tubo sin
parafina, en cambio el microorganismo es fermentador del hidrato de carbono si el viraje de color
se produce en el tubo con y sin parafina tal como se muestra en la figura 13-2, si la bacteria no
oxida ni fermenta el azOcar ambos tubos se mantienen de color verde y por tanto al
microorganismo se le considera como inerte. Las bacterias anaerobias fermentan los
carbohidratos, las facultativas pueden fermentar u oxidar y las aerobias estrictas sélo pueden
oxidar. (Granados y Villaverde, 2003: p.23) (Procedimientos Diagndsticos, 2008) (Universidad Técnica Federico
Santa Maria, 2011) (Alvarez, 1995, p.134)
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Figura 13-2: Resultados de la prueba de oxidacion—fermentacion
Fuente: PEREZ, 2014

Siembra en agar sangre e identificacion de hemadlisis

Para determinar qué tipo de hemolisis genera un microorganismo realizamos lo siguiente:

e Se codificd la caja Petri con el codigo del microorganismo y la fecha.

e Seesterilizé el asa de platino y se tom6 un clon bacteriano del agar Mueller Hinton el cual se
sembrd por agotamiento de estrias sobre la superficie del agar sangre.

e Lacaja Petri luego de ser inoculada se incubé durante 24 horas a 35°C.

e Se observo si alrededor de las colonias se formé o no una zona de hemolisis y cuéles eran sus
caracteristicas.

e Se anotd y report6 los resultados obtenidos de cada microorganismo. (Granados y Villaverde,
2003: p.26) (Alvarez, 1995, pp.124-125)
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2.9.6.8 ldentificacion de cocos Gram positivos

Crecimiento y fermentacion en agar Manitol Salado

El procedimiento se realizo de la siguiente manera:

» Dentro de la camara de flujo laminar y con el mechero encendido se esterilizé el asa de platino
y se tomo un clon bacteriano del agar Mueller Hinton.

» Serealizé la siembra en el agar Manitol Salado mediante estrias continuas.
Se incubd la caja Petri en una estufa bacterioldgica de 18 a 24 horas a una temperatura de

35°C. (Laboratorios Britania S.A., 2015c) (Becton Dickinson, 2013b)

Para la interpretacion de resultados se tomé en cuenta lo siguiente:

e Staphylococcus aureus: Crecimiento de las colonias y el medio se fermenta cambiando su
color de rojo a amarillo.

« Staphylococcus epidermidis: Crecimiento de las colonias y el medio no ferment6. (Casado,
2012, p.23) (Laboratorios Britania S.A., 2015c) (Becton Dickinson, 2013b)

Prueba de la coagulasa

La prueba se realiz6 con plasma humano, permitio determinar la existencia de la enzima coagulasa
de algunos Staphylococcus en cuyo caso sera coagulasa positiva caso contrario sera coagulasa

negativa. (Granados y Villaverde, 2003: p.104) (Fernandez, 2010, p.7) (Procedimientos Diagnésticos, 2008)
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El procedimiento se realizé de la siguiente manera:

e Se extrajo sangre humana en tubos de tapa celeste y con movimientos suaves se homogenizo
para evitar que la sangre se coagule.

e Los tubos de tapa celeste con la sangre reposaron unos minutos hasta que los glébulos rojos
sedimentaron, para una mejor separacion del plasma se centrifugd a 3000 revoluciones
durante 5 minutos.

¢ Con una pipeta automatica se extrajo el plasma de los tubos de tapa celeste y se los pasé a
otro tubo de vidrio estéril.

e Se identificaron varios tubos de vidrio estériles y con la pipeta automatica se deposité 0,5mL
de plasma en cada uno.

e Se tomo un clon bacteriano con el asa estéril, se introdujo dentro de cada tubo y se mezcl6
suavemente por rotacion sin agitar.

e Se incubd los tubos semitapados en la estufa a 35°C durante 24 horas observando los tubos
cada 30 minutos las primeras 4 horas para detectar si al inclinar un poco el tubo se habia

formado o no un codgulo. (Granados y Villaverde, 2003: p.105) (Procedimientos Diagnosticos, 2008)
(Alvarez, 1995, pp.117-118)

Resultados

La prueba es positiva si en el transcurso de 3 a 4 horas el plasma se coagula de manera firme
incluso al inclinar el tubo de vidrio tal como se muestra en la figura 14-2, sin embargo algunas

bacterias con menos produccion de coagulasa necesitan 24 horas de incubacién. (Clavell, 2009)
(Alvarez, 1995, p.118)

Resultado
positivo

Resultado
negativo

Figura 14-2: Resultados de la prueba de la coagulasa.
Fuente: CLAVELL, 2009
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Crecimiento en caldo hipersalino al 6.5%

El procedimiento se realiz6 de la siguiente manera:

e Se prepar6 el medio de cultivo caldo tripticasa de soja al cual se le afiadio cloruro de sodio
hasta alcanzar la concentracion de 6.5 gramos por cada 100mL.

e En cada tubo se deposit6 3mL de caldo tripticasa de soja y esterilizo.

e Se los etiquetd con un respectivo codigo de los microorganismos.

e Con un asa estéril se tom6 un clon bacteriano y se inocul6 el caldo.

e Lostubos se incubaron de 24 a 48 horas a 35°C. (Alvarez, 1995, p.118)

Resultados

La prueba es positiva si se presenta turbidez en el medio lo cual indica crecimiento del

microorganismo caso contrario la prueba es negativa como se muestra en la figura 15-2. (Alvarez,
1995, p.119)

—t- -

Figura 15-2: Resultados del crecimiento en caldo hipersalino
Fuente: ARANGUREN, 2014

106



Pruebas de diferenciacion bacteriana por sensibilidad o resistencia a los antibi6ticos acido

nalidixico 30ug, optoquina 5ug, bacitracina 0.04U y novobiocina 5ug.

El procedimiento se realiz6 como prosigue:

e Enun tubo de vidrio estéril y rotulado se coloc6 1.5mL de suero fisioldgico.

e Con un hisopo estéril se tom¢ una colonia del agar Mueller Hinton y prepard una suspension
semejante a la densidad de la escala 0.5 de McFarland.

e Lostubos se mezclaron y fueron comparados con la escala de McFarland sobre una superficie
iluminada y contra una linea negra.

e Con un nuevo hisopo se tom6 un poco de la suspension bacteriana eliminando el exceso del
indculo por rotacion del hisopo en las paredes internas del tubo.

e Se inoculd en la caja Petri de agar Mueller Hinton realizando estrias sobre la superficie del
medio de cultivo en tres direcciones y pasando dos veces el hisopo de forma circular por los
bordes del agar.

e Sedejo reposar las cajas Petri inoculadas durante 10 minutos.

e Se tomd una pinza metélica y se la esterilizd acercandola a la llama del mechero.

e Utilizando la pinza metalica se coloco sobre la superficie del agar inoculado los discos de los
antibioticos.

e Se presiond ligeramente los discos contra el medio de cultivo realizando tres pequefios
toquecitos.

o La caja Petri reposo tapada durante 5 minutos.

e Se invirtieron las cajas y se incubaron a 35°C de 18 a 24 horas.

e Se observdy midié la presencia o ausencia de halos de inhibicion de crecimiento microbiano.

e Se compard las medidas de los didmetros de las zonas de inhibicion con los estandares para
ver si los microorganismos en estudio eran sensibles o resistentes y asi poderlos identificar

unos de otros. (Alvarez, 1995, pp.113-134)

Cabe mencionar que también se realiz6 la siembra de las colonias en medio Kligler y urea con el

procedimiento que se indica posteriormente en la identificacion de bacilos Gram negativos.
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2.9.6.9 Identificacidn de bacilos Gram positivos

Hidrdlisis de la gelatina

Para preparar el agar se realizé lo siguiente:

e Se calcul6 y se pesd en papel aluminio el agar nutritivo en la cantidad suficiente para el
volumen que se iba a preparar.

e Se realizo el célculo del volumen de agua destilada y la cantidad de gelatina tomando en
cuenta que 120 gramos es para un litro y se procedi6 a medir y pesar.

e Enun matraz Erlenmeyer se colocé el agua destilada, agar nutritivo y la gelatina.

e Sedisolvid tanto en frio como en calor, se autoclavd y se colocd en las placas Petri. (Clavell,
2009)

Para preparar 100mL del reactivo cloruro mercurico acido se siguio el siguiente procedimiento:

e Enun bal6n aforado de 100ml se coloc6 una pequefia cantidad de agua destilada.

e Enuna canastilla de papel aluminio se pesaron 15 gramos de cloruro mercdrico.

e Se coloco el cloruro mercdrico en el balon aforado.

e Conuna pipeta volumétrica se midié 20mL de acido clorhidrico concentrado y por las paredes
del balén aforado se vertio poco a poco.

e Se agito suavemente hasta la disolucion del cloruro mercdrico.

e Se afiadid al balon agua destilada hasta llegar a la linea de aforo. (Clavell, 2009)

Para realizar esta prueba se siguieron los siguientes pasos:

e Se tomo un clon bacteriano del agar Mueller Hinton con la ayuda de un asa estéril.
e Seinocul6 el microorganismo en la placa de agar gelatina mediante estrias.
e La placa Petri se incubd a 35°C durante 2 dias pues ya se obtuvo un buen crecimiento de la

colonia.
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o Sobre la colonia se colocé unas gotas de cloruro mercarico acido, se observé los resultados y

se reportd. (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011) (Clavell, 2009)

Resultados

Un microorganismo es gelatinasa positivo es decir capaz de hidrolizar la gelatina si alrededor del
indculo se presenta un halo incoloro, la prueba es negativa si alrededor del in6culo se forma un
precipitado blanco producto de la reaccion del reactivo con la gelatina como se muestra en la

figura 16-2. (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011) (Clavell, 2009)

Resultado negativo Resultado positivo

Figura 16-2: Resultados de la hidrolisis de la gelatina
Fuente: CLAVELL, 2009

Hidrolisis del Almidon

Para preparar el agar se realizd lo siguiente:

o Se realizé el célculo y se pesé en papel aluminio el agar nutritivo en la cantidad suficiente
para el volumen que se iba a preparar, este medio contiene extracto de carne y peptona.

e Igualmente se realizé el célculo a pesar de la cantidad de maicena haciendo relacion que 2
gramos es para un litro de agua destilada y se procedi6 a pesar.

e Enun matraz Erlenmeyer se colocé el agua destilada, agar nutritivo y la maicena.

e Se disolvid tanto en frio como en calor, el medio de cultivé se autoclavé y se coloco en las

placas Petri.
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El procedimiento de esta prueba se realiz6 de la siguiente manera:

e Se esterilizd al mechero el asa de platino y se tom6 un clon bacteriano del agar Mueller
Hinton.

e La colonia fue inoculada en el agar almidon mediante una siembra en estrias.

e La placa Petri se incub6 durante dos dias a 35°C ya que se noté un buen desarrollo de la
colonia.

« Se rocio lugol sobre la colonia, se observo el resultado y se lo reportd. (Universidad Técnica
Federico Santa Maria, 2011) (Alvarez, 1995, p.111)

Resultados

El microorganismo es amilasa positivo si alrededor del indculo se presenta un halo incoloro, si
aparece un color azul-pardo alrededor del in6culo el microorganismo es amilasa negativo pues al

no poseer la enzima no pudo hidrolizar el almidén como se muestra en la figura 17-2. (Universidad
Técnica Federico Santa Marfa, 2011) (Alvarez, 1995, p.111)

Figura 17-2: Prueba negativa (lado izquierdo) y prueba positiva (lado derecho).
Fuente: MARTIN, 2011

También se realizd la siembra en el agar manitol salado con el procedimiento indicado
anteriormente, eosina azul de metileno y MacConkey, asi como también las pruebas bioquimicas

cuyos procedimientos se indican a continuacion.
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2.9.6.10 Identificacion de Bacilos Gram Negativos

Crecimiento en agar Eosina Azul de Metileno

El procedimiento se realizo de la siguiente manera:

e En la camara de flujo laminar y con el mechero encendido, se esterilizo el asa de platino y se
tomo un clon bacteriano del agar Mueller Hinton.

e Se realizo la siembra en el agar eosina azul de metileno mediante estrias en la superficie del
medio.

e Seincubd la caja Petri en una estufa bacteriolégica de 18 a 24 horas a 35°C.

« Se observaron las caracteristicas de las colonias y se reportd. (Laboratorios Britania S.A., 2010a)
(Becton Dickinson, 2013a)

Crecimiento en agar MacConkey

El procedimiento se realizé de la siguiente manera:

e Con un asa de platino estéril se tom6 un clon bacteriano del agar Mueller Hinton.
e Lasiembra se realizo por estrias continuas en la superficie del agar MacConkey.
o Lacaja Petri se incubo a 35°C de 24 a 48 horas.

o Se observo las caracteristicas de las colonias y se reportd los resultados. (Granados y Villaverde,
2003: p.25) (Laboratorios Britania S.A., 2015b)
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Crecimiento en agar Salmonella-Shigella

El procedimiento se realizo de la siguiente manera:

e Se esterilizo el asa de platino al mechero y se tomé un clon bacteriano del agar Mueller
Hinton.

e Se realiz6 una siembra por estrias en la superficie del agar Salmonella-Shigella.

e Lacaja Petri se incubd a 35°C de 24 a 48 horas.

Se observd las caracteristicas de las colonias y se realiz0 la interpretacién respectiva. (Granados
y Villaverde, 2003: p.27) (Laboratorios Britania S.A., 2015d)

Prueba del agar Kligler

El procedimiento se realizo de la siguiente manera:

e Con la aguja de inoculacion estéril se tom6 un clon bacteriano del agar Mueller Hinton.

e Serealizd una puncion en el centro del tubo con agar Kligler hasta 0,6cm del fondo y se retir6
la aguja por el mismo camino por el que entré.

e En lasuperficie del tubo se sembr6 por estriamiento en forma de S o de zig-zag. (Figura 18-
2)

e Los tubos se incubaron semitapados a 35°C durante 18 a 24 horas. (Granados y Villaverde, 2003:
p.24) (Alvarez, 1995, p.141)

WVt » o o
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Figura 18-2: Siembra por puncion y estria en el agar Kligler.
Fuente: SANTAMBROSIO, 2009
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Resultados

El medio de cultivo es de color rosado o salmén, luego de que se ha sembrado el indculo e

incubado el tubo de vidrio puede generarse los resultados que se muestran en la tabla 1-2. (Alvarez,
1995, p.141)

Tabla 1-2: Resultados del crecimiento del microorganismo en agar hierro de Kligler.

Fermentacion de glucosa Vira a amarillo el fondo del tubo

Fermentacion de lactosa Vira a amarillo la superficie o pico de flauta
del tubo

Fermentacion de glucosa/lactosa Vira a amarillo todo el tubo

Produccion de acido sulfhidrico Precipitado negro de sulfuro ferroso

Gas en la fermentacion de la glucosa Burbujas o despegamiento del medio

Fuente: PROCEDIMIENTOS DIAGNOSTICOS, 2008

Prueba del citrato

El procedimiento realizado fue el siguiente:

e Con una aguja de inoculacion estéril se tomé un clon bacteriano.
e Se realizo la siembra en el tubo por un estriamiento en forma de S o de zig-zag Unicamente
en el pico de flauta del agar.

e Los tubos se incubaron semitapados a 35°C durante 24 a 48 horas. (Universidad Técnica Federico
Santa Marfa, 2011) (Alvarez, 1995, p.116)

Resultados

Si existe crecimiento y el medio toma un color azul la prueba del citrato es positiva, si no hubo
crecimiento y el medio continua de color verde la prueba del citrato es negativa tal como se indica

en la figura 19-2. (Universidad Técnica Federico Santa Marfa, 2011) (Alvarez, 1995, p.116)
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Figura 19-2: Prueba del citrato positiva (lado izquierdo)

y prueba negativa (lado derecho)
Fuente: ARANGUREN, 2014

Prueba de la Grea

El procedimiento se realiz6 de la siguiente manera:

e Setomd un clon bacteriano del agar Mueller Hinton con la aguja de inoculacion estéril.
e Se sembr6 por estriamiento en forma de S o zig-zag en el pico de flauta.

e Los tubos se incubaron semitapados a 35°C durante 24 a 48 horas. (Laboratorios Britania S.A.,
2010) (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011) (Alvarez, 1995, p.142)

Resultados

Si la prueba es positiva se genera un cambio de color del medio a un rojo violeta y si el tubo

contintia con la coloracion inicial la prueba es negativa como se muestra en el grafico 20-2.
(Laboratorios Britania S.A., 2010b) (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011) (Alvarez, 1995, p.142)

Figura 20-2: Ureasa negativa (1) y

Ureasa positiva (2)
Fuente: UPEI, 2016
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Medio SIM

El procedimiento se realizo de la siguiente manera:

e Con una aguja de inoculacion estéril se tomé un clon bacteriano del agar Mueller Hinton.

e Se realiz6 una puncién profunda en linea recta en el centro del tubo hasta antes de llegar al
fondo y se extrajo la aguja por el mismo camino.

e Los tubos se incubaron semitapados a 35°C por 24 horas.

e Pasadas las 24 horas de incubacion se afiadi6 al tubo de 3 a 5 gotas del reactivo de Kovacs
agitando suavemente.

e Se observo los resultados de movilidad, indol, acido sulfhidrico y se los report6. (Granados y
Villaverde, 2003: p.133)

Resultados

Movilidad: Es positiva si hay turbidez o crecimiento més allé de la linea de siembra y es negativa

si el crecimiento se mantiene en la linea de siembra, como se indica en la figura 21-2. (Gaitan, 2011)

Produccion de H,S: Positivo si se presenta un color negro a lo largo de la linea de siembra o en

todo el medio caso contrario es negativo, como se muestra en la figura 22-2. (Gaitan, 2011)

1.- Motilidad positiva 2.- Motilidad negativa

' Presenciade
crecimiento solo en el
sitio de puncidn

Presenciade
turbidez difusa en el
medio.

Figura 21-2: Resultados de la motilidad en agar SIM.
Fuente: GAITAN, 2011

115



1.-H.S positivo 2.- H2S negativo

Figura 22-2: Resultados de la produccion de H2S en agar SIM.

Fuente: GAITAN, 2011

Indol: La reaccion es positiva si se forma un anillo de color rojo en la superficie del tubo como
en el caso de Escherichia coli y es negativa si no se presenta coloracion como en el caso de la
Enterobacter aerogenes (Figura 23-2), un anillo color naranja indica desarrollo de escatol que

puede ser precursor del indol. (Universidad Técnica Federico Santa Maria, 2011) (Alvarez, 1995, p. 127)

Figura 23-2: Resultados de la prueba del indol
Fuente: UNIVERSIDAD TECNICA FEDERICO SANTA MARIA, 2011

2.9.6.11 Antibiograma

Para esta determinacion se utiliza el método de difusion en agar, se procedio a realizar lo

siguiente:

» Se preparo6 el agar Mueller Hinton.

116



En un tubo de vidrio estéril se coloc6 1.5mL de suero fisioldgico.

Con el hisopo estéril se tomaron algunas colonias del microorganismo (3 a 4) y se colocaron
en el tubo para realizar una suspension bacteriana que en turbidez sea semejante al estandar
McFarland de 0.5.

Se tomd un poco de la suspension bacteriana con el hisopo, eliminando el exceso del mismo
en las paredes del tubo de vidrio.

Se realiz6 una siembra por toda la superficie de la caja Petri rotandola 60°C cada vez en tres
direcciones diferentes y dando dos vueltas alrededor de los bordes del agar.

Con la ayuda de una pinza metélica flameada se coloca los discos de papel impregnados con
una solucion estandarizada del antibidtico, sobre la superficie del agar Mueller Hinton a una
distancia considerable un disco en relacion a otro.

Se presiond cada disco dando tres toquecitos para asegurar su contacto con la superficie del
agar.

Se coloca el cultivo en la estufa microbioldgica a 35°C y al siguiente dia se mide el didmetro
de la zona de inhibicion (mm) con una regla pasando por el centro del disco para cada
antimicrobiano y microorganismo.

Los diametros de inhibicion que fueron medidos se compararon con las tablas del National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) para asi ser reportado como

susceptible, intermedio, moderadamente sensible o resistente. (Pedrique, 2002) (Procedimientos en
Microbiologia Clinica, 2000)
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ESTUDIO MCROBIOLOGICO DE LAS AGUAS TERMALES DEL BALNEARIO

Muestreo

Incubacion

Conteo de
las colonias

Seleccionar las
colonias a ser aisladas

Siembra en agar sangre
e identificacion de
hemdlisis

Pruebas de
diferenciacion con
antibiéticos: acido

nalidixico 30ug,
optoquina 5ug,
bacitracina 0.04U y
novobiocina 5ug.

Pruebas
bioguimicas
Kligler, Urea,
SIM, citrato

Pruebas bioguimicas:
Kligler, citrato, Urea,

SIM

EL CACHACO

Medicidn in situ de la
temperatura y el pH

e Recuento rapido de Aerobios

e Recuento de Escherichia coli y
Coliformes

e Sistema de recuento Staph
Express (S. aureus)

e Recuento de mohos y levaduras.

Realizar repiques en agar
Mueller Hinton (4 a 5 veces)

Prueba de la catalasa, W
oxidasa y OF. J

-Crecimiento y fermentacién
en agar manitol salado

-Prueba de la coagulasa,
Kligler, Grea

-Crecimiento en caldo
hipersalino 6.5%

Crecimiento en Hidrolisis de

agar Manitol la gelatina 'y

Salado, EA.M. y del almidén
MacConkey

Crecimiento en agar
EMB, MacConkey,
Salmonella-Shigella

Transporte de la
muestra al laboratorio

Siembra Siembra
en en agar
placas EAM y
3M manitol
Petrifilm salado
Siembra por

agotamiento en estrias

Tincion GRAM

COCOS GRAM
POSITIVOS

BACILO GRAM
POSITIVO

BACILOS GRAM
NEGATIVOS

Figura 24-2. Esquema de la metodologia general del estudio microbiol6gico realizado en las

aguas termales del Balneario EI Cachaco ubicado en la parroquia Calacali de la provincia de

Pichincha.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Tabla 2-2: Procedimientos de identificacion de los cocos Gram positivos del muestreo N°1.

MUESTREO 1
Cadigo de la cepa 1-4 1-18 2-2 2-5 2-6 2-12 3-1
NUmero de muestra M1 M5 M1 M1 M3 M3 M1
Placa 3M Petrifilm/Agar E.M.B. E.M.B. Recuento Recuento Recuento Recuento Recuento
100uL 100uL Rapido de Rapido de Rapido de Rapido de Raépido de
Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios
ORIGEN Mediana, Mediana, Mediana, Muy Grande, Muy pequefia, Grande,
Descripcion macroscopica de la circular, circular, circular, azul pequefia, irregular, azul puntiforme, irregular, azul
colonia crecida en la placa blanco Cremoso con con un punto puntiforme, con centro roja, bordes con puntos
Petrifilm/Agar (tamafio, forma, cremoso con | centro morado en el centro, roja, bordes | muy azulado, enteros. azules
color, bordes) centro 0Sscuro bordes enteros enteros bordes medianos color
blanco pequerio, ondulados oscuro en el
grande, bordes lisos. centro, bordes
bordes lisos. ondulados.
Morfologia celular Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/
MORFOLOGIA Racimos Racimos Racimos Racimos Cadenas Cadenas Racimos
MICROSCOPICA Tincion Gram Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Catalasa Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Oxidasa Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Negativo
OF Oxidativo Inerte Fermentativo Oxidativo Fermentativo Oxidativo Inerte
Crecimiento Blanco Blanco algo Blanco Blanco Blanco Cremoso Blanco
Agar sangre Cremoso transparentoso, Cremoso, cremoso, Ccremoso, transparentoso, | cremoso, Imm,
grisaceo, >1mm, >1lmm, >1imm, >1lmm, <lmm.
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PRUEBAS >1mm, circular, muy circular, muy circular, circular, muy circular, circular,
BIOQUIMICAS circular, muy voluminosa voluminosa bastante voluminosa bastante voluminosa
voluminosa voluminosa voluminosa
Hemodlisis ¥ ¥ ¥ ¥ a ¥ B
Agar Manitol Salado No creci6 ni No crecid ni No creci6 ni No crecid ni | No crecid ni No creci6 ni No crecid ni
fermento fermento fermento fermentd fermento fermento fermento
Coagulasa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Crecimiento en NaCl 6.5% Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Glucosa + + + + + + +
Lactosa - = - = = - -
Kligler o - - - - - - -
H2S - - - - - - -
Urea Negativo Positivo Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo
DISCOS DE Bacitracina 0.04U Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
ANTIBIOTICOS PARA Novobiocina 5ug Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Sensible Resistente
DIFERENCIACION Acido nalidixico 30ug Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente Sensible Sensible
BACTERIANA
Optoquina 5ug Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
IDENTIFICACION Género y especie Micrococcus | Staphylococcus | Staphylococcus | Micrococcus | Streptococcus | Streptococcus | Staphylococcus
luteus epidermidis epidermidis luteus viridans viridans epidermidis

DEL
MICROORGANISMO

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Tabla 3-2: Procedimientos de identificacion de los cocos Gram positivos del muestreo N°1.

MUESTREO 1
Cadigo de la cepa 3-7 3-11 3-17 3-62 4-2 4-7 4-11
Ndmero de muestra M1 M1 M1 M1 M3 M5 M2

Placa 3M Petrifilm/Agar Recuento Recuento Recuento Recuento de E. Manitol Manitol salado Manitol

Rapido de Rapido de Rapido de coliy salado 100uL salado

Aerobios Aerobios Aerobios Coliformes 100uL 100uL
Mediana, Mediana, Pequena, Muy pequefia, Mediana, Pequeiia, Mediana,

ORIGEN Descripcién macroscopica de la irregular, roja irregular, irregular, roja puntiforme, circular, circular, circular,
colonia crecida en la placa 0SCuro con un roja con clara con un roja claro, cremosa, cremosa, cremosa,

Petrifilm/Agar (tamafio, forma, punto en el punto central | centrorosado | bordes enteros | bordes lisos. bordes lisos. bordes lisos.
color, bordes) centro y reflejo rosado oscuro, bordes
rosado, bordes 0Scuro ondulados.
ondulados pequefio,
bordes
ondulados.

MORFOLOGIA Morfologia celular Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/
MICROSCOPICA Racimos Racimos Cadenas Cadenas Racimos Racimos Racimos
Tincion Gram Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

Catalasa Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
Oxidasa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

OF Inerte Oxidativo Inerte Inerte Inerte Inerte Inerte

Crecimiento Blanco Blanco Cremoso Cremoso Cremoso Cremoso Blanco
Agar sangre transparentoso, Cremoso, transparentoso, | transparentoso, | amarillento, | amarillo claro, Cremoso,
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PRUEBAS >1mm, >1mm, 1mm, circular, <imm, Imm, <imm, Imm,
BIOQUIMICAS circular, circular, muy muy circular, muy circular, circular, sin circular,
voluminoso voluminoso voluminoso voluminoso bastante volumen voluminoso
voluminoso.
Hemolisis B ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥
Agar Manitol Salado No crecid ni No crecid ni No crecid ni No crecid ni Colonias Colonias No crecid ni
fermento fermento fermento fermento rojas rojas fermento
Coagulasa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Crecimiento en NaCl 6.5% Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Glucosa aF + + aF + + aF
Lactosa = > > = = = =
Kligler G - - - - - - -
H2S = = = = = = =
Urea Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Negativo
DISCOS DE Bacitracina 0.04U Resistente Resistente Resistente Resistente Sensible Resistente Sensible
ANTIBIOTICOS PARA Novobiocina 5ug Resistente Resistente Resistente Resistente Sensible Sensible Sensible
DIFERENCIACION Acido nalidixico 30ug Sensible Sensible Sensible Sensible Resistente Resistente Resistente
BACTERIANA
Optoquina 5ug Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
IDENTIFICACION Género y especie Staphylococcus | Micrococcus | Streptococcus | Streptococcus | Micrococcus | Staphylococcus | Micrococcus
DEL epidermidis luteus viridans viridans luteus epidermidis luteus
MICROORGANISMO

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Tabla 4-2: Procedimientos de identificacion de los cocos Gram positivos del muestreo N°2.

MUESTREO 2
Cadigo de la cepa 1-25 1-29 1-39 1-42 1-46 1-60
NUmero de muestra M2 M1 M2 M4 M2 M5
Placa 3M Petrifilm/Agar Recuento Recuento Recuento Recuento E.M.B. 100uL | Staph Express
Répido de Répido de Rapido de Rapido de
Aerobios Aerobios Aerobios Aerobios
ORIGEN Pequefia, Mediano, Mediana, Mediana, Enorme, Grande,
Descripcion macroscopica de la colonia puntiforme, alargado, rojo circular, azul puntiforme, circular, puntiforme,
crecida en la placa Petrifilm/Agar azul oscuro claro, bordes con centro negro con morada oscura | negro, bordes
(tamafio, forma, color, bordes) con reflejo azul enteros azul oscuroy | reflejo apenas con filo ondulados
claro mediano, reflejo apenas gris, bordes Cremoso,
bordes enteros celeste, bordes enteros. bordes lisos.
lisos

MORFOLOGIA Morfologia celular Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/ Cocos/

MICROSCOPICA Racimos Cadenas Cadenas Racimos Cadenas Racimos

Tincién Gram Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

Catalasa Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo

Oxidasa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
OF Fermentativo Inerte Inerte Fermentativo Fermentativo Fermentativo

Crecimiento Cremoso Cremoso Cremoso Blanco Cremoso Blanco
Agar sangre transparentoso, grisaceo transparentoso Cremoso, transparentoso, | cremoso, 1mm,
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PRUEBAS 1mm, circular, | transparentoso, apenas >1mm, 1mm, circular, circular,
BIOQUIMICAS voluminosa <lmm, amarillento, circular, muy voluminoso.
circular, <lmm, voluminoso voluminoso
bastante circular,
voluminoso voluminoso
Hemolisis ¥ B B ¥ ¥ B
Agar Manitol Salado No crecid ni No crecid ni Colonias Colonias Colonias rojas | Colonias rojas
fermentd fermento rojas amarillas,
fermento
amarillo
Coagulasa Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Crecimiento en NaCl 6.5% Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
Glucosa + + + + + +
Lactosa + = + + = =
Kligler Gas - - - - - -
H.S = = = = = -
Urea Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo Positivo
DISCOS DE Bacitracina 0.04U Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
ANTIBIOTICOS PARA Novobiocina 5ug Sensible Resistente Sensible Resistente Resistente Sensible
DIFERENCIACION Acido nalidixico 30ug Resistente Sensible Resistente Resistente Sensible Sensible
BACTERIANA
Optoquina 5ug Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente Resistente
IDENTIFICACION DEL Género y especie Staphylococcus | Streptococcus | Streptococcus | Staphylococcus | Streptococcus | Staphylococcus
MICROORGANISMO epidermidis agalactiae agalactiae saprophyticus viridans epidermidis

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Figura 25-2: Esquema de identificacion del Bacilo Gram positivo.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

125



Tabla 5-2: Procedimientos de identificacion de los bacilos Gram negativos del muestreo N° 1.

MUESTREO 1
Cadigo de la cepa 1-7 2-11 3-38 3-49
NuUmero de muestra M1 M3 M5 M5
Placa 3M Petrifilm/Agar E.M.B. 100uL Recuento Rapido | Recuento Rapido | Recuento Rapido
de Aerobios de Aerobios de Aerobios
ORIGEN Descripcion macroscopica de la colonia crecida en Mediana, Mediana, Pequeria, Muy pequefio,
la placa Petrifilm/Agar (tamafio, forma, color, circular, cremosa irregular, roja, puntiforme, azul puntiforme, roja
bordes) con centro blanco | bordes ondulados. | oscuro con reflejo con sombra
mediano, bordes rosado claro, celeste grande,
lisos. bordes enteros bordes enteros
MORFOLOGIA Morfologia celular Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos
MICROSCOPICA
Tincién Gram Negativo Negativo Negativo Negativo
Catalasa Positivo Positivo Positivo Positivo
Oxidasa Positivo Positivo Positivo Positivo
OF Inerte Oxidativo Oxidativo Oxidativo

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Agar sangre Crecimiento

Cremoso opaco,
>1mm, circular,

voluminosa

Cremoso opaco,
>1mm, circular,

voluminosa

Cremoso opaco,
>1mm, circular,

voluminosa

Cremoso opaco,
>1mm de
diametro,
circular,

voluminosa
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Hemodlisis ¥ B B B
Agar MacConkey Mediano, Crecimiento Mediano, Mediano,
circular, incoloro, amontonado circular, incoloro | circular, incoloro
sin volumen incoloro
Agar Salmonella-Shigella Muy pequefio, Pequefio, circular, Crecimiento Crecimiento
circular, incoloro incoloro amontonado, amontonado,
incoloro incoloro
Agar Eosina Azul de Metileno Pequefio, circular, Crecimiento Pequefio, circular, Crecimiento
incoloro amontonado, incoloro amontonado,
incoloro incoloro
Glucosa + + + A
Lactosa = = - -
Kligler Gas - - - -
H2S = = = =
Citrato Positivo Positivo Positivo Positivo
SIM Movilidad = = = =
Indol + - - -
H2S = = = =
Urea Negativo Positivo Positivo Positivo
IDENTIFICACION DEL Género y especie Campylobacter Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas
MICROORGANISMO spp. spp. Spp. spp.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

CAPITULO Il

Los parametros fisico-quimicos temperatura y pH del agua termal del balneario EI Cachaco como

ya se explicd en la metodologia fueron medidos con un termémetro de 360°C y con tiras reactivas

de pH; del recuento de las colonias crecidas en las diferentes placas 3M Petrifilm, agar eosina

azul de metileno y agar manitol salado se sacé un promedio o media aritmética, varianza y

desviacion estandar, el resto de resultados microbioldgicos se muestran en tablas.

3.1 Parametros Fisico-quimicos medidos in situ del agua termal del Balneario EI Cachaco.

Tabla 1-3: Parametros Fisico-quimicos del primer muestreo del agua termal del Balneario El

Cachaco.
SITIO MUESTREADO
PARAMETRO M1 M2 M3 M4 M5 PROMEDIO
Ligeramente Ligeramente Amarillo Ligeramente Amarillo
Color amarillo amarillo lechoso amarillo lechoso
Temperatura del 24 28 25 28 23 25,6
agua (°C)
pH 7 6,5 7 6,5 7 6,8
Temperatura 16,5
ambiente (°C)
Altura (m) 2470

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Tabla 2-3: Pardmetros Fisico-quimicos del segundo muestreo del agua termal del Balneario El

Cachaco.
SITIO MUESTREADO
PARAMETRO M1 M2 M3 M4 M5 PROMEDIO
Ligeramente Ligeramente Amarillo Ligeramente Amarillo
Color amarillo amarillo lechoso amarillo lechoso
Temperatura del 24 28 25 26 24 25,4
agua (°C)
pH 7 6,5 7 6,5 7 6,8
Temperatura 18
ambiente (°C)
Altura (m) 2470

Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Las aguas subterrdneas naturales tienen propiedades fisicoquimicas segln su composicion
quimica y las acciones externas de la naturaleza, estas propiedades pueden variar en el tiempo y

el espacio. (Porras, 1985, p.24)

Las tablas 1-3 y 2-3 muestran los resultados obtenidos del analisis fisico-quimico del agua termal,
en primer lugar relacionando la temperatura promedio del agua que en el primer muestreo fue de
25,6°C y en el segundo de 25,4°C con la temperatura ambiente de cada muestreo, se cumple lo
indicado por Burbano (2015, p. 111) de que el agua serd considerada termal cuando tenga una
temperatura superior en al menos 5°C a la temperatura media anual del lugar en el que se

encuentra.

Cabe mencionar que la temperatura ambiente vario en cada muestreo siendo en el primer caso de
16,5°C pues el muestreo se realizd en las primeras horas de la mafiana y en el segundo caso el

muestreo se realizé en la tarde cuando la temperatura ambiente era de 18°C en presencia de sol.

La temperatura promedio del agua termal del Balneario EI Cachaco en los dos muestreos fue
parecido, pero no coincide con el valor de 26,9°C reportado por el INAMHI en el afio 2012, esto
debido a que la temperatura en un sitio y momento dado depende de los aportes y pérdidas de
calor que existan en ese punto, ademas cabe mencionar que la temperatura tiene relacion con el
tipo de terreno, la naturaleza de las rocas, profundidad de la que emerge el agua es decir del

gradiente geotérmico (3°C por cada 100 metros) y de los fendmenos magmaticos del subsuelo.
(Burbano, 2015, p.115) (Porras, 1985, p.24) (Barrionuevo, 2004, p.16)
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De acuerdo a su temperatura promedio las aguas termales del balneario EI Cachaco se
clasificarian como hipotermales es decir que se encuentran en un rango de entre 20 y 30°C,
coincidiendo con la investigacion del INAMHI realizada en el 2012 en las aguas termales de

Calacali 1. (Burbano, 2015, p.111)

Estudios similares acerca de las propiedades fisico-quimicas del agua termal se han realizado en
otros Balnearios como en el de la villa de Olmedo en donde Torija et al. (2015, p.38) mencionan
que la temperatura del agua fue de 21,7°C considerada también hipotermal y el pH 8,2, asi mismo
en el estudio realizado en Bafios de Jaraba Aragon Torija y colaboradores (2004, pp.502-503)
determinaron que la temperatura del agua se encontraba entre 27 a 29°C considerada hipotermal

y el pH entornoa7,5.

En los sitios de muestreo M2 y M4 existié una mayor temperatura pues ahi era donde el agua
emergia desde las profundidades del suelo, seguido del punto de muestreo M3 en donde la
temperatura era de 25°C, este sitio a pesar de que estaba cercano a uno de los puntos de
emergencia del agua refleja influencia de la temperatura ambiente del lugar, del trayecto del agua

por el conducto hasta llegar a la piscina y del clima.

Por otro lado en los sitios de muestreo M1 y M5 la temperatura era menor, pues como mencioné
anteriormente en estos sitios el agua termal estaba influenciada por el clima y las variaciones
diarias o estacionales de la temperatura ambiente, ademas el sitio de muestreo M5 se encontraba

alejado del punto de surgencia del agua termal.

En cuanto al color del agua termal en los sitios de muestreo M1, M2 y M4 era ligeramente amarilla
debido al reflejo del fondo por donde corre el agua, no asi en las muestras tomadas de la piscina
(M3 y M5) en donde el color del agua era amarillo lechoso lo cual se debe a que generalmente
las aguas subterraneas contienen sales solubles como hierro, manganeso y otras sustancias

coloreadas suspendidas o disueltas en ella que ademas generaban turbidez. (Barrenechea, 2005)

Cabe mencionar también que en la formacion del color del agua ademas de la composicion
mineral influye el pH, temperatura, descomposicion de la materia, materia organica del suelo y la

solubilidad de los compuestos coloreados. (Barrenechea, 2005)

La turbidez de estas aguas termales provendria entonces de las particulas en suspension de los
minerales originarios de la erosién del suelo y las rocas, del aporte de las aguas de lluvia y de los
microorganismos que habitan en las mismas; esta turbidez afectaria la calidad estética del agua
es asi que la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) y la OMS establecen
que el agua para consumo humano deberia tener hasta 5 unidades nefelométricas de turbiedad

(UNT). (Marin, 2008) (Barrenechea, 2004) (Barrenechea, 2005)
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Un aspecto importante que cabe mencionar es que se observo presencia de gas en los sitios de
muestreo M2 y M4 que de acuerdo al Instituto Geoldgico y Minero de Espafia (2002), podria ser
reportado como anhidrido carbdnico disuelto el cual generalmente proviene de la disolucién acida
de carbonatos, una parte del anhidrido carbo6nico se encontraria en forma de gas y otra que debe
estar reaccionando con el agua para dar acido carbonico mismo que se disocia parcialmente en

los iones carbonato y bicarbonato.

En cuanto al pH este interviene en maltiples procesos quimicos y biolégicos del agua, el pH fue
medido in situ es decir en el momento de la toma de la muestra pues la temperatura lo afecta de

manera directa pudiendo incrementarse hasta en un 8%. (Porras, 1985, p.25)

La evaluacion de los valores de pH en la fuente termal mostré un promedio de 6,8 en ambos
muestreos lo cual es un indicativo de que las aguas termales son neutras, este valor es un poco
alto si lo comparamos con el valor del INAMHI que fue de 6,39 lo cual puede deberse a

variaciones normales en la composicién quimica del agua termal. (Burbano, 2015, p.115)

Finalmente se debe tomar en cuenta que el crecimiento microbiano esta relacionado de manera
directa a la temperatura, es decir que a una temperatura minima se inhibe el crecimiento, a
temperatura maxima se produce la muerte celular y que una temperatura éptima permite una tasa
maxima de crecimiento, entonces podemos decir que en estas aguas termales pueden desarrollarse

los microorganismos meséfilos cuya temperatura 6ptima de crecimiento esta entre 25 y 40°C.
(Caimanque, 2012)

En cuanto al pH este condiciona el crecimiento y la supervivencia de las bacterias pues cada
microorganismo posee un rango de pH adecuado para vivir, en las aguas termales del balneario

El Cachaco pueden crecer microrganismos neutréfilos. (Caimanque, 2012)

3.2 Recuento de microorganismos aerobios meséfilos presentes en las aguas termales del

Balneario El Cachaco.

Luego de haber inoculado las placas 3M Petrifilm Recuento Rapido de Aerobios con cada una de
las muestras de agua termal y posteriormente incubadas a 35°C se obtuvieron los resultados que

se muestran en la tabla 3-3 y los promedios que se indican en el grafico 1-3.
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Tabla 3-3: Recuento de aerobios meséfilos de las aguas termales muestreadas del Balneario El

Cachaco.
SITIO Primer Segundo Media | Desviacion | Varianza
MUESTREADO muestreo muestreo estandar
(UFC/mL) (UFC/mL)
M1 66 134 100 48.0832 2312
M2 2 192 97 134.3502 18050
M3 20 41 31 14.8492 220.5
M4 4 2 3 1.4142 2
M5 163 28 96 95.4594 91125
RESULTADOS 255 397 65 45,3023 2052.3
TOTALES
Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Grafico 1-3: Promedios del recuento de aerobios mesofilos en los sitios muestreados del

Balneario El Cachaco.

Realizado por: CORTES

Sandra, 2016

El agua termal posee dos grupos de microorganismos el un grupo son las bacterias autéctonas

dependientes de las propiedades fisicoquimicas del agua como la composicién, temperatura, pH,

nutrientes, oxigenacion y el otro grupo lo conforman las bacterias al6ctonas procedentes del suelo,

vegetales, aguas residuales, heces fecales, etc.; el contenido bacteriano varia en relacion al tipo
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de agua, cantidad de sales inorganicas, sustancias organicas, enturbiamiento y temperatura. (De La
Rosa y Mosso, 2000, p.153-154)

En las piscinas la contaminacidn ocurre por la presencia de materia organica y mineral, tierra y
principalmente por los microorganismos sapréfitos que pueden o no ser patégenos, que el usuario
deja al sumergirse en el agua, por lo cual se utilizan a los aerobios mes6filos como uno de los

indicadores de la calidad del agua. (San Martin, 2002) (Anlisis microbioldgico de los alimentos, 2014, pp.5-
6)

Como se observa en la tabla 3-3 en el primer muestreo realizado cuando no hubo presencia de
turistas, la mayor cantidad de microorganismos aerobios mesofilos se encontraba en el sitio de
muestreo M5 debido a que es por ahi por donde los usuarios dias anteriores han ingresado a la
piscina en donde han dejado los microorganismos que transportaban en su cuerpo y al estar el

agua estatica las bacterias se encontraban concentradas en ese lugar.

El sitio de muestreo M2 presentdé menos cantidad de colonias aerobias mesofilas, esto debido a
que el agua termal en ese momento no debid recibir la influencia de ningun tipo de agente
contaminante externo ni hubo presencia de bafiistas, no asi en el segundo muestreo que se realiz6
cuando hubo presencia de usuarios siendo este mismo punto en el que hubo mayor presencia de
aerobios mesofilos debido a que al haber bafistas el agua de la piscina regresa a este punto de

surgencia acarreando las bacterias.

La menor cantidad de bacterias aerobias mesoéfilas en el segundo muestreo se encontraba en el
punto M4, pues este en su mayor parte estaba protegido por una tapa de cemento que incluso pasé

desapercibido por los usuarios del balneario.

Tomando en cuenta el promedio de los dos muestreos, el punto M1 contiene la mayor cantidad
de bacterias aerobias mesdéfilas con 100UFC/mL, ya que este sitio estaba expuesto al ambiente,
bafiistas y a la vegetacion selvatica del lugar, no asi en el punto de muestreo M4 en donde la

cantidad promedio de bacterias fue de 3UFC/mL como se observa en el grafico 1-3.

Cabe mencionar que la cantidad de aerobios meséfilos permite estimar la carga de
microorganismos de una muestra y la calidad sanitaria del agua; un recuento bajo no indica que

hay ausencia de bacterias patdgenas. (Analisis microbiolégico de los alimentos, 2014, pp.5-6)

Andueza menciona que la presencia de bacterias aerobias mesofilas en cantidades elevadas
muestra la existencia de contaminacion y problemas en la higiene del agua; ademas el Cédigo
Sanitario Mexicano indica que el recuento de aerobios meséfilos no debe sobrepasar de 200

colonias por cada mL de agua lo cual se cumpli6 al realizar el recuento en cada punto muestreado.

(Andueza, 2014) (Técnicas para la enumeracion de microorganismos, 2012)
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De la Rosa et al. (2015, p.57) en un estudio de la microbiologia del agua mineral del Balneario Villa
de Olmedo citan un nimero de bacterias aerobias viables menor a 5 UFC/mL en el punto de
emergencia; Mosso y De la Rosa (2011, p.61) en una investigacion en los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Bafios de la Concepcion indican que en los tres manantiales
en el sitio de emergencia el nimero de bacterias heterétrofas y oligotrofas aerobias viables fue

menor de 20 UFC/mL lo cual indic6 que la proteccion de los manantiales era adecuada.

Asi mismo en una investigacion realizada por De la Rosa et al. (2009, p.768) acerca de la
microbiologia de los manantiales mineromedicinales del Balneario de Alicun de las Torres
(Granada), los investigadores determinaron gque en el punto de emergencia del agua el nimero de
bacterias heterdtrofas y oligotrofas aerobias viables fue menor a 100UFC/mL lo cual no

representd un riesgo sanitario.

Mosso et al. (2006, pp.293-294) en un estudio de la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario Cervantes mencionan que la cantidad de bacterias heterotrofas
y oligotroficas aerobias viables en los sitios donde emergen los dos manantiales fue menor a
100UFC/mL, lo mismo mencionan Mosso et al. (2008, p. 511) en el estudio de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Valdelateja ademas de una cantidad de bacterias esporuladas

menor a SUFC/mL, lo cual mostré una adecuada proteccion de los manantiales termales.

De igual manera en la investigacion realizada por De la Rosa et al. (2007, pp. 257-258) acerca de la
microbiologia del manantial mineromedicinal del Balneario Puente Viesgo se muestra que en el
punto de emergencia del agua el nimero de bacterias heterétrofas y oligotrofas aerobias viables
y de bacterias esporuladas fue menor a 10UFC/mL lo que indic6 que el habitat acuatico

subterraneo estaba protegido de cualquier contaminacion externa.

Ademas De la Rosa y colaboradores (2004, p.531) en un estudio de la microbiologia de las aguas
mineromedicinales de los Balnearios de Jaraba mostraron que el nimero de bacterias heterétrofas
aerobias viables era menor a 10UFC/mL en todos los manantiales lo cual indico que existia una

buena proteccion de los mismos.

Todos los resultados de estos estudios microbiol6gicos_coinciden con los promedios de aerobios
mesofilos detectados en los diferentes sitios muestreados del Balneario EI Cachaco en donde las
bacterias aerobias mesdéfilas no superaron las 100UFC/mL, por tanto podemos decir que estos
microorganismos no representan un riesgo sanitario mostrando asi que el acuifero tiene una

aceptable proteccion.

La presencia de bacterias aerobias mesoéfilas en todos los puntos muestreados nos indica que las
mismas pueden haber provenido del ambiente y de los usuarios del agua termal, sin embargo se

deberia tomar alguna medida de higiene adicional que disminuya la cantidad de estos
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microorganismos especialmente en los sitios de muestreo M1, M2 y M5 en donde se evidencia

una cantidad elevada de microorganismos.

3.3 Recuento de Escherichia coli y Coliformes totales presentes en las aguas termales del

Balneario El Cachaco.

El recuento de Escherichia coli y Coliformes totales se realizé luego de haber incubado a 35°C
las placas 3M Petrifilm inoculadas con las muestras de agua termal, en donde se obtuvo los

resultados que se muestran en la tabla 4-3.
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Tabla 4-3: Recuento de Escherichia coli y Coliformes totales en los sitios muestreados del

Balneario El Cachaco.

SITIO NUmero UFC/mL
MUESTREADO de TOTAL | Media | Desviacion | Varianza
muestreo | Escherichia | Coliformes estandar
coli totales

Primer 0 6 6

M1 muestreo 8 2.1213 5
Segundo 0 9 9
muestreo
Primer 0 0 0

M2 muestreo 0 0 0
Segundo 0 0 0
muestreo
Primer 0 1 1

M3 muestreo 3 2.8284 8
Segundo 0 5 5
muestreo
Primer 0 0 0

M4 muestreo 0 0 0
Segundo 0 0 0
muestreo
Primer 0 7 7

M5 muestreo 5 3.5355 13
Segundo 0 2 2
muestreo

RESULTADOS TOTALES 0 30 30 3 3.4205 12

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Grafico 2-3: Promedios del recuento de Coliformes totales de los sitios muestreados del

Balneario El Cachaco.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Las aguas termales ademas de la microbiota autdctona pueden contener microorganismos
aloctonos procedentes de otros habitats como por ejemplo los indicadores fecales (Escherichia
coli, enterococos, Clostridium sulfito-reductores y Clostridium perfringens), ademas de gérmenes

patdgenos como la Salmonella, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. (Rodés, 2001,
p.80)

Segln Arcos M. et al. (2005, p.72) la presencia de coliformes es uno de los aspectos que se considera
para determinar la contaminacién bacteriana reciente del agua, estos pueden pertenecer a dos
grupos el uno son los coliformes totales de los géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y
Citrobacter y el otro grupo son los coliformes fecales (Escherichia coli, ciertas especies de

Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter). (Vazquez, 2013)

En la tabla 4-3 se muestra el crecimiento de las colonias bacterianas en los diferentes sitios
muestreados del balneario EI Cachaco, en donde no ha existido presencia de Escherichia coli no

asi en el caso de los coliformes que aparecieron en tres de los cinco puntos muestreados.

Vazquez S. y colaboradores (2013) mencionan que las bacterias de origen intestinal como la
Escherichia coli, constituye uno de los principales indicadores de contaminacion fecal por heces
de humanos o animales, este microorganismo patdgeno entérico no sobrevive en el agua debido
a la temperatura de esta, efectos de la luz solar, otras bacterias que habitan en la misma y a la

composicion quimica del agua razones por las cuales en este estudio no se detectd su presencia.
(Pullés, 2014, p.27) (Guias para la calidad del agua potable, 2006) (Arcos, 2005, p.72)
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En cuanto al recuento de coliformes totales en el primer muestreo, el mayor nimero de
microorganismos se encontraban en punto muestreado M5 seguido del sitio M1 mientras que en
el segundo muestreo el punto M1 mostré mayor cantidad de coliformes totales seguido del sitio

M3; en cambio en los puntos muestreados M2 y M4 no se detect6 crecimiento de coliformes.

Tomando en cuenta el promedio de coliformes totales en los dos muestreos los sitios en los que
existe mayor nimero de estas bacterias son M1 con 8UFC/mL y M5 con 5UFC/mL como muestra
el grafico 2-3, ya que se encuentran expuestos al ambiente que los rodea, suelo, polvo, vegetacion

y a las heces de las personas y animales.

Cano F. (2016) indica que la norma técnica Guatemalteca COGUANOR NTG 29001 acerca del
agua potable establece que no se debe detectar coliformes totales y Escherichia coli en 100mL de
agua, menciona también que los coliformes se encuentran en las heces de los humanos y animales
en una concentracion de 1-10 millones por cada gramo de heces por lo que son rapidamente

detectables.

Segln la Norma Mexicana NOM-127-SSA1 de agua para uso y consumo humano el nimero
permitido de coliformes totales es de menos de 2 UFC por cada 100mL de agua y de coliformes
fecales es 0 UFC/mL, la norma técnica colombiana NTC 813 de agua y agua potable (2007)

menciona que en 100mL de una muestra de agua no debe haber presencia de Escherichia coli.

(Técnicas para la enumeracion de microorganismos, 2012)

De igual manera De La Rosa M? et al. (2000, p. 156) mencionan que al ser las aguas
mineromedicinales de uso terapéutico no deben tener bacterias patégenas ni indicadoras de

contaminacién fecal pues estas representarian un grave riesgo sanitario.

Por otro lado el Real Decreto 742/2013 de los criterios técnico sanitarios de la calidad del agua y
del aire de las piscinas de Espafia, indica que en las piscinas de uso recreativo no debe haber
presencia de Escherichia coli (0 UFC en 100mL) y que en caso de sospecha de que existe este
microorganismo o se constate incumplimiento del valor de referencia indicado, se cerrara el lugar

y se tomaran acciones correctivas a fin de no poner en riesgo la salud de los bafiistas.

Como se puede ver en el grafico 2-3 la cantidad promedio de coliformes totales en los puntos
muestreados M1, M3 y M5 del Balneario El Cachaco superaron lo establecido en las normas de
agua potable mencionadas, pero en cambio se cumpli6é con la total ausencia de Escherichia coli

inclusive en comparacion lo dispuesto en el Real Decreto 742/2013 de Espafia.

De La Rosa y colaboradores (2015, p.58) en un estudio microbiol6gico del agua mineral del
Balneario de la Villa de Olmedo, mencionan que no han encontrado presencia de indicadores de

contaminacién fecal (coliformes fecales, enterococos, Clostridium sulfito-reductores,
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Clostridium perfringens y Escherichia coli) ni microorganismos patégenos cumpliendo asi la

normativa del agua de consumo humano.

El mismo resultado se obtuvo en la investigacién de la microbiologia del manantial
mineromedicinal del Balneario Puente Viesgo, en el estudio de la microbiologia de las aguas
mineromedicinales de los Balnearios de Jaraba, en la investigacion realizada en tres manantiales
del Balneario de Bafios de la Concepcion de Villatoya y en la_investigacion realizada sobre la

microbiologia de los manantiales mineromedicinales del Balneario de Alicin de las Torres. (De
La Rosa Jorge, 2007, pp.260-261) (De La Rosa Jorge, 2004, p.535) (Mosso Romeo, 2011, p.62) (De La Rosa Jorge,
2009, p.769)

En cambio Mosso et al. (2006, p.296) en su estudio microbioldgico de las aguas de los dos
manantiales mineromedicinales del Balneario Cervantes, sefialan que en los puntos de emergencia
de estas aguas hubo presencia de coliformes totales y esporas de Clostridium sulfito-reductores
pero en una pequefia cantidad (menos de 10/100mL de agua) que provenian del suelo por tanto

no fueron considerados indicadores de contaminacion fecal.

Mosso et al. (2008, p.515) en una investigacion de la microbiologia de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Valdelateja, indican que en el manantial Rio encontraron
coliformes totales en una cantidad de 18UFC/mL sin presencia de Escherichia coli por lo cual
estos microorganismos no indican contaminacion fecal ni riesgo a la salud de los seres humanos

pues podrian provenir de otros ambientes (suelo, aguas residuales, vegetales).

Por tanto se puede decir que con excepcidn de los puntos de donde emerge el agua termal el resto
de los sitios muestreados del Balneario EI Cachaco contienen coliformes totales en una cantidad
gue no permite cumplir con las normativas de agua potable, sin embargo como se encuentran en
pequefias cantidades en cada uno de los sitios muestreados y no hay presencia de Escherichia coli
no constituyen un riesgo sanitario pues pueden provenir de otros habitats, ademas se deberian

tomar medidas higiénicas correctivas que disminuyan la presencia de coliformes totales.

Finalmente es necesario mencionar que al momento de realizar el recuento de Escherichia coli y
coliformes totales, el gel de las placas 3M Petrifilm viré a amarillo lo cual indicaria un alto nimero

de microorganismos no-Coliformes como Pseudomonas.

Las Pseudomonas son bacilos flagelados, rectos, Gram negativos, aerobios estrictos, oxidasa y
catalasa positivos, algunas secretan un color amarillo verdoso fluorescente que generalmente son
inocuas para el ser humano a excepcion de algunas patégenas oportunistas como Pseudomonas

aeruginosa que afecta a las personas inmunosuprimidas afectando sus vias respiratorias. (Torrico,
2010, pp. 325-326)
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Arcos et al. (2005, p.74) mencionan que la Pseudomonas aeruginosa no es propia del agua, puede
provenir de las heces de los seres humanos y animales por lo que su presencia en el agua se
relaciona con la contaminacion de la misma, este microorganismo es capaz de sobrevivir por
varios meses en aguas a temperatura ambiente; el Real Decreto 742/2013 de los criterios técnico
sanitarios de la calidad del agua y del aire de las piscinas de Espafia indica que en estas aguas no

debe existir Pseudomonas aeruginosa (0 UFC/100mL).

Segun De La Rosa y colaboradores (2004, p.535) las Pseudomonas son bacterias que se encuentran
en aguas superficiales contaminadas con aguas residuales, vegetales y en el suelo, pueden
colonizar las aguas minerales naturales pues sobreviven en ambientes oligotroficos, y si estan
presentes cuando hay ausencia de bacterias indicadoras fecales y patdgenas quiere decir que ha

existido una contaminacion antigua y transitoria por filtraciones de aguas residuales.

3.4 Recuento de Staphylococcus aureus presentes en las aguas termales del Balneario El

Cachaco.

El recuento de Staphylococcus aureus se realiz6 una vez que las placas 3M Petrifilm Sistema de

Recuento Staph Express se inocularon con las muestras de agua termal y se incubaron a 35°C.

Tabla 5-3: Recuento de Staphylococcus aureus de los sitios muestreados del Balneario El

Cachaco.
SITIO Primer Segundo Media Desviacion Varianza
MUESTREADO | muestreo muestreo estandar
(UFC/mL) | (UFC/mL)
M1 2 0 1 1.4142 2
M2 1 1 1 0 0
M3 1 0 1 0.7071 1
M4 0 2 1 1.4142 2
M5 2 0 1 1.4142 2
RESULTADOS 6 3 1 0 0
TOTALES

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Grafico 3-3: Recuento de Staphylococcus aureus en los sitios muestreados del Balneario El

Cachaco en el primer y segundo muestreo.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

El Staphylococcus aureus a pesar de formar parte de la microbiota normal de las personas (fosas
nasales, piel, perineo, axilas y vagina) puede resultar patégeno en personas hospitalizadas,
inmunocomprometidas, personas con heridas en la piel, infecciones, diabetes mellitus, artritis
reumatoidea y enfermedades crénicas a las cuales les ocasiona desde enfermedades leves
(infecciones de la piel y mucosas) hasta enfermedades de riesgo vital (osteomielitis, meningitis,

endocarditis, neumonia, etc). (Guias para la calidad del agua potable, 2006, p.205) (Bustos, 2006, p. 288)

Este microorganismo produce enzimas como las hemolisinas (alfa, beta, gamma), nucleasas,
proteasas, lipasas, hialuronidasa y colagenasa que degradan los tejidos locales del huésped para
convertirlos en nutrientes para las bacterias, toxinas como la del sindrome del shock toxico
(TSST-1), enterotoxinas estafilococicas (SE) que afecta el tracto gastrointestinal, toxinas

exfoliativas (ETA y ETB) entre otras que ponen en riesgo la salud de las personas. (Guias para la
calidad del agua potable, 2006, p.205) (Bustos, 2006, pp. 288-289)

En la tabla 5-3 se muestran los resultados obtenidos del recuento de Staphylococcus aureus en
cada uno de los sitios muestreados, en el primer muestreo en los puntos M1y M5 se detectaron
el mayor nimero de colonias crecidas pues estos dos puntos no cuentan con ninguna proteccion
estando expuestos a los factores contaminantes provenientes del ambiente, de los usuarios y de

los animales que habitan cerca del lugar.
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En el sitio muestreado M4 no hubo presencia de Staphylococcus aureus pues este punto de
surgencia del agua termal en su mayoria se encontraba protegido del ambiente por una tapa de
cemento, en cambio en el segundo muestreo en este mismo sitio se detectd 2 UFC/mL de esta
bacteria las cuales tal vez provinieron del aire, mientras que en los dos puntos muestreados de la

piscina (M3 y M5) no se detectd presencia de Staphylococcus aureus.

Tomando en cuenta los dos muestreos realizados podemos ver en el grafico 3-3 que el recuento
de Staphylococcus aureus en cada punto muestreado no supera las 2 UFC/mL las cuales quizas
provenian del aire o de las personas que utilizan el balneario, lo cual es alentador ya que el riesgo
de que esta bacteria ocasione enfermedades en los usuarios de las aguas termales es casi nulo, sin

embargo lo ideal es que no exista presencia de este microorganismo en el agua termal. (Guias para
la calidad del agua potable, 2006, p.205)

De La Rosa y colaboradores (2015, p.58) en un estudio microbioldgico del agua mineral del
Balneario de la Villa de Olmedo indicaron que hubo ausencia de Staphylococcus aureus, este
resultado se repitioé en los estudios realizados en el manantial mineromedicinal del Balneario
Puente Viesgo, en las aguas mineromedicinales de los Balnearios de Jaraba y en los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Alictn de las Torres por tanto cumplen la normativa de aguas
de consumo humano, al contrario que en el estudio microbiolégico del Balneario EI Cachaco en

donde si se detect6 la presencia de Staphylococcus aureus. (De La Rosa, 2007, pp.260-261) (De La Rosa,
2004, p.535) (De La Rosa, 2009, p.769)

Los resultados obtenidos en las aguas termales del Balneario EI Cachaco muestran la presencia
aungue en bajas cantidades de Staphylococcus aureus (Tabla 5-3 y Gréfico 3-3), lo cual indica
que existe alguna fuente de contaminacion externa, probablemente proveniente del aire, de los
bafiistas y de los animales que frecuentan el area; ademas se deberian instaurar normas de higiene
para los usuarios del agua termal y realizar estudios microbioldgicos periédicos en el balneario a

fin de ir monitoreando la presencia de este microorganismo.

3.5 Recuento de mohos y levaduras presentes en las aguas termales del Balneario El

Cachaco.

El conteo de mohos y levaduras se realizd una vez que las placas 3M Petrifilm fueron inoculadas

con las diversas muestras de agua termal del Balneario El Cachaco e incubadas a 25°C.
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Tabla 6-3: Recuento de mohos y levaduras de los sitios muestreados del Balneario EI Cachaco.

SITIO Ndmero UFC/mL
MUESTREADO de TOTAL | Media | Desviacion | Varianza

muestreo | Levaduras Mohos estandar
Primer 2 0 2

M1 muestreo 2 0 0
Segundo 1 1 2
muestreo
Primer 0 0 0

M2 muestreo 0 0 0
Segundo 0 0 0
muestreo
Primer 1 1 2

M3 muestreo 3 0.7071 0.5
Segundo 3 0 3
muestreo
Primer 1 0 1

M4 muestreo 2 1.4142 2
Segundo 3 0 3
muestreo
Primer 5 2 7

M5 muestreo 5 3.5355 12.5
Segundo 2 0 2
muestreo

RESULTADOS TOTALES 18 4 22 2 1.8165 3

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Grafico 4-3: Resultado total de mohos y levaduras en los puntos muestreados en el primer y

segundo muestreo.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Los mohos v las levaduras estan ampliamente distribuidos en la naturaleza por lo que pueden ser

encontrados en las aguas termales. (Camacho, 2009)

Los resultados de la tabla 6-3 muestran que existio una escasa presencia de levaduras y mohos en
las muestras de agua termal del Balneario EI Cachaco, se detecté 18 UFC/mL de levaduras y 4
UFC/mL de mohos; considerando los promedios de los dos muestreos realizados el sitio que
contenia més cantidad de mohos y levaduras fue el M5 mientras que en el sitio M2 hubo ausencia

de los mismos.

Tomando en cuenta el total de mohos y levaduras (Gréafico 4-3) podemos ver que en el primer
muestreo el sitio que contenia la mayor cantidad de los mismos fue el M5 (7 UFC/mL) en cambio
en el segundo muestreo fueron los puntos M3 y M4 (3 UFC/mL), ademas en ambos muestreos

coincide que el sitio muestreado con menor cantidad de mohos y levaduras fue el M2.

Andueza (2014) menciona que las elevadas cantidades de mohos y levaduras en el agua indican
contaminacion ambiental y problemas de higiene, la norma técnica colombiana NTC 813 de agua
potable (2007) menciona que el nimero de colonias de hongos o levaduras no debe sobrepasar de
1 en 5mL y de 10 en 50mL ademas sefiala que ninguna muestra debe tener hongos o levaduras
patogenas, de acuerdo a esto el punto de muestreo M2 es el Gnico que cumple con la norma en

los dos muestreos realizados.
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De La Rosa y Mosso (2000, p.157) sefialan que en las aguas minerales termales hay bajas cantidades
de hongos, en especial mohos de los géneros Penicillium, Aspergillus y Alternaria que no influyen
de manera negativa en la calidad sanitaria del agua, es asi que diversos autores han reportado la
presencia de hongos en bajas proporciones en sus estudios microbiolégicos de fuentes termales

corroborando que no constituyen un riesgo sanitario para las personas.

Mosso et al. (2006, p.298) mencionan que en las aguas de los manantiales mineromedicinales del
Balneario Cervantes pudieron aislar una cantidad inferior a 20/100mL de hongos filamentosos
de los géneros Penicillium, Acremonium, Mucor y Aureobasidium e indicaron que los hongos en
las aguas subterraneas se encuentran en poca cantidad o no se los detecta, sin embargo se los ha

detectado en manantiales hipotermales y aguas subterraneas de uso publico.

De igual manera Mosso et al. (2008, pp.516-517) en un estudio microbiolégico de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Valdelateja encontraron 160 UFC/100mL de hongos
filamentosos de los géneros Penicillum, Fusarium y Cladosporium en el manantial Rio y

5UFC/100mL de hongos filamentosos en el manantial Termas.

En la investigacion realizada por Mosso y De La Rosa (2011,p.63) en los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Bafios de la Concepcion de Villatoya indicaron que se
encontré 26 UFC/100mL de hongos filamentosos de los géneros Penicillum, Acremonium vy
Alternaria en el manantial Las Cuevas y 5SUFC/100mL de hongos filamentosos en el manantial
Las Bombas, ademas indican que en las aguas minerales la presencia de mohos es poco frecuente,

que estos provienen del suelo y que se adaptan a vivir en esas condiciones.

De La Rosa et al. (2007, p.262) en un estudio realizado acerca de la microbiologia del manantial
mineromedicinal del Balneario Puente Viesgo, sefialan que han encontrado hongos filamentosos

del género Penicillium en baja proporcion (4 UFC/100mL).

Ademas De La Rosa et al. (2009, p.771) en una investigacion microbiolégica de los manantiales
mineromedicinales del Balneario de Alicin de las Torres, mencionan que encontraron hongos
filamentosos de los géneros Penicillum, Fusarium y Alternaria procedentes del suelo en el
manantial Bafios de Abajo (600 UFC/100mL) y 2 UFC/100mL de hongos filamentosos en el
manantial Bafos; también indican que en este tipo de aguas la existencia de mohos era infrecuente
sin embargo se los ha podido detectar en otras aguas mineromedicinales pues se adaptan a las

condiciones de las mismas.

De La Rosa y colaboradores (2001, pp.8-9) en una investigacion en el agua mineromedicinal del
Balneario El Paraiso de Manzanera, detectaron una cantidad pequefia de hongos filamentosos
10/100mL de la especie Chrysonilia sitophila proveniente de vegetales ademas de una ausencia

de levaduras, cuyos resultados son tipicos de aguas no contaminadas.
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Por otro lado De La Rosa y colaboradores (2004, p.536) en su estudio acerca de la microbiologia de
las aguas mineromedicinales de los Balnearios de Jaraba, detectaron hongos filamentosos
especialmente del género Penicillum en una cantidad de <10/100mL ademas de otros géneros
como Acremonium, Cladosporium, Chrysosporium, Curvularia, Trichoderma y dos cepas de
levaduras en el Balneario La Virgen; también indican que los hongos son muy ubicuos, que los

mohos y levaduras han sido detectados en aguas termales y en aguas minerales envasadas.

En cambio De La Rosa y colaboradores (2015, p.59) en una investigacién microbioldgica del agua

mineral del Balneario de la Villa de Olmedo no detectaron hongos en las muestras de agua termal.

Por tanto se puede decir que con excepcién del sitio muestreado M2 la cantidad de mohos y
levaduras en el Balneario El Cachaco es elevado, estos hongos al ser ubicuos pueden haber
provenido del suelo, los bafiistas y de la vegetacion que rodea a cada sitio muestreado, los cuales
estarian generando una decadencia de la calidad sanitaria del lugar; ademas se recomienda tomar
medidas higiénicas correctivas que permitan conservar el ecosistema y resguardar la salud de la

poblacion.
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3.6 Recuento de las colonias que fermentaron y que no fermentaron la lactosa y el manitol

respectivamente.

Tabla 7-3: Recuento de las colonias que fermentaron y no fermentaron la

lactosa y el manitol en cada uno de sus respectivos agares.

UFC/mL
NUmero Agar eosina azul Agar manitol
SITIO de de metileno salado
MUESTREADO | muestreo | Lactosa | Lactosa | Manitol | Manitol
) Q) (+) Q)
Primer 220 160 0 250
M1 muestreo
Segundo 20 0 0 0
muestreo
Primer 0 0 0 60
M2 muestreo
Segundo 20 280 720 880
muestreo
Primer 20 80 0 60
M3 muestreo
Segundo 10 40 0 0
muestreo
Primer 0 0 0 0
M4 muestreo
Segundo 0 0 0 0
muestreo
Primer 40 230 0 0
M5 muestreo
Segundo 0 0 0 0
muestreo
Recuento total de la 33 79 72 125
fermentacion

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Grafico 5-3: Porcentaje total de las colonias que fermentaron y no fermentaron la lactosa y

manitol en sus respectivos agares.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

La siembra de las muestras de agua termal del Balneario EI Cachaco en los agares eosina azul de
metileno y manitol salado nos permitié conocer la cantidad de colonias que fermentaron y que no
fermentaron la lactosa y el manitol respectivamente de acuerdo a la coloracidn que presentaban

las colonias en cada agar.

En latabla 7-3 se indica que en el primer muestreo la mayor cantidad de colonias que fermentaron
la lactosa provinieron del sitio muestreado M1 mientras que la mayoria de colonias que no
fermentaron la lactosa procedian del sitio muestreado M5; en cambio en el segundo muestreo la
mayoria de colonias que fermentaron la lactosa provinieron de los sitios muestreados M1y M2y

la mayor cantidad de colonias que no fermentaron la lactosa procedian del sitio muestreado M2,

Las colonias que fermentaron la lactosa en su mayoria presentaron un centro oscuro azulado con
una periferia rosada, otras colonias eran negro azuladas con brillo metélico verde (Escherichia
coli), las colonias que no fermentaron la lactosa eran incoloras probablemente de los géneros

Salmonella, Proteus, Pseudomonas y Shigella. (Laboratorios Britania S.A., 2010) (Becton Dickinson, 2013)

En la tabla 7-3 también se indica que en el primer muestreo no existieron colonias que
fermentaron el manitol mientras que la mayoria de colonias que no fermentaron el manitol
provenian del sitio muestreado M1; en el segundo muestreo Unicamente en el punto muestreado
M2 se evidenci6 la presencia de colonias que fermentaron el manitol y al mismo tiempo en este

sitio hubo una gran cantidad de colonias que no fermentaron el manitol.

148



Las colonias que fermentaron el manitol eran de color amarillo rodeadas de una zona amarilla
como ocurre en el caso de los estafilococos coagulasa positivos (Staphylococcus aureus) mientras
que las colonias que no fermentaron el manitol eran de color rojo rodeadas de una zona roja como

en el caso de los estafilococos coagulasa negativos (Staphylococcus epidermidis). (Casado, 2012,
p.23) (Laboratorios Britania S.A., 2015) (Becton Dickinson, 2013)

Tomando en cuenta el porcentaje total de las colonias que fermentaron y no fermentaron la lactosa
y el manitol, se puede decir que un 29.46% fermentaron la lactosa y un 70.53% no lo hicieron, en
cambio en el agar manitol salado el 36.54% fermentaron el manitol y un 63.45% no fermentaron

el manitol. (Gréfico 5-3)

Cabe mencionar que las colonias crecidas en el agar eosina azul de metileno generalmente
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae las cuales pudieron provenir del suelo, vegetacion, de
las vias respiratorias superiores, piel o de la flora intestinal de los usuarios del balneario o de los
animales; en cambio las colonias crecidas en el agar manitol salado generalmente pertenecen al
género Staphylococcus las cuales pudieron proceder de la flora normal de la piel y mucosas (S.
epidermidis), de las fosas nasales, region perineal y nasofaringe (S. aureus) o de la mucosa del

aparato genitourinario (S. saprophyticus) de las personas que acuden al balneario. (Puerta y Mateos,
2010, p.3426) (Merino y Losch, 2010) (Guias para la calidad del agua potable, 2006, p.205) (Chans, 2004)
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3.7 Morfologia macroscopica de las colonias bacterianas crecidas en el agar Mueller Hinton.

Tabla 8-3: Morfologia macroscopica de los clones aislados del agua termal del Balneario El Cachaco.

Numero Origen Morfologia
Sitio muestreado de clon Tamafo Forma Color Bordes Consistencia Elevacion Superficie
M1 1-4 E.M.B. Mediano Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M1 1-7 E.M.B. Grande Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M5 1-18 E.M.B. Mediano Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M1 2-2 RAC Grande Circular Cremoso amarillento Enteros Cremosa Elevada Lisa
M1 2-5 RAC Muy pequefio Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M3 2-6 RAC Mediano Circular Cremoso amarillento Enteros Cremosa Elevada Lisa
M3 2-11 RAC Grande Circular Blanco cremoso algo amarillento Enteros Cremosa Elevada Lisa
M3 2-12 RAC Grande Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M1 3-1 RAC Pequefio Circular Blanco cremoso algo amarillento Ondulados Cremosa Elevada Rugosa
M1 3-7 RAC Pequefio Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M1 3-11 RAC Pequefio Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M1 3-17 RAC Pequefio Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M5 3-38 RAC Mediano Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M5 3-49 RAC Mediano Circular Cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M1 3-62 EC Mediano Circular Blanco cremoso algo amarillento Enteros Cremosa Elevada Lisa
M3 4-2 Manitol Pequefio Circular Mostaza Enteros Cremosa Elevada Lisa
salado
M5 4-7 Manitol Mediano Circular Mostaza Enteros Cremosa Elevada Lisa
salado
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M2 4-11 Manitol Pequefio Circular Cremoso amarillento Irregulares Cremosa Elevada Lisa
salado
M2 1-25 RAC Pequefio Circular Blanco algo amarillento Irregulares Dura Plana Rugosa
M1 1-29 RAC Pequefio Circular Blanco cremoso Enteros Cremosa Elevada Lisa
M2 1-39 RAC Pequefio Circular Blanco algo amarillento Irregulares Dura Plana Rugosa
M4 1-42 RAC Mediano Circular Blanco cremoso algo amarillento Enteros Cremoso Elevada Lisa
M2 1-46 E.M.B. Pequefio Circular Blanco amarillento Ondulados Cremoso Elevada Rugosa
M5 1-60 STX Muy pequefio Circular Blanco Irregulares Mucosa Plana Lisa
M5 6-42 STX Pequefio Circular Blanco cremoso algo amarillento Enteros Mucosa Elevada Lisa

E.M.B.= Agar eosina azul de metileno
RAC=Placa 3M Petrifilm Recuento Rapido de Aerobios

EC= Placa 3M Petrifilm para Recuento de E. coli y Coliformes

STX = Placa 3M Petrifilm Sistema de Recuento Staph Express

Realizado por CORTES Sandra, 2016

Como una forma inicial de identificar y diferenciar los microorganismos se realiz6 la observacion de las caracteristicas macroscépicas de las colonias, cada
colonia posee un tamafio, forma, color, bordes, consistencia, elevacion, superficie entre otras caracteristicas que varian segun la especie bacteriana, el medio de

cultivo y las condiciones de incubacion. (Fernandez, 2010, p.4) (Diaz, 2009)

En la tabla 8-3 se presentan los resultados de siete caracteristicas macroscépicas observadas en las colonias, de todas las colonias las mas preponderantes en

cuanto al tamafio fueron las pequefias con un 44%, seguidas de las medianas con un 32%, grandes con un 16% y las muy pequefias con un 8%; en cuanto a la

forma el 100% de las colonias fueron circulares.

El porcentaje mayoritario de colonias que se encontraron fueron blancas cremosas (40%), seguido de las blancas cremosas algo amarillentas (20%), cremosas

amarillentas (12%), mostazas (8%), blancas algo amarillentas (8%), cremosas (4%) y blancas (4%), de éstas dos Gltimas solo se encontrd 1 colonia de cada
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tipo, con relacion a los bordes predominaron los enteros (76%), luego los irregulares (16%) y los
ondulados (8%), en base a la consistencia la mayoria de colonias fueron cremosas (84%) , seguido

de las duras (8%) y las mucosas (8%).

Tomando en consideracion la elevacion el 88% de las colonias tuvieron una considerable
elevacién y un 12% de ellas fueron planas, finalmente de acuerdo a la superficie el 84% de las

colonias fueron lisas y el 16% rugosas.

3.8 Morfologia microscopica de todos los clones bacterianos aislados de las aguas termales

del Balneario El Cachaco.

Para determinar la morfologia microscopica se realizd una tincion Gram de los 146 clones

bacterianos aislados y su posterior observacion a través del microscopio con el lente de 100X.

Tabla 9-3: Morfologia microscopica de los clones bacterianos aislados de las aguas termales

del Balneario El Cachaco.

Morfologia y Primer Segundo Total Porcentaje
tincion Gram muestreo muestreo
Cocos Gram (+) 83 32 115 78.76%
Cocos Gram (-) 12 1 13 8.9%
Bacilos Gram (+) 2 3 5 3.42%
Bacilos Gram (-) 5 3 8 5.47%
Clones 1 4 5 3.42%
contaminados

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Grafico 6-3: Porcentaje de clones bacterianos segin su morfologia y tincién Gram.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

En la tabla 9-3 se muestra los resultados de los clones bacterianos segun su morfologia y tincién
Gram, de acuerdo a la tincion Gram existié un predominio de microorganismos Gram positivos
con un 82.18% sobre un 14.37% de microorganismos Gram negativos, en cuanto a la morfologia

el 87.66% correspondieron a los cocos y el 8.89% a los bacilos.

En el primer muestreo los microorganismos que se encontraron en menor cantidad fueron los
bacilos Gram positivos en cambio en el segundo muestreo fueron los cocos Gram negativos de
los cuales solo se encontré un clon bacteriano; ademas en ambos muestreos hubo predominio de

los cocos Gram positivos.

En el gréafico 6-3 se indica los porcentajes de los diferentes tipos de clones bacterianos que se
encontraron en las aguas termales del Balneario El Cachaco, en donde se puede ver que hubo un
predominio de cocos Gram positivos con un 78.76% (115 clones), seguido de un 8.9% (13 clones)
de cocos Gram negativos, 5.47% (8 clones) de bacilos Gram negativos, 3.42% (5 clones) de
bacilos Gram positivos y un 3.42% de clones bacterianos contaminados que al observarlos al
microscopio se detectdé una mezcla de cocos y bacilos por lo cual fueron excluidos del estudio

microbiolégico

Cabe indicar que de los 146 clones bacterianos aislados de las aguas termales del Balneario El

Cachaco se seleccionaron 25 para su posterior identificacion, de acuerdo a lo cual los cocos Gram
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positivos (20 clones) correspondieron a los géneros Staphylococcus, Streptococcus y
Micrococcus, el bacilo Gram positivo (1 clon) era del género Corynebacterium y los bacilos Gram

negativos (4 clones) de los géneros Campylobacter y Pseudomonas.

Segun De La Rosa y Mosso (2000, pp.153-156) en las aguas hipertermales predominan las bacterias
Gram positivas en cambio en las aguas mesotermales predominan los bacilos Gram negativos y
los cocos Gram positivos diferencia debida a que las bacterias Gram positivas son mas resistentes
al calor, estos resultados coinciden con los obtenidos para el Balneario EI Cachaco en donde hubo
un predominio de bacterias Gram positivas (cocos Gram positivos y bacilos Gram positivos) las

cuales en su mayoria eran cocos.

Ademaés De La Rosa y Mo0sso (2000, p.156) mencionan que en las aguas minerales termales se ha
detectado de manera frecuente cocos Gram positivos de los géneros Staphylococcus y
Micrococcus pues estos soportan elevadas concentraciones de sal, estos resultados coinciden con
los encontrados en las aguas termales del Balneario EI Cachaco en donde hubo un predominio de
cocos Gram positivos en especial del género Staphylococcus asi como también del género
Micrococcus. Entre otros géneros que se han identificado en las aguas minerales termales se

encuentran las Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Acinetobacter y Arthrobacter.

Por otro lado a diferencia de los resultados obtenidos en las aguas termales del Balneario El
Cachaco varios autores en sus investigaciones reportan el predominio de los bacilos Gram
negativos, asi tenemos que Mosso y De La Rosa (2011, p.64) en un estudio microbiolégico de los
manantiales mineromedicinales del Balneario de Bafios de la Concepcion de Villatoya,
mencionaron que de los 3 manantiales termales aislaron 135 cepas bacterianas de las cuales un
60% eran bacilos Gram negativos, 29.6% eran bacilos Gram positivos y 10.4% eran cocos Gram

positivos.

En la misma investigacion Mosso y De La Rosa (2011, pp.65-66) sefialan que de los bacilos Gram
negativos el género Pseudomonas ha sido uno de los que se ha presentado de manera frecuente,
esto debido a que estas bacterias pueden sobrevivir y multiplicarse en las aguas
mineromedicinales gracias a que no son exigentes desde el punto de vista nutricional y que para
su metabolismo usan varias fuentes de carbono; en cuanto a los bacilos Gram positivos indican
que se los ha detectado en los manantiales La Fuente y Las Cuevas, estas bacterias pertenecian al
género Corynebacterium y a otros como Arthrobacter y Bacillus procedentes del suelo, cabe
mencionar que en el Balneario ElI Cachaco también se encontraron bacterias de los géneros

Pseudomonas y Corynebacterium.

Mosso y De La Rosa (2011, p.66) también indican que los cocos Gram positivos pertenecian en su
mayoria al género Staphylococcus los cuales son bacterias ubicuas, que mostraron ser haléfilas

facultativas y soportar altas concentraciones de sal, el otro género que han encontrado es el
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Micrococcus, estos géneros también fueron detectados en las aguas termales del Balneario El
Cachaco. Por dltimo afirman que existen diferencias en la microbiota de los tres manantiales
estudiados ya que en el manantial Las Bombas predominaron los bacilos Gram negativos mientras

gue en los manantiales La Fuente y Las Cuevas predominaron las bacterias Gram positivas.

De La Rosa et al. (2004, pp.532-534) en un estudio de la microbiologia de las aguas
mineromedicinales de los Balnearios de Jaraba, mencionaron que de las 244 cepas aisladas un
65% correspondian a bacilos Gram negativos, un 17.3% a cocos Gram positivos y un 13.8% a
bacilos Gram positivos, con predominio de los bacilos Gram negativos en todos los manantiales.
Entre los bacilos Gram negativos encontraron especies del género Pseudomonas, de los cocos
Gram positivos han encontrado principalmente bacterias del género Staphylococcus que desde el
ambiente pudieran haber llegado a las aguas termales mediante el aire, suelo o lluvia y entre uno

de los bacilos Gram positivos que han detectado esta el género Corynebacterium.

En la investigacion realizada por Mosso y colaboradores (2008, pp.512-515) acerca de la
microbiologia de los manantiales mineromedicinales del Balneario de Valdelateja , se encontrd
que de las 114 cepas bacterianas aisladas un 83.3% eran bacilos Gram negativos algunos del
género Pseudomonas, un 22.8% de bacilos Gram positivos de los generos Bacillus y
Corynebacterium procedentes del suelo y de cocos Gram positivos de los géneros Micrococcus y
Staphylococcus; por Gltimo mencionaron que tanto en el manantial Termas como en el manantial

Rio predominaron las bacterias Gram negativas.

Por otro lado De La Rosa et al. (2015, pp.59-61) en un estudio microbiolégico del agua mineral del
Balneario Villa de Olmedo mencionaron que de las 35 cepas bacterianas aisladas un 85.7%
correspondian a los bacilos Gram negativos algunos del género Pseudomonas y un 14.3% a los

cocos Gram positivos de los géneros Staphylococcus y Vagococcus.

De La Rosa y colaboradores (2007, pp.258-260) en un estudio microbiolégico del manantial
mineromedicinal del Balneario Puente Viesgo, indicaron que de las 37 cepas bacterianas aisladas
62.2% correspondian a los bacilos Gram negativos varios de ellos pertenecientes al género
Pseudomonas, 18.9% a los bacilos Gram positivos y un 18.9% a los cocos Gram positivos de los

géneros Micrococcus y Staphylococcus.

En cambio De La Rosa et al. (2001, pp.9-11) en un estudio microbioldgico del agua mineromedicinal
del Balneario El Paraiso de Manzanera mencionaron que de las 34 cepas aisladas hubo un
predominio de los bacilos Gram positivos (64.7%) de géneros como Bacillus y Corynebacterium,
seguido de los cocos Gram positivos (32.3%) en especial del género Staphylococcus y de una sola

cepa de bacilos Gram negativos.
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Finalmente podemos decir que en el Balneario EI Cachaco predominaron los cocos Gram
positivos, ademas de que la variedad de especies que existen en un habitat depende de la relacién
de los organismos con el ambiente y que en todos los estudios anteriormente mencionados se han
detectado bacterias de géneros que también fueron encontrados en las aguas termales del
Balneario El Cachaco, en donde ademas se encontraron géneros no mencionados en otros estudios

microbiolégicos de aguas mineromedicinales como el Streptococcus y Campylobacter.

3.9 Pruebas bioquimicas para la identificacién de cocos Gram positivos

Los resultados de las pruebas bioquimicas que se realizaron a los cocos Gram positivos se

muestran en las tablas 10-3, 11-3 y 12-3.
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Tabla 10-3: Pruebas bioquimicas para la identificacion de los cocos Gram positivos de las aguas termales del Balneario EI Cachaco.

7

PRUEBAS DE IDENTIFICACION

NUMERO DE CLON BACTERIANO

1-4 1-18 2-2 2-5 2-6 2-12 3-1 3-7 3-11
Morfologia Cocos Cocos Gram Cocos Gram | Cocos Gram | Cocos Gram Cocos Gram Cocos Cocos Gram Cocos
y tincién Gram Gram (+) (+) +) (+) (+) (+) Gram (+) ) Gram (+)
Catalasa + + + + + + + + +
Oxidasa - - - - + - - - -
OF Oxidativo Inerte Fermentativo Oxidativo Fermentativo Oxidativo Inerte Inerte Oxidativo
Agar Sangre Crecimiento Blanco Blanco algo Blanco Blanco Blanco Cremoso Blanco Blanco Blanco
cremoso | transparentoso cremoso Cremoso Cremoso transparentoso | cremoso | transparentoso | cremoso
grisaceo >1lmm >1lmm >1lmm >1lmm <lmm 1mm >1lmm >1mm
>1mm
Hemolisis ¥ ¥ ¥ ¥ a ¥ B B ¥
Agar Manitol Crecimiento Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno
Salado Fermentacion Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno
Coagulasa - - - - - - - - -
Crecimiento en NaCl al 6.5% - - - - - - - - -
Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa
Medio Kligler /Lactosa
Gas - - + - - - - - -
H2S - - - - - - - - -
Medio Urea - + + - - - + - -
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Diferenciacion
por la
sensibilidad o
resistencia
antibidtica

NA 30ug

OP 5ug

B 0.04U

NV 5ug

| Wl O »

| O O »

| | Tl »

| W O »

Xl ™| Tl D

0wl Ol O »

|l Wl Dl »

| | Dl »

Al O O »

R=Resistente, S=Sensible, NA=4cido nalidixico, OP=optoquina, B=bacitracina, NV=novobiocina.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Tabla 11-3: Pruebas bioquimicas para la identificacion de los cocos Gram positivos de las aguas termales del Balneario El Cachaco.

7z

PRUEBAS DE IDENTIFICACION

NUMERO DE CLON BACTERIANO

3-17 3-62 4-2 4-7 4-11 1-25 1-29 1-39 1-42
Morfologia Cocos Gram Cocos Gram | Cocos Gram Cocos Cocos Cocos Gram Cocos Gram Cocos Gram Cocos Gram
y tincién Gram (+) (+) (+) Gram (+) Gram (+) (+) (+) +)
)
Catalasa + + + + + - + - +
Oxidasa - - - - - - - - -
OF Inerte Inerte Inerte Inerte Inerte Fermentativo Inerte Inerte Fermentativo
Agar Sangre Crecimiento Cremoso Cremoso Cremoso Cremoso Blanco Cremoso Cremoso Cremoso Blanco
transparentoso | transparentoso | amarillento amarillo | cremoso | transparentoso grisaceo transparentoso Cremoso
1mm <lmm 1mm claro 1mm 1mm transparentoso apenas >1mm
<lmm <lmm amarillento
<lmm
Hemadlisis ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ B B ¥
Agar Manitol Crecimiento Ninguno Ninguno Rojo Rojo Ninguno Ninguno Ninguno Rojo Amarillo
Salado Fermentacion Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno | Ninguno Ninguno Ninguno Ninguno Amarillo
Coagulasa - - - - - - - - -
Crecimiento en NaCl al 6.5% - - - - - - - - -
Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa/ Glucosa Glucosa/ Glucosa/
Medio Kligler /Lactosa Lactosa Lactosa Lactosa
Gas - - - - - - - - -
H2S - - - - - - - - -
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Medio Urea - - + + - - - - -
Diferenciacion NA 30ug S S R R R R S R R
por la OP 5ug R R R R R R R R R
sensibilidad o B 0.04U R R S R S R R R R
resistencia NV 5ug R R S S S S R S R
antibidtica

R=Resistente, S= Sensible, NA=4cido nalidixico, OP=optoquina, B=bacitracina, N\VV=novobiocina.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Tabla 12-3: Pruebas bioguimicas para la identificacion de los cocos

Gram positivos de las aguas termales del Balneario El Cachaco.

z

PRUEBAS DE IDENTIFICACION

NUMERO DE CLON BACTERIANO

1-46 1-60
Morfologia Cocos Gram Cocos Gram
y tincién Gram (+) (+)
Catalasa - +
Oxidasa - -
OF Fermentativo Fermentativo
Agar Sangre Crecimiento Cremoso Blanco cremoso
transparentoso 1mm
1mm
Hemadlisis ¥ B
Agar Manitol Crecimiento Rojo Rojo
Salado Fermentacion Ninguno Ninguno
Coagulasa - -
Crecimiento en NaCl al 6.5% - -
Glucosa Glucosa Glucosa
Medio Kligler /Lactosa
Gas - -
H2S - -
Medio Urea - +
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Diferenciacion
por la
sensibilidad o
resistencia
antibidtica

NA 30ug

OP 5ug

B 0.04U

NV 5ug

| Ol | »

w| A O »

R=Resistente, S=Sensible, NA=4cido nalidixico, OP=optoquina, B=bacitracina, NV=novobiocina.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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De los 25 clones bacterianos aislados del primer y segundo muestreo 20 correspondieron a cocos
Gram positivos, con respecto a la prueba de la catalasa un 85% de aislados bacterianos dieron un
resultado positivo pudiendo pertenecer a la familia Micrococcaceae mientras que un 15% dieron
un resultado negativo lo que indic6 que no poseian la enzima catalasa y que podrian pertenecer a

los géneros Streptococcus spp. 0 Enterococcus spp. (Fernandez, 2010, p.6)

En relacion a la prueba de la oxidasa el 5% de aislados bacterianos dieron un resultado positivo y
el 95% dieron un resultado negativo por tanto se puede decir que la mayoria de clones no poseian
enzimas oxidasas; con respecto a la prueba de la oxidacion fermentacion el 20% de aislados
bacterianos oxidaron el carbohidrato, el 30% fermentaron el hidrato de carbono y el 50% fueron

inertes ya que no metabolizaron el azlcar ni por via oxidativa ni fermentativa.

La siembra de los aislados bacterianos en el agar sangre no solo permiti6 observar sus
caracteristicas macroscépicas sino también el tipo de hemdlisis, el 70% de clones bacterianos

presentaron gamma hemolisis, el 25% beta hemdlisis y el 5% alfa hemolisis.

Luego de la siembra de los aislados bacterianos en el agar manitol salado se detectd que el 25%
de ellos originaron colonias rojas rodeadas de una zona roja como ocurre en el caso del
Staphylococcus epidermidis, en cambio el 5% de los clones produjeron fermentacién del manitol
con crecimiento de colonias amarillas rodeadas de una zona amarilla como generalmente ocurre

en el caso del Staphylococcus aureus. (Casado, 2012, p.23) (Laboratorios Britania S.A., 2015) (Becton
Dickinson, 2013)

Las pruebas de la coagulasa y del crecimiento en caldo hipersalino al 6.5% dieron negativas para
todos los clones bacterianos; mediante la siembra en el medio Kligler se pudo determinar que el
85% de los aislados bacterianos fermentaron la glucosa y el 15% fermentaron la glucosa y la
lactosa, ademas el 5% de los clones bacterianos produjeron gas. En relacién a la prueba de la Grea
el 70% de aislados bacterianos mostraron un resultado negativo y el 30% un resultado positivo

ya que desdoblaron la Urea.

Finalmente se realizaron las pruebas de sensibilidad a la bacitracina, &cido nalidixico, optoquina
y novobiocina de cada uno de los clones bacterianos para de esta manera facilitar la
diferenciacion, en base a la sensibilidad o resistencia que muestran cada uno de los aislados

bacterianos a esos antibidticos.
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3.10 Pruebas bioguimicas para la identificacion del bacilo Gram positivo de las aguas termales del Balneario ElI Cachaco.

Tabla 13-3: Pruebas bioguimicas para la identificacion del bacilo Gram positivo de las aguas termales del Balneario El Cachaco.

PRUEBAS DE IDENTIFICACION
N° | Morfologia Agar Agar Hidrolisis | Hidrolisis Kligler:
y tincioén Catalasa | Oxidasa Agar Sangre Agar Manitol Salado E.M.B. MacConkey dela del Glucosa
Gram Crecimiento Hemolisis | Crecimiento Fermentacion gelatina almidon SIM:
Movilidad,
Bacilos Blanco cremoso Colonias rojas - No hubo No hubo - - indol, H2S (-)
6-42 Gram (+) + - <lmm ¥ crecimiento crecimiento Urea: (-)
Citrato: (+)

I=Inerte

Realizado por: CORTES Sandra, 2016

De los 25 clones bacterianos aislados uno de ellos fue un bacilo Gram positivo, el cual result6 ser catalasa positivo es decir que la bacteria poseia esta enzima

que le permitié descomponer el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular; en cuanto a la prueba de la oxidasa el resultado fue negativo por tanto el

microorganismo no contenia la enzima oxidasa. En relacion a la prueba de la oxidacion fermentacion este clon bacteriano resulto inerte es decir que no metabolizé

el azUcar ni por via oxidativa ni fermentativa; en cuanto al agar sangre se produjo un crecimiento de colonias blancas cremosas menores de 1mm de diametro

sin presencia de hemolisis. (Tabla 13-3).
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En el agar manitol salado se produjo un crecimiento abundante de colonias rojas con ausencia de
fermentacion del manitol, no hubo crecimiento ni en el agar eosina azul de metileno ni en el agar
MacConkey ya que estos medios de cultivo son selectivos para el aislamiento y diferenciacion de
bacilos Gram negativos e inhiben el crecimiento de bacterias Gram positivas, este clon bacteriano
no hidrolizo la gelatina pues alrededor del in6culo se formé un precipitado de color blanco que

se origino de la reaccion de la gelatina con el reactivo cloruro mercdrico acido. (Tabla 13-3).

Por otro lado la bacteria tampoco poseia la enzima amilasa que hidroliza el almidén ya que
alrededor del inoculo se presentd un color azul-pardo. En relacion al agar Kligler este clon
bacteriano fermenté la glucosa, dio una prueba positiva para el citrato, negativa para la Grea y de
acuerdo a la prueba realizada en el medio de cultivo SIM la bacteria no presenté movilidad, no

produjo &cido sulfhidrico ni indol. (Tabla 13-3).
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3.11 Pruebas bioguimicas para la identificacion de los bacilos Gram negativos de las aguas termales del Balneario EI Cachaco.

Para la identificacion de los bacilos Gram negativos se realizaron las pruebas bioquimicas que se indican en la tabla 14-3.

Tabla 14-3: Pruebas bioquimicas de identificacion de los bacilos Gram negativos de las aguas termales del Balneario EI Cachaco.

PRUEBAS DE IDENTIFICACION
Agar Sangre Crecimiento en agares Medio Kligler Medio SIM
Morfologia | Catalasa | Oxidasa Salmonella- Glucosa | G| H | Medio | Medio
N° y tincion Crecimiento Hemo E.M.B. MacConkey Shigella Lactosa | a | 2 | Movilidad | n Urea citrato
Gram -lisis s|S d
0
|
Bacilos + + Cremoso opaco ¥ Colonias Colonias Colonias Glucosa | - | - - + - +
1-7 Gram (-) >1lmm incoloras incoloras incoloras
Bacilos + + Cremoso opaco B Amontonado Amontonado Colonias Glucosa | - | - - - + +
2-11 Gram (-) >1lmm colonias colonias incoloras
incoloras incoloras
Bacilos + + Cremoso opaco B Amontonado | Glucosa | - | - - - + +
3-38 Gram (-) >1lmm Colonias Colonias colonias
incoloras incoloras incoloras
Bacilos + + Cremoso opaco B Amontonado Colonias Amontonado | Glucosa | - | - - - + +
3-49 Gram (-) >1lmm colonias incoloras colonias
incoloras incoloras

OF=0xidacién-Fermentacion, I=inerte, O=oxidativo.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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Luego de haber aislado 25 clones bacterianos se detectd que 4 de ellos eran bacilos Gram
negativos los cuales contenian la enzima catalasa que descompone el peréxido de hidrégeno en
agua y oxigeno molecular; la prueba de la oxidasa también fue positiva para todos los clones

bacterianos ya gque contenian enzimas oxidasas

La prueba de la oxidacion fermentacion nos dio a conocer que Unicamente el clon bacteriano
namero 1-7 no metabolizé el azlcar ni por via oxidativa ni fermentativa, el resto de clones
bacterianos oxidaron el carbohidrato. Luego de la siembra de los clones bacterianos en el agar
sangre crecieron colonias cremosas opacas de tamafio mayor a 1mm de diametro, ademas el clon
bacteriano nimero 1-7 no presentd hemolisis mientras que los demas clones mostraron beta

hemodlisis.

En el agar eosina azul de metileno se produjo un crecimiento de todos los clones bacterianos los
cuales no fermentaron la lactosa, esto se evidenci6 debido a que sus colonias eran incoloras, de
igual manera en el agar MacConkey crecieron todos los clones bacterianos los cuales no
fermentaron la lactosa y originaron colonias incoloras ademas el medio de cultivo tomé un color
ambar, por tanto podrian tratarse de microorganismos del género Pseudomonas. En el agar
Salmonella-Shigella todos los clones bacterianos crecieron y originaron colonias incoloras lo cual

fue un indicativo de que no ocurrid la fermentacién de la lactosa. (Laboratorios Britania S.A., 2010)
(Becton Dickinson, 2013) (Laboratorios Britania S.A., 2015)

El medio Kligler nos permiti6 confirmar que todos los aislados bacterianos fermentaron la glucosa
pero no la lactosa, ademas los clones bacterianos no produjeron gas ni acido sulfhidrico; en
relacién al medio citrato todas las bacterias dieron un resultado positivo lo cual indicé que estos
clones utilizaron el citrato como Unica fuente de carbono y como fuente de nitrégeno compuestos

amoniacales.

La prueba de la Urea fue positiva para todos los aislados bacterianos excepto para el clon nimero
1-7, podemos decir entonces que este Ultimo no tuvo la capacidad de desdoblar la Urea; el medio
de cultivo Sim nos permitié conocer que ningln microorganismo presentd movilidad es decir
crecimiento fuera de la linea de inoculacién y que ningln aislado bacteriano produjo &cido

sulfhidrico.

En relacion al indol el clon bacteriano nimero 1-7 es el Unico que presentd un resultado que se
podria considerar como positivo, ya que el anillo que se formé en la superficie del medio SIM no
fue exactamente de color rojo sino naranja lo cual indicaria la presencia de escatol que es un

derivado del indol. (Universidad Técnica Federico Santa Marfa, 2011) (Alvarez, 1995, p. 127)
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3.12 Identificacién de los clones bacterianos aislados de las muestras de agua termal del Balneario EI Cachaco.

Los clones bacterianos aislados de las diferentes placas 3M Petrifilm y de los agares eosina azul de metileno y agar manitol salado fueron identificados a través

de las caracteristicas macroscépicas, microscépicas y de las pruebas bioquimicas dando los resultados que se muestran en la tabla 15-3.

Tabla 15-3: Identificacion de las colonias aisladas de las aguas termales del Balneario EI Cachaco.

1-4 Blanco cremoso Micrococcus luteus 70%
2-5 Blanco cremoso Micrococcus luteus 70%
3-11 Blanco cremoso Micrococcus luteus 70%
4-2 Mostaza Micrococcus luteus 80% 5 20%
4-11 Cremoso amarillento Micrococcus luteus 70%
1-18 Blanco cremoso Staphylococcus epidermidis 80%
2-2 Cremoso amarillento Staphylococcus epidermidis 90%
3-1 Blanco cremoso algo amarillento Staphylococcus epidermidis 70%
3-7 Blanco cremoso Staphylococcus epidermidis 60%
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4-7 Mostaza Staphylococcus epidermidis 70%
1-25 Blanco algo amarillento Staphylococcus epidermidis 70% 7 28%
1-60 Blanco Staphylococcus epidermidis 90%
2-6 Cremoso amarillento Streptococcus viridans 70%
2-12 Blanco cremoso Streptococcus viridans 80%
3-17 Blanco cremoso Streptococcus viridans 80% 5 20%
3-62 Blanco cremoso algo amarillento Streptococcus viridans 80%
1-46 Blanco amarillento Streptococcus viridans 100%
1-29 Blanco cremoso Streptococcus agalactiae 80%
1-39 Blanco algo amarillento Streptococcus agalactiae 90% 2 8%
1-42 Blanco cremoso algo amarillento Staphylococcus saprophyticus 90% 1 4%
6-42 Blanco cremoso algo amarillento Corynebacterium spp. 100% 1 4%
1-7 Blanco cremoso Campylobacter spp. 90% 1 4%
2-11 Blanco cremoso algo amarillento Pseudomonas spp. 90%
3-38 Blanco cremoso Pseudomonas spp. 90% 3 12%
3-49 Cremoso Pseudomonas spp. 90%

Realizado por:

CORTES Sandra, 2016
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W Micrococcus luteus W Staphylococcus epidermidis ~ m Streptococcus viridans
Streptococcus agalactiae W Staphylococcus saprophyticus m Corynebacterium spp.

W Campylobacter spp. W Pseudomonas spp.

Gréfico 7-3: Porcentaje total de cada microorganismo encontrado en las aguas termales del

Balneario El Cachaco.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Los Micrococcus luteus fueron identificados con un porcentaje de coincidencia de entre el 70 y
80%, los Staphylococcus epidermidis fueron identificados con un nivel de coincidencia de entre
el 60 y 90%, los Streptococcus viridans en su mayoria con un 80%, los Streptococcus agalactiae
con un 80 y 90%, un clon bacteriano de Staphylococcus saprophyticus fue identificado con un
90% de similitud, un clon bacteriano de Corynebacterium spp. con un 100% de coincidencias, un
clon bacteriano de Campylobacter spp. con un 90% de similitud y tres clones bacterianos de

Pseudomonas spp. con un 90% de coincidencias.

Tomando en cuenta el porcentaje total de presencia cada microorganismo en las aguas termales
del Balneario El Cachaco, se puede decir que predominaron los Staphylococcus epidermidis con
un 28%, seguido de los Micrococcus luteus y Streptococcus viridans con un 20%, Pseudomonas
spp. con un 12%, Streptococcus agalactiae con un 8% y el Staphylococcus saprophyticus,

Corynebacterium spp y Campylobacter spp con un 4% cada uno. (Gréfico 7-3)

Por ultimo a continuacién se presenta una corta descripcion de cada tipo de microorganismo

identificado.

Micrococcus luteus: Es una bacteria Gram positiva, dispuesta en cocos en forma de tétradas o

racimos irregulares, aerobia estricta, sus colonias varian entre tonos de amarillo o blanco cremoso,
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habita en varios ambientes como la piel, mucosas, orofaringe, tracto respiratorio superior, aire,
suelo, polvo y agua, puede desarrollarse en ambientes con poca agua o con elevadas

concentraciones de sal. (Pacheco, 2009)

Es un microorganismo halotolerante que crece en 5% de NaCl, susceptible a la bacitracina, ureasa
y catalasa positivo, a menudo oxidasa positivo, no mdvil, coagulasa negativo, no produce
hemolisis, utiliza los carbohidratos por via oxidativa, es un patdégeno oportunista en personas

inmunocomprometidas. (Azay Cores, 2006) (UK STANDARDS FOR MICROBIOLOGY INVESTIGATIONS,
2014)

Staphylococcus epidermidis: Coco Gram positivo agrupado en racimos, aerobio 0 anaerobio
facultativo, sus colonias son generalmente incoloras, se encuentra en la flora normal de la
superficie corporal (piel) y en las mucosas de las personas y animales, es catalasa positivo,
coagulasa negativo, sensible a la novobiocina, no produce hemolisis, no fermenta manitol, ureasa

positiva, oxidasa negativa, puede usar la glucosa, sacarosa y lactosa para formar acidos. (Chans,
2004)

Este microorganismo en presencia de lactosa produce gas, es un patdgeno oportunista que casusa
infecciones en pacientes inmunocomprometidos o en personas que utilizan biomateriales como

catéteres, protesis dseas, tubos de didlisis, valvulas, lentes oculares, etc. (Ruiz, 2010, p.113)

Streptococcus viridans (Estreptococos orales): Coco Gram positivo en forma de parejas o
cadenas, alfa o gama hemolitico, sus colonias son de tamafio inferior a 0,5mm, oxidasa y catalasa
negativo, anaerobio facultativo, fermenta glucosa produciendo 4cido lactico, no crece en caldo
hipersalino con NaCl al 6.5%, resistente a la optoquina, puede o no crecer en manitol salado,

resistente a la optoquina. (Montes y Garcia, 2006, p.18) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2006)

Esta bacteria se encuentra en la flora normal del tracto respiratorio y digestivo, en especial en la
cavidad oral, faringe, colon y aparato genital femenino, produce endocarditis cuando se libera en

la sangre luego de que un diente es extraido ademas puede ocasionar caries y abscesos dentales.
(Winn, 2006, p.660)

Estreptococos del grupo B (Streptococcus agalactiae): Coco Gram positivo en forma de
cadenas, aerobio y anaerobio facultativo, catalasa y oxidasa negativo, resistente a la bacitracina,
en agar sangre las colonias grises son lisas, redondas y miden 2mm de didmetro, produce beta
hemolisis aunque algunas cepas son gamma hemoliticas, se lo identifica tomando como base la

hidrélisis de hipurato y la prueba de CAMP. (Brizuela, 2007, p.8)

Se caracteriza por poseer en su pared el grupo B de antigenos del sistema de Lancefield, su habitat
es la flora normal del tracto gastrointestinal, en ocasiones se encuentra en la vagina y el tracto

urinario del que puede transmitirse al recién nacido en el momento del parto ademas puede
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producir graves infecciones en el recién nacido como dificultad respiratoria, meningitis, sepsis,

otitis y en adultos infecciones urinarias 0 vaginales. (De La Rosa y De Cugto, 2001) (Rodriguez, 2006)
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2006)

Staphylococcus saprophyticus: Coco Gram positivo en forma de racimos, anaerobio facultativo,
catalasa y oxidasa positivo, coagulasa negativo, no formador de esporas, inmévil, posee la enzima
ureasa, resistente a la novobiocina, algunos microorganismos son manitol positivo, se encuentra
ampliamente distribuido, puede ocasionar infecciones del tracto urinario en mujeres en edad joven

y uretritis en varones. (Seija, 2006)

Corynebacterium spp.: Género de bacilos Gram positivos pleomorficos del filo Actinobacteria
con forma de V o de letras chinas, aerobios o anaerobios facultativos, no moviles, catalasa
positivos, no forman esporas, fermenta la glucosa, habitan en el suelo, agua, alimentos, la mayor
parte se encuentra en la flora sapréfita de la piel y en la mucosa tanto de humanos y animales,

pueden ocasionar faringitis, endocarditis e infecciones. (Macedo y Vola, 2006) (BODE SCIENCE
CENTER, 2016)

Corynebacterium diphtheriae o bacilo de Klebs-L&ffler, es una especie patdégena pues produce
una toxina diftérica que se dispersa por la sangre causando los sintomas de la difteria, sus colonias
pequefias son de color blanco grisaceo brillante, de hemdlisis variable, anaerobio facultativo, su
habitat es el humano en el cual coloniza el sistema respiratorio superior. (Rodriguez, 2013)
(Microbiologia Médica, 2014)

Otra especie patdgena es Corynebacterium xerosis que forma parte de la flora normal de la
nasofaringe, membranas mucosas y de la piel, produce endocarditis e infecciones en personas
inmunocomprometidas entre estas septicemia, artritis séptica, osteomielitis vertebral, no genera

hemolisis, ureasa negativa, no movil y catalasa positiva. (Lortholary, 1993) (Vela, 2006)

Pseudomonas spp.: Son bacilos Gram negativos rectos o ligeramente curvados, aerobios
estrictos, mdviles pues presentan flagelos, no forman esporas, no fermentan la glucosa pero la
usan por via oxidativa, no forman gas, oxidasa y catalasa positivos, se encuentran en el suelo,
aguas contaminadas, plantas y animales, ocasionan infecciones oportunistas, neumonias,

queratitis, infeccion del tracto urinario, otitis, entre otras. (Torrico, 2010, pp. 323-325)

Entre las principales especie tenemos la Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida que producen un pigmento verde claro fluorescente y Pseudomonas stutzeri

cuyo cultivo es rugoso y seco. (Torrico, 2010, pp. 323-325)

La Pseudomonas aeruginosa posee un olor y color determinado, se encuentra generalmente en el

agua y en el suelo, contamina desinfectantes, material clinico etc; coloniza al ser humano al
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ingresar a través de una herida o quemadura, en personas sanas no ocasiona ninguna patologia.
(Torrico, 2010, pp.325-326)

Campylobacter spp.: Proviene del griego campylos (curvo) y baktron (bacilo), son bacilos Gram
negativos curvados o espiralados, moviles, microaerofilicos, poseen flagelos polares, crecen a
37°C excepto el Campylobacter jejuni que necesita una temperatura de 42°C para crecer, no

forman esporas, presentan catalasa variable. (Winn, 2006, p.374) (Guias para la calidad del agua potable,
2006) (Elika, 2013) (Cervantes y Cravioto, 2007, pp. 31-35)

Este género se encuentra distribuido en la naturaleza en especial en el tracto digestivo de los
mamiferos y aves, se transmite al ser humano mediante el contacto con animales tanto domésticos

como silvestres, alimentos y agua contaminada. (Guias para la calidad del agua potable, 2006) (Elika, 2013)
(Cervantes y Cravioto, 2007, pp. 31-35)

El Campylobacter jejuni es un microorganismo termofilo, de manera frecuente le ocasiona al ser

humano infecciones, su reservorio es el intestino de los animales domésticos en especial las aves.
(Chile. Boletin Instituto de Salud Publica, 2005-2013) (OMS, 2011)
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3.13 Antibiograma de los cocos Gram positivos aislados de las aguas termales del Balneario ElI Cachaco.

Tabla 16-3: Antibiograma de los cocos Gram positivos aislados de las aguas termales del Balneario EI Cachaco.

N° de ANTIBIOTICOS
colonia IDENTIFICACION AM KF E F CN | CRO | AMC | IPM K P TE VA | OX | CIP
10ug | 30ug | 15ug | 300ug | 10ug | 30ug | 30ug | 1Oug | 30ug | 10U | 30ug | 30ug | lug | 5ug
1-4 Micrococcus luteus R R | R S MS | S S R S R R S
1-18 Staphylococcus epidermidis R R S R S MS R S S R R R R S
2-2 Staphylococcus epidermidis R S R S S S S S | R S R R S
2-5 Micrococcus luteus R R R R S MS R S S R S R R S
2-6 Streptococcus viridans R R | S S R S S R S R R S
2-12 Streptococcus viridans R R S I S S S S S R S S R S
3-1 Staphylococcus epidermidis R R S R S MS R S S R S | R S
3-7 Staphylococcus epidermidis R R S R S MS R S S R S R R S
3-11 Micrococcus luteus R R | R S MS S S S R S | R S
3-17 Streptococcus viridans R R S R S S S S S R S S R S
3-62 Streptococcus viridans R R | R S S S S R S S R S
4-11 Micrococcus luteus R R S R S MS S S S R S S R S
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4-2 Micrococcus luteus S S S R S S S S S S S S S S
4-7 Staphylococcus epidermidis S S S R S S S S S S S S S S
1-25 Staphylococcus epidermidis S S S S S S S S R S R S R S
1-29 Streptococcus agalactiae R R S R S S S S S R S R R S
1-39 Streptococcus agalactiae S S S S S S S S | S R S R S
1-42 Staphylococcus saprophyticus S S | S S S S S R S R S R S
1-46 Streptococcus viridans R S R R S S S S S R S R R S
1-60 Staphylococcus epidermidis S S R S S S S S S S S S S S

AM=ampicilina, KF= cefalotina, E=eritromicina, F=nitrofurantoina, CN=gentamicina, CRO=ceftriaxona, AMC=amoxicilina + acido clavulanico, IPM= imipenem, K=kanamicina, P=penicilina,
TE-=tetraciclina, Va=vancomicina, OX=oxacilina, CIP=ciprofloxacina, R=Resistente, S=Sensible, I=Intermedio, MS=Moderadamente sensible.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016
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La resistencia antibidtica representa un grave problema de salud en todo el mundo se define como
la capacidad que tiene una bacteria de resistir al efecto del antibi6tico, la cual es causada por la
presencia de genes de resistencia que se pueden transmitir de una bacteria a otra mediante

transferencia horizontal, intercambio de plasmidos, integrones o transposones. (Madigan, 2004,
p.711) (Manual de actualizacion en resistencia bacteriana y normas CLSI M100-S20, 2010, p. 5)

La resistencia a un antibiético se puede producir por varios mecanismos como la destruccién o
inactivacion del antibidtico a través de la produccion de enzimas que lo hidrolizan, presencia de
una capa lipidica externa en la membrana bacteriana que impide que el antibiético penetre en la
célula, modificacion por mutacion de las porinas de la membrana externa de la bacteria que

dificulta el paso del antibiotico, alteracion del sitio blanco de accion del farmaco entre otros. (Pérez,
1998, p.59) (Apaza y Garcia, 2011) (Pérez y Robles, 2013, p.189) (Flérez, 2007, pp.6-8)

En la tabla 16-3 se muestran los resultados obtenidos del antibiograma de los cocos Gram
positivos, observandose que todos los aislados bacterianos mostraron sensibilidad al
aminoglucésido gentamicina, al antibiético betalactdmico imipenem y a la fluoroguinolona
ciprofloxacina, cabe mencionar que la cefalosporina de tercera generacién ceftriaxona también

mostro rangos de sensibilidad y moderada sensibilidad en todos los aislados bacterianos.

Los resultados obtenidos muestran que ademas en el Balneario ElI Cachaco existieron niveles
considerables de multirresistencia, 2 de los 20 aislados bacterianos (10%) poseian resistencia a 8
antibioticos diferentes, 1 de los 20 aislados bacterianos (5%) a 7 antibidticos distintos, 5 de los
20 aislados bacterianos (25%) fueron resistentes tanto a 6 como a 5 antibidticos diferentes, 1 de
los 20 aislados bacterianos (5%) fue resistente a 4 antibidticos distintos, 2 de los 20 aislados
bacterianos (10%) a 3 antibioticos, 1 de los 20 aislados bacterianos (5%) a 2 antibioticos y 3 de

los 20 aislados bacterianos (15%) fueron resistentes a un solo antibi6tico.

Los 5 clones bacterianos identificados como Micrococcus luteus mostraron resistencia a la
nitrofurantoina pero en cambio fueron sensibles a los antibidticos gentamicina, kanamicina,
imipenem, ciprofloxacina y tetraciclina; 4 de 5 clones bacterianos (80%) fueron resistentes a la
ampicilina, cefalotina, penicilina, oxacilina, con respecto a la eritromicina 2 de 5 clones
bacterianos (40%) fueron sensibles, 2 clones (40%) mostraron sensibilidad intermedia y un clon
(20%) fue resistente; el antibidtico ceftriaxona fue moderadamente sensible para 4 clones
bacterianos (80%) y 1 clon (20%) fue sensible; el antibidtico amoxicilina + acido clavulanico fue
sensible para 3 clones (60%), 1 clon (20%) mostré sensibilidad intermedia y 1 clon (20%) fue
resistente; en cuanto a la vancomicina 2 clones (40%) fueron resistentes, 2 clones (40%) sensibles

y 1 clon (20%) mostré sensibilidad intermedia.

Cedefio (2014) menciona que los Micrococcus spp. son sensibles a la mayoria de antibi6ticos entre

estos la vancomicina, penicilina, gentamicina y clindamicina, lo cual coincide con lo reportado
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para el Balneario EI Cachaco Unicamente en lo referente a la gentamicina, con respecto a la
vancomicina el 40% de los clones bacterianos mostraron tanto sensibilidad como resistencia a

este antibiotico mientras que el 80% de los clones fueron resistentes a la penicilina.

De los 7 clones bacterianos identificados como Staphylococcus epidermidis 5 (71.42%) mostraron
sensibilidad a la eritromicina y tetraciclina y 2 (28.57%) resistencia a los mismos medicamentos;
con respecto a la kanamicina 5 clones bacterianos (71.42%) fueron sensibles, 1 clon (14.28%)
mostré sensibilidad intermedia y 1 clon (14.28%) resistencia; ademas 4 clones (57.14%) fueron
sensibles a la cefalotina y a la amoxicilina + acido clavulanico y 3 clones (42.85%) fueron
resistentes a estos antibidticos, en lo que respecta a la ceftriaxona 4 clones (57.14%) fueron
sensibles y 3 clones (42.85%) moderadamente sensibles. Los medicamentos ampicilina,
nitrofurantoina y penicilina mostraron resistencia a 4 clones bacterianos (57.14%) y sensibilidad
a 3 clones (42.85%); la vancomicina presentd tanto resistencia como sensibilidad a 3 clones
(42.85%) y 1 clon (14.28%) mostro sensibilidad intermedia; por Gltimo el antibiético oxacilina

mostrd resistencia a 5 clones bacterianos (71-42%) y sensibilidad a 2 clones (28.57%).

Chirinos-Saldafa et al. (2014, p.75) en su estudio del perfil microbioldgico y sensibilidad a
antibidticos de microorganismos aislados de infecciones conjuntivales, encontraron 9 cepas de
Staphylococcus epidermidis de las cuales el 100% mostraron sensibilidad al antibi6tico
gentamicina, el 88.88% a la vancomicina y el 77.77% a la ciprofloxacina, resultados que
coinciden con los reportados en este trabajo con excepcion del medicamento vancomicina para el
cual 3 clones (42.85%) mostraron tanto resistencia como sensibilidad y 1 clon (14.28%)

sensibilidad intermedia.

Los 5 clones bacterianos identificados como Streptococcus viridans presentaron resistencia a la
ampicilina, penicilina y oxacilina pero mostraron sensibilidad a la ceftriaxona, kanamicina y
tetraciclina, en relacion a la cefalotina 4 clones bacterianos (80%) fueron resistentes y 1 clon
(20%) fue sensible; para la eritromicina 2 clones (40%) fueron sensibles, 2 clones (40%) de
sensibilidad intermedia y 1 clon (20%) resistente; para la nitrofurantoina 3 clones (60%) fueron
resistentes, 1 clon (20%) sensible y 1 clon (20%) de sensibilidad intermedia, con respecto a la
amoxicilina + acido clavulénico 4 clones bacterianos (80%) fueron sensibles y 1 clon (20%)
resistente; en relacion a la vancomicina 3 clones (60%) fueron sensibles y 2 clones (40%)

resistentes.

Gonzalez (2014) en su investigacion del perfil antibi6tico de estreptococos del grupo viridans
aislados de la cavidad oral en individuos con uso prolongado de antibidticos menciona que de 136
cepas aisladas 109 correspondieron al Streptococcus viridans, de las cuales el 93.6% de cepas

fueron sensibles a la amoxicilina + &cido clavulanico, ampicilina, ceftriaxona, eritromicina,
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penicilina tetraciclina, vancomicina, 4.6% de cepas mostraron una resistencia intermedia y el

1.8% de cepas fueron resistentes a los mismos medicamentos.

El estudio realizado por Gonzalez (2014) coincidid con el de las aguas termales del Balneario El
Cachaco en cuanto a que la mayor cantidad de cepas fueron sensibles a la ceftriaxona, amoxicilina
+ acido clavulanico, tetraciclina y vancomicina; los resultados en cuanto a la ampicilina y
penicilina no coincidieron ya que en este trabajo los clones bacterianos fueron resistentes a estos
antibioticos; en relacion a la eritromicina las cepas resultaron ser en su mayoria sensibles e

intermedias.

Los 2 clones bacterianos de Streptococcus agalactiae fueron sensibles a los antibi6ticos
eritromicina, ceftriaxona y amoxicilina + &cido clavulanico asi mismo fueron resistentes a la
oxacilina; en relacion a la kanamicina 1 clon bacteriano (50%) fue sensible y el otro clon (50%)
mostré sensibilidad intermedia, para el resto de medicamentos se obtuvo un clon bacteriano

resistente y uno sensible.

Alhambra et al. (1998-2002) en un estudio de la sensibilidad a 18 antibi6ticos clasicos y recientes
de 145 cepas de Streptococcus agalactiae de sangre y orina, mencionaron que las cepas fueron
sensibles a la penicilina G, ampicilina, cefotaxima, vancomicina, rifampicina, moxifloxacino,
levofloxacino y linezolide; 32 cepas fueron resistentes o intermedias a la eritromicina y

azitromicina y una gran cantidad fue resistente a la tetraciclina.

Belmar y colaboradores (2002, pp. 107-108) en el estudio de sensibilidad antimicrobiana de 183 cepas
de Streptococcus agalactiae aisladas de la region vagino-perineal de embarazadas en el tercer
semestre, indicaron que todas las cepas fueron sensibles a la penicilina, ampicilina, cefazolina y
vancomicina, en relacién a la eritromicina 177 cepas fueron sensibles, 2 cepas de sensibilidad

intermedia y 2 resistentes.

Los resultados de los estudios de Alhambra y Belmar no concordarian del todo con el estudio
realizado en el Balneario ElI Cachaco, pues de los dos clones bacterianos solo uno mostrd
sensibilidad a la penicilina, ampicilina y vancomicina, con respecto a la eritromicina los
resultados no concuerdan con el estudio de Alhambra pues los clones bacterianos si mostraron

sensibilidad y en relacion a la tetraciclina uno de los dos clones fue resistente a este antibidtico.

Duque et al. (2011, pp.32-33) en una investigacion del perfil de sensibilidad de S. agalactiae obtenido
a partir de muestras de introito vaginal y region perineal de mujeres gestantes de Medellin
(Colombia), encontraron que todas las 50 cepas fueron sensibles a la ampicilina y vancomicina,
25% de cepas fueron sensibles a la tetraciclina, 72% de cepas mostraron sensibilidad a la

eritromicina y clindamicina y el 28% de cepas fueron resistentes a la clindamicina y eritromicina.
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Luego de comparar los resultados de la investigacidn de Duque con los del Balneario EI Cachaco
no se concuerda con la total sensibilidad del Streptococcus agalactiae a los antibidticos ampicilina
y vancomicina ya que solo 1 de los 2 clones bacterianos mostr6 sensibilidad, en cuanto a la
tetraciclina 1 clon fue sensible y 1 clon resistente, en cambio en relacion a la eritromicina los dos

clones fueron sensibles.

El clon bacteriano identificado como Staphylococcus saprophyticus fue sensible a la ampicilina,
cefalotina, nitrofurantoina, ceftriaxona, amoxicilina + 4&cido clavulénico, penicilina y
vancomicina, ademas mostrd sensibilidad intermedia para la eritromicina y fue resistente a la

kanamicina, tetraciclina y oxacilina.

Molinay Lépez (2016) indicaron que el Staphylococcus saprophyticus es sensible a los antibidticos
usados generalmente para tratar infecciones urinarias no complicadas de tipo ambulatorio con
excepcion del acido nalidixico y la fosfomicina; se puede emplear betalactdmicos como la
amoxicilina + acido clavulanico, cefuroxima axetilo, cefadroxilo, fluoroquinolonas o

aminoglucdsidos.

Lo mencionado por Molina y LApez coincide con el presente estudio en el que el Staphylococcus
saprophyticus mostrd sensibilidad a la amoxicilina + &cido clavulanico, a los betalactamicos
penicilina, ampicilina, cefalotina, ceftriaxona, imipenem; la fluoroquinolona ciprofloxacina, el

aminoglucédsido gentamicina con excepcion de la kanamicina que fue resistente.

Cabe mencionar que algunas de las cepas que mostraron un halo de inhibicion del antibi6tico
clasificado como resistente mostraron crecimiento dentro del diametro de dicho halo, como en el
clon bacteriano nimero 1-4 con respecto a la nitrofurantoina, el clon bacteriano 2-5 en cuanto al
antibiético ampicilina, el clon bacteriano 3-1 en cuanto a la penicilina y vancomicina, el clon
bacteriano 3-17 en relacion a la cefalotina y el clon bacteriano 1-29 en cuanto a la cefalotina y
nitrofurantoina, demostrando asi que hay una mezcla del microorganismo que tiene diferentes

fenotipos de resistencia.
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3.14 Antibiograma del bacilo Gram positivo aislado de las aguas termales del Balneario EI Cachaco.

Tabla 17-3: Antibiograma del bacilo Gram positivo aislado de las aguas termales del Balneario EI Cachaco.

N° de ANTIBIOTICOS
colonia IDENTIFICACION AM KF E F CN | CRO | AMC | IPM K P TE | VA | OX | CIP
10ug | 30ug | 15ug | 300ug | 10ug | 30ug | 30ug | 10ug | 30ug | 10U | 30ug | 30ug | lug | 5Sug
6-42 Corynebacterium spp. R R R R S MS R S S R | R R S

AM=ampicilina, KF= cefalotina, E=eritromicina, F=nitrofurantoina, CN=gentamicina, CRO=ceftriaxona, AMC=amoxicilina + &cido clavulanico, IPM= imipenem, K=kanamicina, P=penicilina,

TE-=tetraciclina, Va=vancomicina, OX=oxacilina, CIP=ciprofloxacina, R=Resistente, S=Sensible, I=Intermedio, MS=Moderadamente sensible.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Una de las causas primordiales de la aparicion de la resistencia a los antibi6ticos ha sido el uso inapropiado de estos ya sea por una prescripcion inadecuada de

los mismos para tratar infecciones virales, prescripcion frecuente de antibiéticos de amplio espectro o el mal uso que el paciente le da a estos medicamentos

durante su tratamiento en cuanto a la dosis o duracion del mismo, lo que genera que algunos microorganismos sobrevivan y adquieran resistencia. (Garcia, 2001,
p.101) (Apazay Garcia, 2011).
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En la tabla 17-3 se muestra los resultados del perfil de sensibilidad antibiética del aislado
bacteriano identificado como Corynebacterium spp., el cual mostré sensibilidad a la gentamicina,
imipenem, kanamicina y ciprofloxacina; moderada sensibilidad a la ceftriaxona, sensibilidad
intermedia a la tetraciclina y resistencia a 8 antibiéticos: ampicilina, cefalotina, eritromicina,

nitrofurantoina, amoxicilina + &cido clavulanico, penicilina, vancomicina y oxacilina.

Fernandez (2010, pp. 140-141) en su investigacion acerca de la identificacion y poder patdgeno de
microorganismos del género Corynebacterium aislados de muestras clinicas (2010), indicé que
los 76 clones bacterianos de C. amycolatum mostraron sensibilidad a la vancomicina y linezolida,
ademas de una resistencia > 81.6% de los clones a los antibiéticos betalactdmicos (penicilina,
ampicilina, imipenem), una resistencia >75% de los clones a los macrodlidos (eritromicina,
claritromicina y azitromicina) y clindamicina, la mitad de los clones fueron resistentes a la
quinolona (ciprofloxacina con un 61.8%), tetraciclina en un 53% y cloranfenicol; <15% de clones

mostraron resistencia a la gentamicina y rifampicina

De igual manera Fernandez (2010, p.142) menciona que los aislados bacterianos de C. coyleae
mostraron sensibilidad a la vancomicina, linezolida, gentamicina, rifampicina, tetraciclina,
ampicilina e imipenem, pero fueron resistentes al ertapenem en un 14.8%, a la penicilina en un

22.2%, ciprofloxacina 29.6% Yy a la eritromicina en un 92.6%.

Los resultados anteriores en comparacién a los obtenidos en las aguas termales del Balneario El
Cachaco coinciden en cuanto a la especie C. coyleae en la sensibilidad a la gentamicina,
imipenem y al predominio de clones resistentes al antibi6tico eritromicina; en relacion a la especie
C. amycolatum concuerda la resistencia de la mayoria de clones a los antibi6ticos penicilina,
ampicilina, eritromicina y en la sensibilidad intermedia a la tetraciclina; en cuanto a la
vancomicina se obtuvo un resultado contrario a los estudios mencionados pues el microorganismo

resulté resistente a este antibiético.

Por dltimo Ferndndez (2010, p.148) menciona que los 38 clones bacterianos de Corynebacterium
spp. fueron sensibles a la vancomicina, linezolida y rifampicina, ademas de que fueron resistentes
a la gentamicina en un 7.9%, a la tetraciclina en un 10.5%, a los betalactamicos (penicilina 21%,
ampicilina 15.8%, imipenem 7.9%), a la quinolona (ciprofloxacina 26.3%), eritromicina con un

76.3%, y a la claritromicina con un 81.6%.

Los resultados obtenidos por Fernandez en los clones bacterianos de Corynebacterium spp.
coinciden con los resultados de este trabajo en cuanto al predominio de clones bacterianos

resistentes a la eritromicina.
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3.15 Antibiograma de los bacilos Gram negativos aislados de las aguas termales del Balneario ElI Cachaco.

Tabla 18-3: Antibiograma de los bacilos Gram negativos aislados de las aguas termales del Balneario EI Cachaco.

N° de ANTIBIOTICOS
colonia IDENTIFICACION AM PY KF S F CN | CRO | AMC | IPM K SXT | TE CIP
10ug | 100ug | 30ug | 300ug | 300ug | 10ug | 30ug | 30ug | 10ug | 30ug | 25ug | 30ug 5ug
1-7 Campylobacter spp. R R R R R R MS R S | S I S
2-11 Pseudomonas spp. R R R S R S R R S S R I S
3-38 Pseudomonas spp. R R R S R S R R S S R I S
3-49 Pseudomonas spp. R R R S R S R R S S R | S

AM=ampicilina, PY=carbenicilina, KF=cefalotina, S=estreptomicina, F=nitrofurantoina, CN=gentamicina, CRO=ceftriaxona, AMC=amoxicilina + &cido clavulanico, IPM= imipenem,
K=kanamicina, SXT=trimetoprim-sulfametoxazol, TE=tetraciclina, CIP=ciprofloxacina, R=Resistente, S=Sensible, I=Intermedio, MS=Moderadamente sensible.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

La resistencia bacteriana a los antibidticos constituye una grave amenaza mundial pues al ser las bacterias multirresistentes impiden que la infeccion o
enfermedad que ocasionaron responda adecuadamente al tratamiento, generando un padecimiento prolongado e incluso el riesgo de defuncion, sumado a esto
se incrementan los costos de atencién sanitaria ya que debido a que la infecciodn es resistente no es suficiente un tratamiento con medicamentos de primera linea

sino que es necesario usar terapias costosas. (OMS, 2016).

182



En la tabla 18-3 se muestran los resultados obtenidos del antibiograma de los bacilos Gram
negativos, en donde se puede observar que todos los clones bacterianos mostraron sensibilidad al
imipenem y a la ciprofloxacina, ademas de una sensibilidad intermedia a la tetraciclina; por otro
lado presentaron resistencia a la ampicilina, carbenicilina, cefalotina, nitrofurantoina y a la
amoxicilina + &cido clavulanico. Los resultados obtenidos muestran ademas que los 4 aislados

bacterianos identificados fueron resistentes al menos a 7 antibiéticos diferentes

El clon bacteriano identificado como Campylobacter spp. presentd resistencia a la estreptomicina
y gentamicina, moderada sensibilidad a la ceftriaxona, sensibilidad intermedia a la kanamicina y
sensibilidad al trimetoprim-sulfametoxazol; por otro lado los 3 clones bacterianos identificados
como Pseudomonas spp. mostraron sensibilidad a la estreptomicina, gentamicina y a la

kanamicina ademas de que fueron resistentes a la ceftriaxona y al trimetoprim-sulfametoxazol.

Cabe mencionar que algunos de los clones bacterianos mostraron crecimiento en el halo de
inhibicién como en el caso del clon nimero 1-7 con los medicamentos ceftriaxona y amoxicilina
+ &cido clavulénico, los clones 2-11 y 3-49 con el antibidtico ceftriaxona, demostrando asi que

hay una mezcla del microorganismo que tiene diferentes fenotipos de resistencia.

Campos et al. (2003, pp. 217-218) en un estudio de la sensibilidad de Campylobacter jejuni a ocho
antibidticos en cepas aisladas de muestras clinicas de nifios, mencionaron que de las 80 cepas
bacterianas un 4.9% fueron resistentes a la ampicilina, 61.7% mostraron resistencia a la
tetraciclina y todas las cepas fueron sensibles a la amoxicilina + &cido clavulanico; estos
resultados en comparacién con los obtenidos en el Balneario EI Cachaco concuerdan en cuanto a
la existencia de clones bacterianos resistentes a la ampicilina no asi en cuanto a la amoxicilina +

acido clavulanico ya que en este estudio el clon bacteriano fue resistente al antibidético.

Por otro lado Gonzélez y Alonso (2013, pp.93-94) en su estudio de la incidencia y sensibilidad de
Campylobacter jejuni en pacientes pediatricos: implicacion en bacteriemia (2010-2012) indicaron
que de las 101 cepas estudiadas un 89% mostraron resistencia a la ciprofloxacina y un 12%
sensibilidad al mismo antibi6tico, ademas un 95% de cepas fueron sensibles a la eritromicina y
un 5% fueron resistentes a la misma, estos resultados demuestran que si existen clones bacterianos
sensibles a la ciprofloxacina lo cual coincide con los resultados obtenidos para el Balneario El

Cachaco.

Garcia y colaboradores (2009, p.512) en su estudio de la susceptibilidad antimicrobiana de
Campylobacter jejuni aislado de coprocultivos en Santiago de Chile, indicaron que de las 73 cepas
aisladas de coprocultivos, un 32.4% fueron resistentes a la ciprofloxacina y 1.4% mostraron
resistencia a la ampicilina, ademas 5.4% de cepas mostraron resistencia intermedia a la

ampicilina, estos resultados no concuerdan con los obtenidos para el Balneario ElI Cachaco en
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donde el aislado bacteriano fue sensible a la ciprofloxacina pero por otro lado al igual que en este

trabajo existieron clones bacterianos resistentes a la ampicilina.

Andueza y colaboradores (2015, p.160) en su estudio de la resistencia antimicrobiana en cepas de
Pseudomonas aeruginosa aisladas de aguas termales de la provincia de Chimborazo, sefialaron
que las 15 cepas aisladas fueron sensibles a la vancomicina y resistentes a la ampicilina y
ampicilina-sulbactam, ademas el 33.33% de las cepas mostraron multirresistencia a los
antibiéticos ampicilina, ampicilina-sulbactam, amikacina, ceftazidime, cefepime vy

ciprofloxacina.

El estudio anterior en relacion al realizado en las aguas termales del Balneario EI Cachaco
coincide en cuanto a la resistencia a la ampicilina y en lo que se refiere a la ciprofloxacina pues
al igual que en ese estudio existieron clones bacterianos que mostraron sensibilidad a este

medicamento.

Lujan et al. (2008, p.158) en una investigacion acerca de la resistencia a los antibi6ticos en aislados
clinicos de Pseudomonas aeruginosa en un hospital universitario en Lima, mencionaron que de
las 144 cepas aisladas de muestras de orina y de las vias respiratorias un 47% de cepas mostraron
resistencia al imipenem, 51% sensibilidad y 2% sensibilidad intermedia, con respecto a la
gentamicina un 55% de cepas mostraron resistencia, 36% sensibilidad y 9% sensibilidad
intermedia, en relacién a la ciprofloxacina el 57% de cepas mostraron resistencia, 33%

sensibilidad y 10% sensibilidad intermedia.

Delgado y colaboradores (2007, pp.231-232) en su estudio de la sensibilidad y resistencia de
Pseudomonas aeruginosa a los antimicrobianos, indicaron que de las 3019 cepas aisladas 88.2%
fueron sensibles al imipenem, 75.8% mostraron sensibilidad a la gentamicina y un 79.2% fueron

sensibles la ciprofloxacina.

Las dos investigaciones anteriores muestran que si hubo presencia de clones bacterianos de
Pseudomonas aeruginosa sensibles al imipenem, gentamicina y ciprofloxacina al igual que en los

resultados obtenidos para el Balneario El Cachaco.

De acuerdo al anual de actualizacion en resistencia bacteriana y normas CLSI M100-S20 (2010,
p.33) de Bogotd, la Pseudomonas aeruginosa muestra resistencia a las penicilinas, cefalosporinas
de primera y segunda generacién y trimetoprim sulfametoxazol, ademas menciona que puede
presentar multirresistencia a varios antibidticos por lo cual para tratar las infecciones causadas
por este microorganismo se debe usar mas de un medicamento; los resultados de esta
investigacion concuerdan con los obtenidos para el Balneario EI Cachaco en cuanto a la
resistencia a la ampicilina, a la cefalosporina de primera generacion (cefalotina) y al trimetoprim

sulfametoxazol.
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CONCLUSIONES

e Lasaguas del Balneario El Cachaco presentaron una temperatura promedio alrededor de 25°C
con una temperatura ambiente promedio de 17°C, siendo la temperatura del agua superior con
8°C a latemperatura ambiente lo cual la hace termal, mientras que de acuerdo a la temperatura
podrian clasificarse como hipotermales, el valor promedio de pH fue de 6,8 lo cual indicé que

el agua termal era neutra.

e En todos los sitios muestreados del Balneario EI Cachaco hubo presencia de aerobios
mesofilos los cuales pueden haber provenido del ambiente y de los usuarios del agua termal,
sin embargo los promedios del recuento del primer y segundo muestreo no superaron las 100
UFC/mL por lo cual se puede decir que estas bacterias no representaron un riesgo sanitario y
mostré que el manantial tiene una proteccion aceptable de cualquier tipo de contaminacion

externa.

e Enninguna muestra de agua termal se encontrd colonias de Escherichia coli lo cual coincidi
con las normas de agua potable de Guatemala, México, Colombia y con el Real Decreto
742/2013 de los criterios técnicos sanitarios de la calidad del agua y aire de las piscinas de
Espafia, por otro lado se detectaron coliformes totales en cantidades inferiores a QUFC/mL en
tres de los cinco puntos muestreados que podrian provenir del suelo o de la vegetacion y como
no hubo presencia de Escherichia coli no constituyen un riesgo a la salud de los bafistas,

ademas hubo sospecha de la presencia de Pseudomonas.

o El promedio de Staphylococcus aureus encontrado en las aguas termales fue de 1 UFC/mL,
esta bacteria pudo provenir del aire o de los usuarios del agua termal y como no se encontraba

en grandes cantidades no representd un riesgo sanitario para los bafiistas.

e La cantidad total de levaduras que se detecté en las muestras de agua termal fue de 18
UFC/mL y 4 UFC/mL de mohos que pudieron provenir del suelo, restos vegetales o de los
bafiistas, estos resultados incumplen con la norma colombiana NTC 813 de agua potable y

podrian estar generando una decadencia de la calidad sanitaria del lugar.

e En el recuento de colonias crecidas en el agar manitol salado se encontrd que un 36.54% de

ellas fermentaron el manitol y el 63.45% no fermentaron el manitol, de las colonias crecidas
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en el agar eosina azul de metileno un 29.46% fermentaron la lactosa y un 70.53% no lo

hicieron.

De los 146 clones bacterianos que se aislaron de acuerdo a la tincién Gram predominaron los
microorganismos Gram positivos con un 82.18% los cuales son mas resistentes al calor y en
relacion a la morfologia celular el 87.66% correspondieron a los cocos, para la identificacion
bacteriana se escogieron 25 aislados bacterianos, de los cuales 20 fueron cocos Gram
positivos, 1 bacilo Gram positivo y 4 bacilos Gram negativos, se tomé en cuenta las
caracteristicas macroscopicas, microscopicas y los resultados de cada prueba bioguimica

realizada.

Luego de haber realizado las pruebas de identificacion respectivas para los cocos Gram
positivos, se determind que 5 clones bacterianos (20%) correspondian al Micrococcus luteus,
7 clones (28%) al Staphylococcus epidermidis, 5 clones (20%) al Streptococcus viridans, 2
clones (8%) al Streptococcus agalactiae y 1 clon (4%) al Staphylococcus saprophyticus, por
otro lado se identifico 1 bacilo Gram positivo (4%) como Corynebacterium spp.; de los
bacilos Gram negativos, 1 (4%) correspondié al Campylobacter spp. y 3 (12%) a las
Pseudomonas spp. todos estos géneros también han sido reportados en varios estudios
microbioldgicos de manantiales mineromedicinales con excepcion de los géneros

Streptococcus y Campylobacter.

En cuanto al antibiograma todos los cocos Gram positivos fueron sensibles a la gentamicina,
imipenem vy ciprofloxacina, ademas existieron niveles considerables de multirresistencia: 2
de los 20 aislados bacterianos (10%) poseian resistencia a 8 antibiéticos diferentes, 1 de los
20 aislados bacterianos (5%) a 7 antibi6ticos distintos, 5 de los 20 aislados bacterianos (25%)
fueron resistentes tanto a 6 como a 5 antibidticos diferentes, 1 de los 20 aislados bacterianos
(5%) fue resistente a 4 antibidticos distintos, 2 de los 20 aislados bacterianos (10%) a 3
antibidticos, 1 de los 20 aislados bacterianos (5%) a 2 antibioticos y 3 de los 20 aislados

bacterianos (15%) fueron resistentes a un solo antibiético.

El bacilo Gram positivo perteneciente al género Corynebacterium mostrd sensibilidad a la
gentamicina, imipenem, kanamicina y ciprofloxacina; moderada sensibilidad a la ceftriaxona,
sensibilidad intermedia a la tetraciclina y resistencia a 8 antibi6ticos: ampicilina, cefalotina,
eritromicina, nitrofurantoina, amoxicilina + acido clavulanico, penicilina, vancomicina y

oxacilina.
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En cuanto al antibiograma de los bacilos Gram negativos, todos los clones bacterianos fueron
sensibles al imipenem y a la ciprofloxacina, ademas mostraron una sensibilidad intermedia a
la tetraciclina; por otro lado presentaron resistencia a la ampicilina, carbenicilina, cefalotina,
nitrofurantoina y a la amoxicilina + &cido clavulanico; cabe mencionar que los 4 aislados

bacterianos identificados fueron resistentes al menos a 7 antibioticos diferentes.

Las propiedades fisicoquimicas del agua termal y su calidad microbioldgica son propias de
cada una de las aguas mineromedicinales, las cuales pueden variar debido a factores externos
por lo cual estos cambios deben detectarse a tiempo para asi estudiarlos, conocer sus causas

Yy ejecutar acciones correctivas.
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RECOMENDACIONES

1. Las autoridades competentes deben mejorar la infraestructura turistica del Balneario El
Cachaco para de esta manera disminuir los riesgos de contaminacion del agua termal en

especial en lo que respecta a las piscinas y puntos de surgencia del agua.

2. Elaguatermal que llena las dos piscinas del Balneario debe ser cambiada con més frecuencia

para disminuir riesgos en la salud de los usuarios.

3. Antes de ingresar a las piscinas de agua termal los usuarios deben cumplir con ciertas normas

como ducharse, utilizar gorro, zapatillas y terno de bafio.

4. Se deben realizar estudios microbioldgicos frecuentes en el Balneario ElI Cachaco a fin de
garantizar su calidad sanitaria e identificar algin otro microorganismo presente en el agua

termal que quiza pueda tener un uso biotecnolégico.

5. En el Ecuador se deberia instituir una legislacion de las aguas termales en donde se

establezcan los requisitos técnicos sanitarios que deben cumplir para su funcionamiento.

6. Capacitar al encargado del Balneario para que tome las precauciones adecuadas en el
momento de realizar la limpieza de las piscinas para asi disminuir la contaminacion del agua

termal y ademas se debe llevar registros de control de esta actividad.
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ANEXOS

ANEXO A: Balneario “El Cachaco”.

Fotografia N°1: Letrero del Balneario. Fotografia N°2: Entrada principal del

Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Balneario.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

ANEXO B: Puntos muestreados para el estudio microbiolégico.

Fotografia N°3: Vertiente pequefia (M1) Fotografia N°4: Punto 1 de surgencia del

Realizado por: CORTES Sandra, 2016 agua termal (M2)
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°5: Piscina del Balneario (M3 y M5) Fotografia N°6: Punto 2 de surgencia

Realizado por: CORTES Sandra, 2016 del agua termal (M4)
Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO C: Medicion in situ de los parametros fisico-quimicos del agua termal.

Fotografia N°7: Medicion de la termperatura Fotografia N°8: Medicion del pH
del punto de muestreo M1. del punto de muestreo M1.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

ANEXO D: Siembra de las muestras de agua termal en las placas 3M Petrifilm, en el agar

eosina azul de metileno y en el agar manitol salado.

Fotografia N°9: Siembra en las placas Petrifilm para el recuento de bacterias aerobias

mesofilas.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°10: Siembra en placas Petrifilm para el recuento de E. coli y

coliformes, agar eosina azul de metileno y agar manitol salado.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO E: Resultados del recuento bacteriano en cada sitio muestreado transcurridas 24 horas.

(primer muestreo)

-
——
s

Fotografia N°11: Placa Petrifilm para el Fotografia N°12: Placa Petrifilm para el
recuento de Aerobios mesofilos del sitio M1. recuento de Aerobios mesoéfilos del sitio M2.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°13: Placa Petrifilm para el Fotografia N°14: Placa Petrifilm para el
recuento de Aerobios mesofilos del sitio M3. recuento de Aerobios mesdfilos del sitio M4.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°15: Placa Petrifilm para el Fotografia N°16: Petrifilm para el recuento

recuento de Aerobios mesdéfilos del sitio M5.  de Staphylococcus aureus del sitio M1.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016









Fotografia N°29: Petrifilm para el recuento Fotografia N°30: Petrifilm para el recuento

de mohos y levaduras del sitio M4. de mohos y levaduras del sitio M5.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°31: Recuento de colonias crecidas y de las que fermentaron la lactosa

en el agar eosina azul de metileno del sitio muestreado M5 (100uL).
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°32: Recuento de colonias crecidas y de las que fermentaron el manitol

en el agar manitol salado del sitio muestreado M5 (20uL).
Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO F: Resultados del recuento bacteriano en cada sitio muestreado transcurridas 24 horas.

(segundo muestreo)

Fotografia 33: Placas para el recuento de Fotografia N°34: Placas para el recuento de
Aerobios mesofilos del sitio M1. Aerobios mesdfilos del sitio M2.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia 35: Placas para el recuento de Fotografia N°36: Placas para el recuento de
Aerobios mesofilos del sitio M3. Aerobios mesdfilos del sitio M4.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia 37: Placas para el recuento de Fotografia N°38: Placas para el recuento de

Aerobios mesdfilos del sitio M5. Staphylococcus aureus del sitio M1.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016






Fotografia 45: Placas para el recuento de Fotografia N°46: Placas para el recuento de

E. coli y Coliformes del sitio M3. E. coli y Coliformes del sitio M4.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

—
Fotografia 47: Placas para el recuento de Fotografia N°48: Placas para el recuento de
E. coli y Coliformes del sitio M5. mohos y levaduras del sitio M1.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia 49: Placas para el recuento de Fotografia N°50: Placas para el recuento de

mohos y levaduras del sitio M2. mohos y levaduras del sitio M3.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016



Fotografia 51: Placas para el recuento de Fotografia N°52: Placas para el recuento de
mohos y levaduras del sitio M4. mohos y levaduras del sitio M5.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

ANEXO G: Algunas colonias bacterianas que se seleccionaron para los repiques.

Fotografia 53: Colonias elegidas para los repiques de los Petrifilms para

el recuento de Aerobios mesofilos del sitio M5.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia 54: Colonias elegidas para los repiques de los Petrifilms para

el recuento de Staphylococcus aureus del sitio M4.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016



Fotografia 55: Colonias elegidas para los repiques de los Petrifilms para

el recuento de E. coli y Coliformes del sitio M3.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

[ T

Fotografia 56: Colonias elegidas para los repiques del agar eosina azul de metileno de los

puntos muestreados M2 y M3.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia 57: Colonias elegidas para los repiques del agar manitol salado de

los puntos muestreados M2 y M4.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO H: Repiques de las colonias bacterianas.

Fotografia 58: Repique 1 de los clones bacterianos 1-34.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia 59: Repique 2 de los clones
bacterianos 1-34.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia 60: Repique 3 de los clones
bacterianos 1-34.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia 61: Repique 4 de los clones
bacterianos 1-34.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO I: Siembra de las colonias bacterianas por agotamiento de estrias.

Fotografia N°62: Estrias de las colonias bacterianas 3,4,6.7
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

ANEXO J: Clones bacterianos puros.

Fotografia N°63: Clones puros
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

ANEXO K: Tincion Gram de los clones bacterianos puros.

Fotografia N°64: Procedimiento de Fotografia N°65: Placas de tincion

la tincion Gram. Gram.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016



Fotografia N°66: Cocos Gram positivos.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°67: Bacilos Gram negativos
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°68: Bacilos Gram positivos.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO L: Prueba de la catalasa y oxidasa de los clones bacterianos puros.

Fotografia N°69: Prueba de la catalasa Fotografia N°70: Prueba de la oxidasa
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

ANEXO M: Prueba de la oxidacién fermentacion.

Fotografia N°71: Resultados de la prueba de

oxidacion fermentacion (inerte y fermentacion)
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

ANEXO N: Siembra en agar sangre e identificacién de hemdlisis.

Fotografia N°72: Beta hemolisis Fotografia N°73: Gamma y alfa hemolisis.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO N: Pruebas de identificacion de los cocos Gram positivos

Fotografia N°74: Resultados de la siembraen  Fotografia N°75: Resultado negativo

agar manitol salado. para la prueba de la coagulasa.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°76: Ausencia de crecimiento Fotografia N°77: Prueba de
en caldo hipersalino al 6.5% ureay el medio Kligler.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°78: Pruebas de diferenciacion bacteriana por sensibilidad o resistencia

a los antibidticos &cido nalidixico, optoquina, bacitracina y novobiocina.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO O: Pruebas de identificacion del bacilo Gram positivo

Fotografia N° 79: Prueba de la Fotografia N°80: Prueba de la
hidrolisis de la gelatina. hidrolisis del almidon.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°81: Crecimiento en Fotografia N°82: Ausencia de
agar manitol salado (6-42) crecimiento en agar MacConkey (6-42)
Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°83: Ausencia de crecimiento Fotografia N°84: Pruebas

en agar esoina azul de metileno (6-42) bioquimicas (6-42)

Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO P: Pruebas de identificacion de los bacilos Gram negativos

Fotografia N°85: Siembra en agar Fotografia N°86: Siembra en

eosina azul de metileno. agar MacConkey.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016 Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°87: Siembra en agar Fotografia N°88: Resultados
Salmonella Shigella.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016

de las pruebas bioguimicas.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°89: Prueba
del indol.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016



ANEXO Q: Antibiogramas de las especies bacterianas identificadas.

Fotografia N°90: Streptococcus viridans
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°91: Streptococcus viridans
Realizado por: CORTES Sandra, 2016

Fotografia N°92: Corynebacterium spp.

Realizado por: CORTES Sandra, 2016



Fotografia N°93: Pseudomonas spp.
Realizado por: CORTES Sandra, 2016



