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RESUMEN

En el territorio del Estado Mérida, las caracteristicas geomorfoldgicas de
los suelos, permiten el brote de varios manantiales de aguas termales,
siendo una de estas locaciones Santa Apolonia. No obstante, hasta la
presente fecha no se han elaborado trabajos de investigacion que den
cuenta de la poblacion de microorganismos que habitan aguas de esta zona.
El objetivo fundamental de la presente investigacion fue determinar algunos
de los componentes de la poblacién de microorganismos presentes en estas
aguas asi como la posible existencia de bacterias patdgenas; en este sentido
se ha formulado la siguiente pregunta ¢ Qué microorganismos se encuentran
en las aguas de los manantiales termales ubicados en Santa Apolonia,
Municipio Tulio Febres Cordero, Estado Mérida? Para poder dar respuesta se
procedio a realizar un muestreo en el margen, naciente y parte central en la
piscina de aguas termales en Santa Apolonia, donde se detectaron cepas de
Bacilos Gram Positivos Formadores de Esporas, no se encontraron

coliformes totales ni coliformes fecales en ninguna de las muestras.

Vi



l. INTRODUCCION

En Venezuela se desconoce la microbiota de las aguas termales, asi
como su calidad sanitaria, lo cual no solo representa un riesgo para la salud
de quienes hacen uso y disfrute de los manantiales termales, sino que
representa un freno para su conservacion. En aquellos paises donde no
existe un control microbiolégico de sus aguas, las tasas de incidencia y
prevalencia de enfermedades de origen hidricas son altas. La sociedad, en
la busqueda de espacios alternativos que provean esparcimiento y mejoras a
la calidad de vida, ha convertido los manantiales de aguas termales como
lugares a los cuales acuden los individuos en busqueda de alivio a sus
dolencias. Los individuos que frecuentan las aguas termales en ocasiones
son personas inmunocomprometidas por lo cual se hace necesario garantizar
la calidad microbiologica del agua a fin de prevenir brotes de enfermedades

infecciosas.

En el territorio del Estado Mérida, las caracteristicas geomorfolégicas de
los suelos, permiten el brote de varios manantiales de aguas termales,
siendo una de estas locaciones Santa Apolonia. No obstante, hasta la
presente fecha no se han elaborado trabajos de investigacion que den
cuenta de la poblacion de microorganismos que habitan aguas de esta zona.
El objetivo fundamental de la presente investigacion fue determinar algunos
de los componentes de la poblacién de microorganismos presentes en estas

aguas asi como la posible existencia de bacterias patdégenas.

El proceso de evolucién y adaptacion de los microorganismos les ha
permitido ocupar una diversidad de espacios y ambientes, los cuales en

ocasiones resultan extremos bien sea por los aspectos fisicos o por las



condiciones quimicas en las cuales debe sobrevivir dicho organismo. En este
proceso de adaptacion han modificado sus componentes macromoleculares
para obtener el mayor grado de eficiencia, produciéndose como
consecuencia una extraordinaria diversificacion, lo cual implica estudios
detallados que permitan conocer las mdltiples variedades de
microorganismos, asi como su organizacién y funcion dentro del ecosistema
gue les rodea. En la actualidad se ha incrementado el interés del estudio de
los microorganismos extremofilos con el propdsito de determinar las
caracteristicas que les permiten sobrevivir en habitats de condiciones

extremas.

Las aguas minerales termales de los balnearios son uno de estos
habitats extremos ya que poseen altas temperaturas, elevadas
concentraciones de sales y otras condiciones desfavorables para la vida de
muchos seres vivos. Sin embargo, se conoce que estas aguas minerales,
como cualquier ecosistema acuatico, poseen una poblacién microbiana
autoctona que suele ser caracteristica de cada tipo de agua y que depende
de sus propiedades fisicoquimicas (temperatura, pH, sales minerales,
nutrientes). También pueden encontrarse en ellas microorganismos
aléctonos, procedentes de otros habitats (suelo, heces, vegetales),
considerados contaminantes pero que coexisten con los anteriores,
adaptandose a las condiciones adversas, siendo los de mayor interés
sanitario Salmonella, Escherichia coli, Clostridium perfringens, Pseudomonas
aeruginosa y Legionella. Los recientes estudios sobre la microbiota de
manantiales termales, elaborados en diversos paises han originado un
cambio sobre la vision de la biodiversidad microbiana, de su composicion,

estructura y funcion. En este sentido se ha formulado la siguiente pregunta



¢, Qué microorganismos se encuentran en las aguas de los manantiales
termales ubicados en Santa Apolonia, Municipio Tulio Febres Cordero,

Estado Mérida?



. BASES TEORICAS

[I.L1. CONCEPTO Y GENERALIDADES DE LAS AGUAS TERMALES O
MINEROMEDICINALES

Se llaman aguas termales a las aguas minerales que salen del suelo con
mas de 5°C que la temperatura superficial; proceden de capas subterraneas
de la Tierra que se encuentran a mayor temperatura, las cuales son ricas en
diferentes componentes minerales y permiten su utilizacién en la terapéutica
como bafios, inhalaciones, irrigaciones, y calefaccion. Por lo general se
encuentran a lo largo de lineas de fallas ya que a lo largo del plano de falla
pueden introducirse las aguas subterrdneas que se calientan al llegar a cierta
profundidad y suben después en forma de vapor (que puede condensarse al

llegar a la superficie, formando un géiser o de agua caliente [1].

Cualquier pais puede presentar dentro de sus limites aguas termales.
Algunas localizaciones importantes estan en areas volcanicas de Nueva
Zelanda, México, Islandia, Japon, Colombia, Bolivia, Chile, Perd, Panama, el
Parque Yellowstone en Estados Unidos y el pueblo de Coamo en Puerto
Rico [2].

También existen aguas termales al norte de Uruguay, en los
departamentos de Artigas, Salto y Paysandu, y en Venezuela cerca de Tabay
en el estado Mérida y en Trincheras en el estado Carabobo. En Argentina las
mas importantes estan en la provincia de Entre Rios, en la ciudad de Termas
de Rio Hondo y en Copahue. Al norte del Pera en el distrito de Curgos
afloran grandes manantiales de aguas calientes, sulfurosas y ferrosas con

muchas propiedades curativas sobre todo para casos de reumatismo,



situadas en el Edén, en Yanasaray en Churin. En Espafia son conocidas,
entre otros muchos lugares, las fuentes de Las Burgas, en la ciudad de
Orense. También destacan las aguas del Valle del Tea, en la provincia de
Pontevedra. Se encuentra alli uno de los balnearios mas emblematicos del

pais: Mondariz.[3].

I.2. ANTECEDENTES HISTORICOS

Segun cuentan antiguas leyendas, las propiedades medicinales de las
aguas termales fueron descubiertas por animales como los 0so0s, ciervos y
jabalies, ademas de aves como cisnes, grullas y garzas, que solian visitar los
manantiales termales para curar sus patas o las alas heridas. Es asi como
los humanos aprendieron a apreciar los “dones” de este regalo de la
naturaleza, pues en épocas remotas no habia medicamentos apropiados

para atender las diferentes enfermedades [1].

Aunque se estima que el hombre primitivo de la edad de piedra, ya
conocia de las propiedades beneficiosas a la salud de las aguas minerales,
se considera que los primeros balnearios de aguas minero medicinales que
se conocen datan de hace 2000 a.C. Se ha encontrado evidencias
arqueoldgicas de la existencia en la ciudad india de Mojenjo-Daro y en la
ciudad de Epidauros, en la Antigua Grecia. También han aparecido
instalaciones en la isla griega de Creta (entre 1700 y 1400 a.C.) y en la
ciudad egipcia de Tel EI-Amarna (1360 a.C.) [1].

En la antigua Grecia, la mayoria de los centros médicos disponian de
manantiales que facilitaban las técnicas hidroterapéuticas. Entre ellos se

destacaron los de Peloponeso, Cos, Pérgamo, Cnido y Rodas. Por aquella



época ya se le conferia propiedades terapéuticas al agua mineromedicinal,
pero en forma similar a como lo llevaban a cabo los pueblos primitivos. Las
termas originales solo disponian de agua fria y se aplicaba en tinas para
bafio. A finales del siglo V a.C., se empiezan a construir complejas
instalaciones independientes. En Grecia y en Roma los bafios se convertian

en complejos rituales y se acompafiaban de ejercicios y masajes [1].

Las termas romanas mas antiguas que se conservan hasta hoy son las
de Stabiano en la ciudad de Pompeya. Fueron construidas en el siglo 1l a.C.,
el agua que abastecia las termas, en ocasiones se traia desde fuentes
lejanas. Ademas, por aquella época se crearon en Roma muchas termas
publicas, las cuales tenian una funcién social y politica. Durante la
dominacién romana, se expandieron por Europa sus habitos y normas,
incluyendo las termas, con lo cual se difundio la practica de las curas
balnearias. La iglesia cristiana, por su parte, daba mas prioridad a la limpieza
espiritual que a la limpieza corporal y consideraba las termas romanas como

un lugar de perversion [1].

Durante toda la etapa medieval se hizo poco uso de las aguas
mineromedicinales, incluso escaseaba el abasto de agua y las cafierias y fue
habitual el poco aseo personal. En Escandinavia, donde el cristianismo tardo
en imponerse, cada casa contaba con una instalacion denominada sauna,

donde se aplicaban primero bafios de agua templada y luego de agua helada

[1].

Con la invasién de los arabes al sur de Europa, se reintegraron los bafios
publicos y las curas termales. Todas las ciudades importantes dispusieron al
menos de un bafio publico. Entre estos se destaca El Bafio Real de la

Alambra en Granada. Después de la reconquista de Espafia por los reyes



catdlicos y la expulsion de los musulmanes del territorio ibérico, se volvio a
restringir las practicas de las curas balnearias, relacionandose esas

costumbres con actos herejes, moriscos y judeo conversos [1].

En Constantinopla, durante el imperio bizantino, se mantuvieron las
costumbres romanas, las cuales perduraron y se reforzaron durante el

dominio turco [1].

Las Cruzadas dieron también un florecimiento a las curas termales. Las
aguas mineromedicinales fueron utilizadas para la cura de los heridos y

combatir las enfermedades contraidas en Oriente [1].

El Renacimiento, que surge a partir del siglo XV, no trajo avances
significativos en el campo de la balneoterapia, a pesar de los adelantos
significativos que significo para la Medicina en general. Sin embargo, los
nuevos descubrimientos geograficos pusieron de manifiesto el uso de las

aguas termales por parte de los pobladores del Nuevo Mundo [1].

En los siglos VIl y XIX se produce una recuperacion de la cultura clasica
y se generaliza la costumbre del uso del agua termal y de los bafios en
general como una de las medidas higiénicas. Sin embargo, debido al
hacinamiento de las personas en las grandes ciudades europeas, en el siglo
XIX se produjo un brote de coélera, se puso de manifiesto la necesidad de
construir bafos privado y publicos como medida de higiene [1].

Actualmente la Hidrologia Médica como rama de la Terapéutica, se ha
nutrido de los avances de la ciencia y se apoya en otras disciplinas, tales
como las Ciencias Naturales, la Quimica, la Fisica, la Fisiologia, la Farmacia,

etc. Hoy se conoce la composicion quimica de las aguas, sus origenes, sus



funciones en el organismo, etc. Sin embargo, a pesar de que las curas
termales han perdido en empirismo de antafio, las curas hidrotermales no
ocupan hoy el lugar privilegiado que ocupaban en otras épocas, lo cual es
debido al desarrollo de la Medicina en su conjunto, especialmente de la

Cirugia y la terapéutica medicamentosa [1].

Recién en 1986 las aguas termales se declararon como una herramienta
alternativa para gozar de buena salud fisica y mental. Asi surgié una nueva
disciplina, la hidrologia médica —parte de las ciencias naturales que trata de
las aguas-, aceptada como medicina complementaria por la Organizacion
Mundial de la Salud [1].

1.3. CLASIFICACION DE LAS AGUAS TERMALES O
MINEROMEDICINALES

El criterio de clasificacion de las aguas termales y minerales puede ser
asumido desde diversos puntos de vista: fisico, quimico, fisico-quimico,

bacterioldgico y otros [4].

Con relacion a la temperatura, pueden ser hipotermales (con
temperaturas inferiores a 20 °C) y termales propiamente dichas (con

temperaturas superiores a 20 °C) [4].

Por lo general, se consideran termales en relacion con la temperatura,
aquellas aguas subterraneas que en su punto de emergencia poseen una
temperatura mayor que la temperatura media anual. Esta diferencia deber
ser superior a 5 °C [4].



Se han establecido muchas clasificaciones de las aguas termales. Asi
por ejemplo, se han empleado los prefijos hipo, meso e hiper con estos fines;
asi como clasificaciones mas sencillas como la adoptada en Venezuela por
Urbani (1991). Este especialista denomind agua fria a aquella que posee en
la emergencia una temperatura menor o igual a la temperatura media anual;
agua tibia con un intervalo desde la temperatura media anual hasta 37 °C;
agua caliente cuando varia desde 37 a 60 °C, y agua muy caliente desde 60
a 100 °C [4].

Tabla 1. Clasificacion de las Aguas Minerales segun su Temperatura

Segun la temperatura en el punto de surgencia:

HIPERTERMALES T>Tma+42C o T>Ts+28C
ORTOTERMALES T=Tma+42C o T=Ts+28C
HIPOTERMALES T<Tma+42C o T<Ts+28C

Tma: temperatura media anual del aire
Ts: temperatura media del suelo

Segun la temperatura de aplicacion terapéutica:

HIPOTERMALES <352 C
MESOTERMALES entre 35y 378 C
HIPERTERMALES »>372C

Fuente. Red de Cooperacion para el Desarrollo Termal en el Sudoe [5].

Dependiendo de su origen geoldgico las aguas termales se dividen en
[6]:
v' Aguas magmaticas: Aguas cuyo origen es de caracter eruptivo y el

caudal constante en composicion y temperatura.



v' Aguas tellricas: Su caudal varia dependiendo de la época del afio ya

que proviene de la infiltracion de las lluvias.

De acuerdo a composicién quimica la podemos dividir [7]:

v' Manantiales de aguas &cidas: pH menor de 7.
v' Manantiales de aguas neutras: pH igual a 7.

v' Manantiales de aguas alcalinas: pH mayor de 7.

En relacion a su composicion en minerales se pueden dividir en:

v' Aguas Bicarbonatadas: Aguas de baja mineralizacion, alcalinas vy
frias. Su uso es por ingesta, actuando sobre el metabolismo de
manera que alcaliniza el pH gastrico si- se toma en ayunas,
disminuyendo la acidez y ayudando en el proceso digestivo. También
estimula la secrecion pancreatica y tiene funciones diuréticas

alcalinizando la orina [8].

v' Aguas Cloruradas: Aguas en cuya composicién predomina el cloruro.
Pueden ser de baja mineralizacion, dando lugar a aguas termales o de
alta mineralizacion, que seran aguas frias. Estan indicadas en
afecciones dermatoldgicas, aumentando las defensas de la piel.
También tienen efecto antiinflamatorio si en su composicion se
encuentra sodio. Su aplicacion puede ser por via oral, provocando
estimulacion gastrica y del peristaltismo intestinal, o por via externa,
indicadas en casos de estrés por su importante efecto sedante,
disminucién de la hipertonia muscular, aumento del flujo sanguineo y

como efecto analgésico y antiinflamatorio. También estén indicadas

10



para afecciones del aparato locomotor, como las contracturas

musculares [8].

Aguas Ferruginosas: Aguas en cuya composicidn se encuentra
principalmente hierro, aunque suelen acompafarse de bicarbonatos o
sulfatos. Estan indicadas en casos de anemias ferropenia y otros tipos
de anemias, ya que este tipo de agua estd considerada como
reconstituyente. Otras indicaciones son en caso de obesidad,
reumatismos, afecciones hepaticas, biliares y algun tipo de afecciones

dermatoldgicas, asi como para trastornos de desarrollo infantil [8].

Aguas Sulfurosas: Agua hiper termal, cuyo pH es de 6,5 y
mineralizacion media sulfatada-sulfurosa. Se encuentra en suelos
fangosos y esta indicada para afecciones articulares como procesos
reumaticos y post-operatorios del aparato locomotor, anemias,
neuralgias, dermatosis pruriginosas, inflamaciones alérgicas vy
afecciones respiratorias como el asma. Las aguas sulfurosas estan

contraindicadas en casos de hipertension y hemopitisis [8].

Aguas Sulfatadas: Este tipo de aguas se caracteriza por que Su
temperatura y mineralizacién. Tienen una importante accién laxante.
Otras indicaciones son para las afecciones dermatoldgicas, prurito e
incluso en algunos casos de intoxicacion medicamentosa o
alimenticia. Sulfatadas calcicas: indicadas en afecciones gastricas,
intestinales, hepatopatias y biliares produciendo una importante
accion diurética y la eliminacion de acido Urico, importante en casos
de gota [8].

11



v' Aguas Radioactivas: Aguas en cuyo contenido se encuentra radén-
gas radioactivo de origen natural. Este tipo de agua utilizada en
termalismo no tiene ningun efecto negativo. Al contrario, estan
indicadas para afecciones del sistema neurovegetativo, endocrino y
para alteraciones en el sistema autoinmune, asi como afecciones
respiratorias cronicas, reumatoldgicas y dérmicas. Se toman en bafios
o inhalaciones y estan muy indicadas en tratamientos anti estrés,
depresiones y alteraciones del sistema nervioso, ya que el radon tiene

caracteristicas sedativas y analgésicas [8].

v' Aguas Sulfuradas: Agua en cuya composicion predomina el azufre,
lo que le da un olor caracteristico. Su administracién se realiza por
medio de ingesta aunque no se debe descartar otro tipo de
aplicaciones. En su composicion pueden ir acompafadas de sodio o
calcio. Estan indicadas principalmente para procesos reumaticos,
dermatolégicos como eczemas, queratosis, psoriasis 0 pruritos y
respiratorios crénicos, como laringitis, rinitis, bronquitis, asma. Son
utilizadas en post-operatorios del aparato locomotor y traumatismos.

Tienen efecto también sobre las afecciones hepéticas [8].

I.4. CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LAS AGUAS TERMALES
O MINEROMEDICINALES

Las aguas naturales adquieren su composicion quimica mediante un
proceso complejo, donde intervienen factores de tipo quimico-fisico,
geoldgico, hidrogeolégico, geomorfoldgico, pedoldgico, climético, antrépico y
otros [9].

12



Se debe esperar que la infiltracién por percolacion de las precipitaciones
en rocas salinas, origine aguas superficiales y subsuperficiales (acuiferas) de
tipo cloruradas alcalinas; en los depdsitos de yeso o anhidrita, sulfatadas
calcicas; en las calizas y dolomias, bicarbonatadas célcicas o calcico-
magnesianas; en las secuencias con abundante pirita, aguas con alto
contenido de ion sulfato; en los granitos y otras rocas insolubles &cidas,
aguas del tipo alcalinas o alcalino-térreas segun el cation dominante,
mientras que en las rocas ultrabasicas, éstas son bicarbonatadas

magnesianas [10].

Sin embargo, en el caso de las aguas minerales, su composicién por lo
general no refleja las propiedades del material acuifero de la zona de
alimentacion, sino mas bien, las caracteristicas del propio acuifero confinado,

de las capas confinantes y de los flujos hidrotermales [10].

Los principios quimico-fisicos estan regidos por las leyes termodinamicas
gue controlan la disolucién de los minerales, estos factores desempefian un
papel importante en la forma en que las aguas naturales adquieren su
composicién quimica. Entre estos se destacan: la solubilidad de los
minerales, el contenido de gases disueltos, las condiciones del sistema
(abierto o cerrado) en que la disolucion tiene lugar, el pH, el potencial redox,

el efecto salino o de fuerza idnica y otros [10].

Los factores geoldgicos se relacionan con la litologia (composicion de los
minerales de las rocas), el estado de yacencia de las secuencias
estratigraficas, la tectonica, el agrietamiento, la textura y porosidad de las
rocas, etc. La litologia determina, por lo general, las facies hidroquimica
dominantes en una region determinada, es decir, el tipo de agua. Asi por

ejemplo, en los terrenos calcicos carbonatados las aguas suelen ser del tipo

13



bicarbonatadas célcicas. Los aspectos vinculados al agrietamiento y
porosidad de las rocas influyen de manera determinante en el estado de
division de las particulas, mientras mas pequefia sea ésta, poseera mayor
superficie y se facilitara la disolucién del mineral. Las aguas que drenan a
través de rocas calcareas, muy trituradas por los procesos tecténicos,
adquieren un contenido mayor de calcita disuelta que aquéllas que drenan a

través de calizas mas compactas [10].

Los factores hidrogeologicos estan relacionados con la permeabilidad del
acuifero, el tipo de flujo, su velocidad, asi como la zona por donde se mueve

el agua [10].

Todos estos aspectos inciden en el tiempo de contacto entre el agua y el
mineral, por ejemplo, si el flujo tiene lugar en condiciones difusas a través de
las rocas, el tiempo de interaccion del agua con los minerales es mas lento y,
por tanto, la cantidad de minerales disueltos es mayor que si las condiciones

de flujo son turbulentas a través de grietas mas o menos amplias [10].

El contenido de CO,, la dureza y otras propiedades quimico-fisicas de
las aguas naturales difieren de acuerdo con la forma en que se mueve el

agua y la zona hidrogeoldgica que ocupa [10].

En la zona de alimentacion del acuifero (visto el movimiento en sentido
horizontal) o en la zona de aireacion (visto en sentido vertical), el contenido
de CO, de las aguas es relativamente elevado, puesto que en estos lugares
tienen lugar los intensos procesos de descomposicion bacteriana de la
materia organica. EI pH en esta zona suele no ser elevado y la dureza

pequeiia [10].
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En la zona de conduccion del acuifero el nivel de CO, suele ser menor,
porque una parte del gas es consumido, como consecuencia de la
interaccion del agua con los minerales del medio rocoso. El agua en esta
zona adquiere una mayor mineralizacion y un pH mas elevado. Esta
evolucion se hace mas evidente si, por ejemplo, se muestrea un perfil de
pozos desde la zona de alimentacién hasta la de emision del acuifero. A
medida que el agua se aleja de la zona de alimentacion decrece el CO;, y

aumentan el pH, asi como el contenido de calcita disuelta [10].

En la zona saturada, las aguas adquieren una mayor mineralizacién. Sin
embargo, como resultado de los procesos de mezcla de aguas, éstas pueden

hacerse agresivas nuevamente y continuar disolviendo minerales [10].

En la zona de circulacion profunda, las aguas se caracterizan por
presentar elevados contenidos de CaCOgj, CaSO,;y NaCl disueltos. En
ocasiones aun poseen cantidades elevadas de CO, y H,S, y en los
manantiales por donde emergen precipita el exceso de calcita y yeso.
Ademas, las aguas poseen, por lo general, una temperatura mas elevada y
estable que las de tipo metedricas, la circulacion es méas lenta y su caudal
menor, el tiempo de interaccion con los minerales es mayor. En estas

condiciones pueden cambiar su tipico patréon hidrogeoquimico [10].

Las aguas naturales con elevados contenidos de cloruro (CI) se suelen
encontrar en regiones llanas que presentan gran agrietamiento o fallas,
donde los horizontes acuiferos someros se ponen en contacto con otros mas
profundos. También en algunos pozos artesianos, que se han abierto a
grandes profundidades durante los trabajos de prospeccién geoldgica o de
busqueda petrolifera; asi como en las zonas litorales donde las aguas del

acuifero carsico se mezclan con las de mar y como resultado de este
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proceso se incrementa la solubilidad de los minerales carbonatados (efecto
de mezcla de agua y efecto salino o de fuerza iénica) [10].

Los factores de tipo geomorfolégico también influyen en la composicion
quimica de las aguas, en especial, el escarpe de los macizos, el tipo de
vegetacion, el grado de erosion de los terrenos y la naturaleza de las propias
formas del relieve. A pesar de que las formas de adsorcién (dolinas,
sumideros, etc.), se pueden considerar el resultado de los procesos carsicos,
una vez creadas esas formas, éstas facilitan o limitan la ulterior accion de
corrosion quimica sobre el medio, lo cual se refleja en la composicion

guimica de las aguas [10].

Otros factores que también influyen sobre la composicién quimica de las
aguas naturales son los de tipo pedologicos, los cuales estan asociados al
tipo de suelo que yace sobre las secuencias estratigraficas El suelo puede
ser el resultado del intemperismo de la roca o tratarse de una cobertura de
origen fluvial, pluvial o glaciar; su espesor puede variar desde un grosor
apreciable hasta llegar a ser muy escaso o ausente. De sus caracteristicas y
condiciones climéticas depende la actividad microbiolégica asociada, asi
como de la produccién de gases y acidos disponibles, que luego son
arrastrados por las lluvias o las nieves al fundirse, haciendo posible la
disolucion de los minerales que forman parte del paquete de rocas
subyacentes. En el caso de un macizo desnudo, el agua de las
precipitaciones puede adquirir el CO, directamente de la atmdsfera, pero en

una proporcién menor que la gue se produce en el suelo [10].

La microbiota del suelo esta compuesta de poblaciones de algas,
actinomicetos, bacterias nitrificantes, des nitrificantes, des integrantes de la

celulosa, sulfobacterias y productoras de pigmentos, hongos y protozoos.
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Los factores climéticos intervienen de forma activa en la dinamica de la
meteorizacion mecanica y quimica de los macizos, al permitir en el primer
caso la fragmentacion, traslado y acarreo de los minerales lejos del lugar de
origen, asi como facilitar en el segundo caso, la disolucion de los minerales
de las rocas. Mientras més intensa sea la acciébn mecanica, mas ayudar al

agua su accion corrosiva [10].

Los elementos del clima mas determinantes en el modo en que las
aguas adquieren su composicion quimica son: la temperatura, humedad
relativa, intensidad y duracion de las precipitaciones, intensidad y duracion

de las radiaciones, velocidad del aire, entre otros [10].

Por dltimo, se debe destacar el papel que desempenia el factor antropico

en la composicion quimica de las aguas [10].

I.5. USO TERAPEUTICO DE LAS AGUAS TERMALES O
MINEROMEDICINALES

La hidrologia médica o medicina termal puede definirse como lo
establece la Comision Nacional de la Especialidad de Espafia, como el
estudio de las aguas minero-medicinales, marinas y potables ordinarias, y
sus acciones sobre el organismo humano en estado de salud y enfermedad
[11].

El agua mineral puede ser utilizada interna o externamente, o de ambas
formas. Las terapias internas consisten en el consumo metddico
acompafiado por una dieta adecuada. Resultan utiles en muchas condiciones

internas, pero no se utilizan generalmente para tratar dolencias
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dermatoldgicas. Esta se trata principalmente de forma externa, de modo
tradicional: bafios, hidromasajes, duchas de alta presion y fango terapia [12].

La terapia de bafio implica la inmersion de todo o una parte del cuerpo,
como las manos y los pies, generalmente durante 15 a 30 minutos diarios en
ciclos de 15 a 20 sesiones. Son dos los factores que intervienen para
producir la curacion: la temperatura del agua y sus sales. La absorcion de las
sales a través de la piel parece ser limitada, aunque no existen datos
precisos sobre el tema. Por lo tanto, el efecto terapéutico radica en una
interaccién local entre el agua mineral y la estructura de la superficie de la
piel. Para las enfermedades de la piel se indican las aguas arsénicas,
cloradas, sulfurosas y puras, siempre y cuando se utilicen correctamente
[13].

Las formas especiales de bafios, que afiaden una accion mecanica a los
efectos termales, incluyen el hidromasaje y las duchas de alta presion con
aguas termales. Esta ultima se realiza con duchas con orificios de 0,4 mm de
diametro [12].

Los bafios con fango consisten en aplicaciones de material alcalino
mezclado con aguas minerales. El fango puede aplicarse en zonas limitadas,
como la cara, en las llamadas mascaras faciales para tratamientos

cosmeéticos [12].

En cualquier caso es el agua, concretamente en su estructura y en las
sustancias que porta en disolucion o en suspension, en donde radica el
trascendental papel de la misma en las actividades vitales en las actividades
terapéuticas y/o preventivas [11].
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Las vias de administracion de las aguas mineromedicinales pueden ser:

Via oral: Ingesta de agua. La composicion mineral de las aguas va a
indicarnos para que patologias estan mas indicadas. Las principales son las

digestivas, hepaticas, biliares, renales y dérmicas [12].

Via topica: Aplicacion sobre la piel. Estd demostrado que los minerales
penetran por la piel pudiendo llegar hasta el sistema circulatorio. Las
patologias principales que se tratan con técnicas topicas son las del aparato
locomotor, sistema circulatorio y dermopatias, pero siempre debemos tener
en cuenta la composicién de las aguas para ver cuales son las indicadas en

cada caso [12].

Via inhalatoria: este tipo de aplicacion ya es mas especifica. Se suele
realizar por medio de duchas nasales para patologias respiratorias. En este
tipo de aplicaciones, el agua se puede utilizar tanto por sus propiedades

minero-medicinales como para ser portadora de farmacos especificos [12].

En cuanto a los beneficios que producen los tratamientos termales se
tiene:

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

v Casi no poseen efectos indeseables.

v' Permiten que se reduzca y en algunos casos se eliminen los
medicamentos que se ingieren.

v' Actla en enfermedades crénicas, donde es muy dificil encontrar
alivio por otros medios.

v" No cura totalmente, pero si detiene procesos dolorosos crénicos.
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v' Permite su uso para estética y prevencion de enfermedades
comunes.

Estimula la circulacion periférica.

Provocan relajacion muscular.

Facilitan la actividad cardio-respiratoria.

Producen notable sensacién de bienestar.

Estimulan las defensas del organismo.

Depuran la sangre, eliminando toxinas por sudoracién y diuresis.
Reactivan el metabolismo.

Reeducan el sistema termorregulador.

AN N NN Y N N NN

Provocan una dilatacion en la red vascular, con el correspondiente

flujo sanguineo, tornando al organismo, resistente al frio.

<

Tienen efectos revitalizadores sobre células y tejidos.

AN

Se obtienen resultados analgésicos y antiespasmodicos.

v Son sedantes del sistema nervioso [14].

Tabla 2. Propiedades terapéuticas atribuibles a diferentes tipos de agua.

Tipo de Agua Accion Terapéutica
Sulfuradas Antialérgicas, desintoxicantes
Cloruradas Anticatarrales, antiinflamatorias
Sulfatadas Colagogas, purgantes

Célcicas Antialérgicas, sedantes, antiinflamatorias

Ferruginosas Antianémicas y reconstituyentes
Radiactivas Equilibradoras, sedantes

Oligométalicas Diuréticas

Fuente. Aguas naturales, minerales y mineromedicinales [4].
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Tabla 3. Clasificacion de las aguas minerales de acuerdo a su componente

quimico mayoritario.

Grupos Caracteristicas
Aguas Sulfuradas Presencia de sulfuro y sulfuro de hidrégeno
Aguas Sulfatadas El anion sulfato es predominante
Aguas Cloruradas El anién cloruro es predominante
Aguas Bicarbonatadas El anion bicarbonato es predominante

Aguas Oligominerales Son ligeramente mineralizadas (menos del g/l)

Fuente. Aguas naturales, minerales y mineromedicinales [4].

1.6. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

La poblacion microbiana total, en el punto de emergencia de estos
manantiales, puede ser alta, con una media de 106 por ml, pero muchos de
estos microorganismos estan en estado durmiente, son metabdlicamente
inactivos y no se multiplican por lo que el nimero de los viables suele ser
pequefio, de 10-10° por ml, dependiendo de la temperatura de incubacion y
de los medios de cultivo empleados en su deteccion. Las bacterias
autoctonas de las aguas crecen mejor en medios pobres en carbono y con

tiempos de incubacion prolongados [15].

El nimero de bacterias esporuladas es bajo, de 10 a 10% por ml. Hay
bacterias termofilas que crecen a mas de 45°C pero la mayoria son mesofilas
con temperaturas optimas a 37°C, que se adaptan a estas condiciones de
elevada temperatura. Segun sus requerimientos nutricionales predominan las
bacterias heterotrofas oligotroficas, con escasos requerimientos de carbono y

nitrogeno (oligocarbofilicas y oligonitrofilicas) [15].
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En menor nimero se han encontrado microorganismos autotrofos, tanto
guimiolitotrofos como fototrofos (cianobacterias, bacterias verdes y rojas). La
mayoria son aerobios o anaerobios facultativos, de pequefio tamafio, moviles
y con pigmentos. Las bacterias heterétrofas no suelen fermentar los
azlcares pero son proteoliticas, amiloliticas, amonificantes y en menor
namero celuloliticas. Estos tipos de bacterias se consideran beneficiosas ya
qgue intervienen en la autodepuracién de las aguas si, de una forma

accidental, sufren un aporte de materia organica [15].

En manantiales de aguas sulfurosas se encuentran bacterias que oxidan
el azufre y el sulfhidrico (Beggiatoa, Thermothrix, Thiobacillus), asi como
bacterias sulfatorreductoras (Desulfotomaculum, Desulfovibrio). Estas ultimas
se consideran perjudiciales ya que pueden producir corrosion en las

conducciones de hierro debido a la produccion de sulfhidrico [15].

En aguas ferruginosas es frecuente la presencia de bacterias que oxidan
el ién ferroso a férrico obteniendo energia (Clonothrix, Leptothrix, Leucothrix,
Sphaerotilus). Muchas de ellas son filamentosas y producen precipitados de
oxido e hidréxido férrico que pueden originar obstrucciones y biocorrosiones
en las conducciones. En manantiales clorurado sédicos e hipertonicos es
frecuente la presencia de bacterias haléfilas moderadas (Halomonas,
Micrococcus, Vibrio) y halotolerantes (Alcaligenes, Flavobacterium,
Planococcus) que resisten una elevada osmolaridad debido a complejos

mecanismos de regulacion interna [15].

En relacion con las bacterias heterétrofas, las aguas hipertermales
presentan una mayor proporcion de bacterias Gram positivas mientras que

en las mesotermales predominan los bacilos Gram negativos y los cocos
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Gram positivos. La elevada temperatura de las aguas hipertermales puede
ser la causa de esta diferencia ya que las bacterias Gram positivas son mas

resistentes al calor [15].

Los principales géneros identificados han sido: Pseudomonas, Bacillus,
Micrococcus, Staphylococcus, Enterobacter, Acinetobacter y Arthrobacter. El
género Pseudomonas es muy ubicuo y se encuentra en ambientes acuaticos
con pocos nutrientes, considerando a las especies del grupo fluorescente
encontradas en estas aguas, como P. fluorescens y P. putida, poblacion
autéctona de manantiales meso e hipotermales. En estas aguas con menor
temperatura también es frecuente la presencia de otros bacilos Gram
negativos como Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, Vibrio,

Aeromonas [16].

Las numerosas especies del género Bacillus estan ampliamente
distribuidas y pueden proceder del suelo o de las propias aguas. La
presencia de los cocos Gram positivos, Staphylococcus y Micrococcus, es
frecuente en aguas minerales ya que resisten concentraciones altas de sal,
aunque no se detectan especies propias del hombre. Otros géneros de cocos
presentes en estas aguas son Vagococcus, Planococcus y Marinococcus,

tipicos de ambientes acuaticos dulces y marinos [16].

El género Enterobacter, a pesar de su pertenencia a la familia
enterobacteriaceas, se considera que forma parte de la micropoblacion
autoctona ya que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza. En
ocasiones, principalmente en aguas hipertermales o carbdnicas, se
encuentran bacilos Gram positivos irregulares como Arthobacter, Kurthia,

Corynebacterium, Cellulomonas, Exiguobacterium, Rubrobacter, y otros
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dificiles de identificar, cuyo habitat puede ser el suelo pero que se han
adaptado a vivir en condiciones adversas [16].

1.7. MICROORGANISMOS EN AMBIENTES EXTREMOFILOS

Los ambientes extremos tienen a niveles hostiles para el desarrollo de
formas de vida compleja uno o varios de los parametros ambientales de
mayor relevancia para los seres vivos (temperatura, acidez, salinidad,
presidn o radiacion). Los organismos que viven en estos ambientes se
denominan extremdfilos, son basicamente microorganismos y estan
perfectamente adaptados a estas duras condiciones. Los termdfilos toleran
temperaturas de hasta 115°C, los haléfilos se desarrollan en salmueras, los
piezéfilos crecen a presiones de hasta 1100 atmosferas, los psicroéfilos se
reproducen a temperaturas inferiores a 5°C, los acidofilos viven a pH inferior

a b, y los alcaléfilos pueden desarrollarse a pH superior a 9. [17]

Los ambientes capaces de albergar vida microbiana reflejan el amplio
espectro de la evolucidon de estos organismos. Se han encontrado especies
que viven a temperaturas comprendidas entre el punto de congelacién y el
punto de ebullicion del agua, en agua salada y en agua dulce, en presencia y
en ausencia de aire. Algunos han desarrollado ciclos de vida que incluyen

una fase de latencia en respuesta a la falta de nutrientes [18].

Los microorganismos se hallan capacitados para acometer una extensa
gama de reacciones metabdlicas y adaptarse a muchos ambientes
diferentes. Por su poco peso pueden ser transportados por las corrientes de
aire y estar en todas partes, sin embargo, las caracteristicas del ambiente

determinan cuales especies pueden multiplicarse. Existen varias clases de
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microorganismos: mohos, levaduras, bacterias, actinomicetos, protozoos,

algas, virus [18].

Los microorganismos extremofilos son microorganismos que viven en
condiciones extremas, entendiéndose por tales aquellas que son muy
diferentes a las que nosotros vivimos. Estos organismos cuentan con
enzimas (catalizadores biolégicos) que ayudan a funcionar en las
circunstancias extremas de su entorno. Se distinguen porque sus procesos
metabolicos son mediados por enzimas y proteinas que funcionan bajo
condiciones extremas [19]. En este sentido Rodriguez, Alfaro y Oliart,
expresan que “los terméfilos se desarrollan a temperaturas por arriba de
45°C, como Pyrolobus quien prolifera a 113°C y poseen enzimas que pueden
ser extremadamente termoestables, resistentes a los agentes quimicos

desnaturalizantes, solventes organicos y pH extremos” [20].

Entre los microorganismos extremofilos se encuentran las bacterias que
son la forma de vida mas antigua de la tierra y quiza la mas abundante, estos
organismos se adaptan a ambientes extremos y hostiles. Organismos
Inferiores se encuentran “en el agua, en aguas residuales, en el suelo, en el
polvo, en muchos alimentos, incluso en los llamados ambientes extremos,
como las aguas termales, las aguas saturadas de sales o las profundidades
oceanicas”. Las bacterias que viven en las fuentes termales o en las grietas
hidrotermales de las profundidades marinas, lo hacen gracias a que su
metabolismo depende del azufre [21].

La Red Nacional de Microorganismos Extremofilos, de Espafia, sostiene

la siguiente clasificacién de los organismos extremdfilos:
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Termofilos: A medida que la temperatura ambiente aumenta, la
velocidad a que se desarrollan las reacciones enzimaticas aumenta de forma
proporcional, lo que implica un desarrollo mas rapido del organismo. Esto
sucede hasta llegar a una temperatura maxima, por encima de la cual ciertos
componentes de la célula comienzan a degradarse de forma irreversible,
cesando el crecimiento y sobreviniendo la muerte celular. Asi mismo los
hipertermofilos como el Sulfolobusacidocaldarius se desarrollan en
temperaturas por encima de los 85° C. El mas resistente al calor de estos
microbios es el Pyrolobusfumarii que crece en las paredes de las fumarolas
hidrotermales submarinas. Se reproduce mejor en ambientes de 105° C y se
puede multiplicar en temperaturas de hasta 113° C. Curiosamente, deja de

crecer a temperaturas por debajo de 90° C [17].

Psicrofilo: Se desarrollan en ambientes con temperaturas en torno a los
0° C, siempre que el agua se encuentre en estado liquido, gracias a que
evitan la formacion de cristales de hielo en su interior. Chlamydomonasnivalis
es un alga microscopica que aparece en zonas de nieve dandole a ésta un
intenso color verde o rojo. Esto es asi porque vive en el interior de las capas
de nieve en estado vegetativo y cuando las condiciones se vuelven
imposibles, esporula en grandes cantidades y sus esporas son de color rojo.
La Polaromonas vacuolata cuenta con una temperatura 6ptima para el

crecimiento de 4° C [17].

Algunos psicroéfilos hallados por investigadores en un tunel de Alaska
volvieron a la vida una vez que se derritid el hielo que los rodeaba. Estas
bacterias habian soportado estar congeladas durante 32.000 afios y pudieron
regresar a la vida "como si nada hubiera sucedido” a medida que se
descongelaban [19].
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Baroéfilos: son seres vivos que se desarrollan en ambientes con presion
muy alta. Un ejemplo es el que se da en bacterias que habitan las fumarolas
0 brechas de la corteza terrestre en el suelo marino, a miles de metros de
profundidad. Extraen su energia del sulfato de hidrégeno y de otras
moléculas que emergen del suelo marino mediante la quimiosintesis, que no

requiere de la luz [17].

Tal como las plantas, las bacterias utilizan su energia para elaborar
azucares a partir de dioxido de carbono y agua. Los azucares les proveen
combustible y materia prima para el resto de las actividades de los microbios,
gue, a su vez, sirven de alimento a camarones, gusanos tubulares, almejas,

peces, cangrejos y pulpos [19].

Todos ellos estan adaptados a un ambiente extremo de oscuridad total;
temperatura del agua variando entre 2° y 400° C (en las bocas de las
fumarolas) y presiones cientos de veces superiores que las de la superficie
del mar; ademas de altas concentraciones de sulfatos y otros elementos

nocivos [19].

Alcalofilos: Se desarrollan en ambientes tan alcalinos (bésicos) que
parecen un detergente concentrado, y suelen estar asociados a sedimentos
con una alta concentracion de metano, recordando a lugares como Marte, los

cometas, o las lunas heladas de Jupiter o Saturno [17].

Radiofilos: Soportan gran cantidad de radiaciéon, tal como el hongo
negro que vive en las paredes de Chernobyl, o como la bacteria
Deinococcusradiodurans. Descubierta a 3,2 kildbmetros de profundidad,

asentadas en rocas de uranio, de manera que se alimentaban de su
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radiacion, ademas de elementos quimicos similares a la lejia y de la roca

solida de su entorno [17].

Metandgenos: son capaces de generar metano (CH4), un gas
combustible, en condiciones anaerdbicas (sin oxigeno). Estos organismos
viven en el fondo de depodsitos acuéticos y en el rumen de algunos

mamiferos herbivoros [17].

Haléfilos: Se desarrollan en ambientes hipersalinos, como las del
género Halobacterium, que viven en entornos como el Mar Muerto y tienen
forma cuadrada. En organismos normales, la sal hace que mueran por
deshidratacion debido a la ésmosis. Si el entorno es salino, con mucha
concentracion de sales, el agua del interior de las células tiende a salir hacia

su exterior [17].

Es decir, se desecan y mueren. Los haléfilos cuentan con mecanismos
que albergan en el interior de sus tejidos concentraciones de un soluto,
compatible a las sales, mayores que en el exterior. Asi, el agua penetra por

osmosis [19].

Anhidrobiosis: Viven en ausencia de agua. Ejemplo es el Selaginellale
pidophylla[19].

Xerofilos: estos organismos se desarrollan en ambientes con muy baja
humedad. En el desierto de Atacama y a una altura de 5.800 metros se ha
localizado en el volcAn Socompa una comunidad de microorganismos que
viven gracias al dioxido de carbono (CO,), agua y metano que les

proporcionan las fumarolas volcanicas [19].
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Acidofilos: Se desarrollan en ambientes de alta acidez, como el
Picrophilus. En California, se han descubrierto microbios increiblemente
diminutos que viven cédmodamente en un nivel de pH tan bajo como 0,5,

equivalente al acido de una bateria, en el drenaje de las minas [19].

Los polisacaridos bacterianos pueden ser utilizados como espesantes,
emulgentes o como principios activos validos para diversos tipos de industria,
como por ejemplo la alimentaria, la farmacéutica y la cosmética. Las
bacterias haldfilas, por otro lado, tienen un interés industrial, sobre todo en el

mundo de los detergentes [22].

Por ejemplo, las proteasas y las lipasas son dos enzimas que el grupo de
la Hispalense pretende caracterizar, y ambas son muy importantes para la
mejora de los efectos de los detergentes, ya que la lipasa sirve para eliminar
mejor las manchas de grasa, y la proteasa para eliminar las manchas de

proveniencia proteica [19].

En los afios 70, Thomas Brock, encontro en una fuente termal del Parque
Nacional de Yellowstone la bacteria Thermus aquaticus. Su resistencia al
calor permitid la creacion de la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Este sistema permite hacer copias de ADN, fundamental
para el desarrollo de la investigacion bioldgica y genética (por ejemplo, para
detectar genes de cancer), el diagnéstico médico o los analisis forenses. Las
enzimas resistentes al calor (termofilas) se han usado para obtener
ciclodextrinas a partir del maiz, lo que ha permitido estabilizar sustancias
volatiles, mejorar la toma de medicamentos y enmascarar olores

desagradables [19].
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Los organismos psicrofilos han dado lugar a mejoras en sectores
relacionados con el frio, como las industrias del procesado de alimentos, los
fabricantes de perfumes y fragancias o los de detergentes para lavado en
frio. Los acidofilos permiten mejorar la digestibilidad de granos en el
estdbmago de los animales, encontrandose de forma natural en yogures y

otros alimentos [19].

Los alcaldfilos similares a la lejia, se emplean para fabricar detergentes o
para producir prendas vaqueras "al lavado de piedra”. Los halofilos, propios
de ambientes hipersalinos, se utilizan para aumentar la cantidad de crudo

extraido de los yacimientos petroleros [19].

La habilidad de la vida de aprovechar estos tipos de energia geotérmica,
genera interesantes posibilidades en otros mundos, como la luna Europa de
Jupiter, que probablemente alberga agua liquida bajo su superficie de hielo.
Europa es estrujada y estirada por fuerzas gravitacionales de Jupiter y los
demas satélites galileanos. Es posible que la friccion de las mareas, caliente
el interior de Europa lo suficiente como para mantener lo que podria ser el

océano de agua liquida mas grande del Sistema Solar [19].
La protoglobina (una forma primitiva de hemoglobina), hallada en el

extremofilo Aeropyrumpernix, se apunta como un posible apoyo para la

creacion de sangre artificial [19].
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[1.8. TIPOS DE MICROORGANISMOS PRESENTES EN LAS AGUAS
MINERALES TERMALES O MINEROMEDICINALES

La diversidad de las especies que existen en un determinado habitat es
una consecuencia de la relacion entre los organismos y el ambiente, y desde
un punto de vista ecolégico, nos interesa conocer porqué existe esta
diversidad, como esta organizada en la comunidad microbiana y qué valor

tiene para la estructura y funcién de toda la comunidad [15].

Actualmente existe un gran interés por el estudio de la biodiversidad de
los ambientes extremos con el fin de determinar cuédles son las
caracteristicas peculiares que permiten a estos microorganismos sobrevivir y
qué papel tienen en los ciclos de la naturaleza. Las aguas minerales termales
de los balnearios son uno de estos habitats extremos ya que tienen altas
temperaturas y elevadas concentraciones de sales, condiciones

desfavorables para la vida de muchos seres vivos [15].

Sin embargo, desde hace tiempo se conoce que estas aguas minerales,
como cualquier ambiente acuatico natural, poseen una poblacion microbiana
autoctona que suele ser caracteristica de cada tipo de agua y que depende
de sus propiedades fisicoquimicas (temperatura, pH, sales minerales,

nutrientes) [15].

También pueden encontrarse en ellas microorganismos aloctonos,
procedentes de otros habitats (suelo, heces, vegetales), considerados
contaminantes pero que coexisten con los anteriores, adaptandose a las
condiciones adversas, siendo los de mayor interés sanitario Salmonella,
Escherichia coli, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa,

Legionella, Leptothrix, Beggiatoa, Micrococcus y Bacillus[15].
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11.9. CLASIFICACION TAXONOMICA

Durante mucho tiempo, el grupo de bacilos Gram Positivos anaerobios
capaces de formar esporas se ha englobado en el género Clostridium. Este
género se define por los cuatro rasgos siguientes: 1) presencia de
endoesporas; 2) metabolismo anaerobio estricto; 3) incapacidad de reducir
sulfato a sulfito, y 4) pared celular grampositiva. Incluso al aplicar este
sistema general de clasificacién, algunas especies del género dotadas de

importancia meédica se pueden clasificar de forma incorrecta [23].

Rara vez se logra demostrar la presencia de esporas en el caso de
algunas especies (Clostridium perfringens, Clostridium ramosum), otras
especies son aerotolerantes y son capaces de crecer en medios de agar
expuestos a aire (como Clostridium tertium, Clostridium histolyticum), y
algunos clostridios se tinen de manera constante como gramnegativos (por

ejemplo, Clostridium ramosum, Clostridium clostridioforme) [23].

El método tradicional para clasificar una cepa en el género Clostridium
se basaba en la combinacién de pruebas diagnésticas, que incluian la
demostracion de esporas, el crecimiento 6ptimo en condiciones anaerobias,
un patrén complejo de reacciones bioquimicas y la deteccion de acidos
grasos volatiles caracteristicos mediante cromatografia gaseosa. Con estos

procedimientos se han definido 177 especies [23].
No obstante, debido a que la reclasificacion de estos anaerobios

formadores de esporas no ha finalizado aun y no disfruta de una aceptacion

generalizada [23].
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. ANTECEDENTES DE LA HIPOTESIS

De la Rosa y colaboradores en un estudio realizado para determinar la
microbiota de las aguas de los manantiales del balneario de Alicun de las
Torres en Espafa, sefialan que ante la ausencia de indicadores fecales y
microorganismos patégenos en ellas y dado el bajo nUmero de bacterias
viables en dichos manantiales concluyen que cumple con la normativa de
agua para consumo humano y que la proteccién de los mismos es adecuada
[24].

En otro trabajo, De la Rosa y colaboradores estudiaron dos manantiales
de aguas bicarbonatadas hipotermales del balneario de Cervantes, en
Espafa. Los principales géneros de bacilos Gram negativos que identificaron
fueron de los géneros Burkholderia, Aeromonas, Serratia, Pseudomonas y
Ochrobactrum. Los cocos Gram positivos fueron Staphylococcus, y los
bacilos Gram positivos Bacillus. No encontraron indicadores fecales ni
microorganismos patdgenos [25]. De igual forma en otro estudio realizado
por estos investigadores en el balneario Puente Viesgo (Cantabria), el agua
mostro un nimero de microorganismos totales muy bajo, la mayoria vivos. La
cepas de bacterias heterotrofas aisladas corresponden en su mayoria a
bacilos Gram negativos, principalmente de la clase de Gammaproteobacteria
y en menor proporcion bacilos y cocos Gram positivos. Las principales
especies identificadas fueron Pseudomonas alcaligenes, P. stutzeri y Bacillus

licheniformis [26].
Mosquera realizo en el afio 2012 un estudio donde evalu6 el efecto

antagonico de 17 cepas del género Pseudomonas, aisladas de tres piscinas

del balneario “Aguas de Moisés”, Municipio Ribero, estado Sucre, Venezuela,
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contra cuatro cepas indicadoras provenientes del centro venezolano de
colecciones de microorganismos (CVCM) en distintos sustratos, también,
midio la accion de diferentes sustratos en la actividad inhibitoria, en relacion
a la fase de crecimiento de las cepas productoras a cuatro horas distintas de
incubacion. Las 17 cepas del género Pseudomonas mostraron actividad
antagénica contra cepas indicadoras Escherichiacoli K12 CVCM 178,
Pseudomonas aeruginosa CVCM 787, Bacillus subtilis CVCM 591 vy
Staphylococcus aureus CVCM 636. Los mayores halos de inhibicién
producidos por cepas de P. aeruginosa y otras especies de Pseudomonas
fueron contra las cepas indicadoras S. aureus y B. subtilis. Se evidencio un
mayor efecto antagonico por el género Pseudomonas contra cepas de
distintos géneros bacterianos, estas cepas de P. aeruginosa y Pseudomonas
spp. Produjeron un mayor efecto inhibitorio en los medios con glucosa

anadida en relacion a los demas sustratos empleados [27].

En el afio 2009, Alarcén y Correa realizaron un estudio de aislamiento y
caracterizacion de microorganismos termofilos presentes en la fuente termal
de aguas calientes Estado Tachira, recolectaron 8 muestras de agua tomada
de 5 fuentes termales, se aislaron los clones,y hubo crecimiento a diferentes
temperaturas a 55°C, a 37°C y a 25°C, con esto se conocié cuales clones
eran termofilos y termo tolerantes, luego se evalud el crecimiento en medios
suplementados con azufre en concentraciones 0,5% y 2,5% gr/100 ml de
azufre y en todos los medios hubo crecimiento de clones, luego de un nuevo
repique incrementando la concentracion de azufre a un 7,5% m/v, se
realizaron 2 repiques cada 48 horas observandose un crecimiento muy lento,
en este repique solo se mantuvieron el 62% de los clones y se observaron
colonias considerablemente pequefias respecto al medio anterior, se realizo
un nuevo repique y no se observo crecimiento hasta 96 horas después de

realizado el repique. Luego de mantener por varias semanas los
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microorganismos en cultivo se observé una disminucion en el crecimiento. De
manera general de los 48 clones aislados en cada una de las 4
concentraciones en la que hubo un mejor crecimiento fue en la de 0,5% m/v
el cual fue del 22,92% luego le sigui6é 2,5% m/v con el 12,5% de los clones y
un 8,33% de crecimiento en 5% m/v, en la concentracion mas alta no se
registro crecimiento [25].
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

IV.1. Hipotesis.

En el presente estudio se plantea como hipotesis que existe una
microbiota bacteriana heterétrofa aerobia caracteristica y escasa en las
aguas de manantiales termales de Santa Apolonia, Municipio Tulio Febres

Cordero del Estado Mérida.
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IV.2. Objetivos

Objetivo General

Aislar e identificar bacterias heterétrofas aerobias en las aguas de los
manantiales termales ubicados en Santa Apolonia, Municipio Tulio Febres

Cordero, del Estado Mérida

Objetivos Especificos

e Aislar y cuantificar las bacterias heterétrofas aerobias presentes en
las aguas de los manantiales termales ubicados en Santa Apolonia,
Municipio Tulio Febres Cordero, del Estado Mérida.

e Determinar y cuantificar la cantidad de coliformes presentes en las
aguas de los manantiales termales ubicados en Santa Apolonia,
Municipio Tulio Febres Cordero, del Estado Mérida.

o Identificar taxondmicamente las colonias bacterianas aisladas.
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V. MATERIALES Y METODOS
V.1. Materiales

A. Poblacién y muestra

Mérida.

La poblacion muestral estuvo conformada por muestras de agua del
manantial de Santa Apolonia, Municipio Tulio Febres Cordero, del Estado
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Anexo 1: Mapa de la Ubicacion geogréfica de los manantiales de aguas termales
de Santa Apolonia, Municipio Tulio Febres Cordero, Estado Mérida.
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Anexo 2: Toma de muestras de agua de manantiales termales de Santa Apolonia,
Municipio Tulio Febres Cordero, Estado Mérida.

39



Obtencion de las muestras

Se realizaron dos muestreos donde se recolectaron tres muestras en
envases de vidrio estériles, la primera de las muestras fue tomada del
margen, la segunda de la naciente y la tercera de la parte central, con un
volumen de 250 ml de agua termal; rotulandose e identificAndose como M1,
M2 y M3. Estas fueron trasladadas a temperatura ambiente y en la
oscuridad al laboratorio, siendo analizadas antes de las 24 horas luego de

la recoleccion.

B. Medios de cultivos

Se utilizaron medios de cultivos deshidratados provenientes de las
casas comerciales asi como los medios preparados directamente por el
fabricante, como los medios Petriflm. En el caso de los medios
deshidratados, se esterilizaron a 15 PSI de presion y 120°C durante 30

minutos [25],
Agar Triptona Soja (TSA).
Agar Eosina Azul de Metileno.
Agar Levine.
Agar BHI.

C. Reactivos

Los reactivos utilizados fueron de grado analitico.
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V.2. Metodologia

V.2.1. Aislamiento y cuantificacion de las bacterias heterdtrofas
aerobias presentes en las aguas de los manantiales termales ubicados

en Santa Apolonia, Municipio Tulio Febres Cordero, del Estado Mérida.

La cuantificacion de bacterias hetero6trofas aerobias se efectud,por la
técnica de dilucion en placa. Se utilizé el medio Petrifilm, incubando a 22° C
por 5 dias. El volumen de muestra utilizado fue de 1 ml de agua del

manantial termal sin diluir.

Una vez que se termina la incubacion, se cuantificaron las colonias
crecidas mediante la ayuda de un contador de colonias Quebec. Los
resultados se expresaron como medias aritméticas de las unidades

formadoras de colonias por mililitro (ufc/ml).

Algunas de las colonias mas representativas y con morfologia diferente

se aislaron en Agar soya tripticasa (TSA) para su posterior identificacion.

V.2.2. Cuantificacion de la cantidad de coliformes presentes en las
aguas de los manantiales termales ubicados en Santa Apolonia,

Municipio Tulio Febres Cordero, del Estado Mérida.

Se efectud por la técnica de filtracion a través de membrana. Se filtraron
100 ml de las muestras de agua a través de un filtro de acetato de celulosa
de 0,45 um de poro (Milipore) que se transfirié6 sobre Agar Eosina Azul de
Metileno, contenido en una placa Petri. Se incubo a 37° C para coliformes

totales y 44,5° C para coliformes fecales durante 24-48 horas. Finalizado el

41



tiempo de incubacién se contaron las colonias crecidas, mediante la ayuda
de un contador de colonias Quebec. Los resultados se expresaron como

unidades formadoras de colonias por mililitro de agua (ufc/ml).

Las colonias con morfologia diferente se sembraron en Agar Levine para
su posterior identificacion.
V.2.3. lIdentificacion taxonoOmicamente de las colonias bacterianas
aisladas.

Las cepas aisladas de bacterias se identificaron por caracteristicas

morfologicas y fisioldgicas. Las pruebas se realizaron segun Barrow y
Feltham [29] y fueron las siguientes:
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VI. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en las distintas determinaciones
microbioldgicas realizadas se resumen en la Tabla 4 y se muestran en el

Grafico 1.

Al observar los valores de la Tabla 4 se puede indicar que la cantidad de
colonias de bacterias heter6trofas aerobias mesofilas estuvieron presentes
en todas las muestras analizadas, con valores entre 0 a 9 unidades
formadoras de colonias por mililitro de agua (ufc/ml). Correspondiendo los
mayores valores a la muestra de agua dela parte de la piscina (Tabla 4 y
Grafico 1).

No se encontré presencia de coliformes totales.

Para el caso de los coliformes fecales no se logré detectar su presencia

en ninguna de las muestras analizadas (Tabla 4).
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Tablad. Bacterias heterotrofas aerobias mesofilas, coliformes totales vy
coliformes fecales en muestras de agua de manantiales termales de Santa

Apolonia, Municipio Tulio Febres Cordero, del Estado Mérida.

BACTERIAS
HETEROTROFAS  COLIFORMES COLIFORMES
MUESTRAS  AEROBIAS TOTALES FECALES
MESOFILAS (UFC/ml) (UEC/mI)
(UFC/mI)
M1 0 0 0
M2 3
M3 9

Fuente: Datos obtenidos del cuaderno de protocolo de reportes de laboratorio.

(ufc/ml): Unidades formadoras de colonias por mililitro. M1: Margen, M2: Naciente, M3: Parte Central
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Gréafico 1. Bacterias heterotrofas aerobias mesdfilas, coliformes totales y
coliformes fecales de muestras de agua de manantiales termales de Santa

Apolonia, Municipio Tulio Febres Cordero, del Estado Mérida.

Fuente: Datos obtenidos del cuaderno de protocolo de reportes de laboratorio.

De las determinaciones microbiolégicas realizadas se logré aislar un total
de 12 cepas de bacterias, de las cuales 6 (50%) no pudieron sub cultivarse
por lo que no pudieron ser identificadas a nivel de coloracién de Gram.
Lograndose identificar solo un total de 6 cepas (50%), correspondiendo 6
cepas a bacterias Bacilos Gram positivos Formadores de Esporas (Tabla 5y
Gréfico 2).
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Tabla5. Tipos de colonias bacterianas identificadas a nivel de coloracién de

Gram.
MUESTRA CEPA T1PODE
COLONIA
M2 1 Forma Explosiva
M2 2 Forma Explosiva
M2 3 Roja Sola
M3 4 Forma Explosiva
M3 5 Roja Sola
M3 6 Roja Sola
M3 7 Forma Explosiva
M3 8 Roja Sola
M3 9 Forma Explosiva
M3 10 Roja Sola
M3 11 Roja Sola
M3 12 Forma Explosiva

Fuente: Datos obtenidos del cuaderno de protocolo de reportes de laboratorio

M1: Margen, M2: Naciente. M3: Parte Central.
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B Forma Explosiva

M Roja Sola

Grafico2.Tipos de colonias bacterianas identificadas a nivel de coloracion de

Gram.

Fuente: Datos obtenidos del cuaderno de protocolo de reportes de laboratorio.

De las 6 colonias que pudieron ser identificadas a nivel de coloracion de

Gram, solo se pudieron identificar un total de 6 colonias (100%), Bacilos

Gram positivos formadores de esporas.
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VIl. DISCUSION

Dentro de las aguas naturales deben destacarse las denominadas
aguas minerales. Se distinguen del resto de las aguas naturales en que
poseen practicamente invariables su caudal, temperatura y composicion
quimica y bacteriologica. Cuando presentan reconocida accion terapéutica

estas aguas se denominan mineromedicinales [4].

El estudio de la biodiversidad microbiana de los ambientes extremos
es un tema que ha despertado gran interés en la actualidad, esto con el
fin de establecer las caracteristicas distintivas de los microorganismos que
se adaptan y sobreviven siendo parte indispensable en los diferentes
ciclos naturales. En este caso por tratarse de aguas minerales termales,
es un habitat extremo de altas temperaturas, donde la poblacién
microbiana es autéctona debido a que cada tipo de agua termal tiene

diferentes tipos de propiedades fisicoquimicas [15].

La composicion quimica de las aguas subterraneas, al cabo de un
determinado tiempo, se encuentra en equilibrio quimico-fisico con el
contenido de gases y de fases soélidas disueltas. Estos equilibrios

dependen de la temperatura y de la presion del sistema y cualquier
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cambio en esas condiciones produce una variacién en la composicion
quimica, que da lugar a una mayor disolucion de los minerales o a la

precipitacion [4].

Las aguas minerales, su composicion por lo general no refleja las
propiedades del material acuifero de la zona de alimentacion, sino mas
bien, las caracteristicas del propio acuifero confinado, de las capas

confinantes y de los flujos hidrotermales [10].

También puede haber en ellas microorganismos aléctonos,
procedentes de otros habitats, considerados contaminantes, que
coexisten con los anteriores, pero es rara la presencia de indicadores
fecales y bacterias patdégenas. En los manantiales hipertermales
predominan las bacterias Gram positivas mientras que en los
mesotermales son los bacilos Gram negativos y los cocos Gram positivos

[15].

Las bacterias autoctonas de las aguas crecen mejor en medios
pobres en carbono y con tiempos de incubacion prolongados. Hay

bacterias termdfilas que crecen a mas de 45°C pero la mayoria son
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mesofilas con temperaturas éptimas a 37°C, que se adaptan a estas

condiciones de elevada temperatura [15].

Para la realizacion de este trabajo se realiz6 la toma de muestras en
el aflo 2013, donde en las muestras de aguas analizadas, se detectaron la
presencia de Bacilos Gram Positivos Formadores de Esporas contrario a
los resultados de microbiologia del manantial mineromedicinal del
Balneario Puente Viesgo, donde se encontraron .Bacilos Gram Negativos
no fermentadores, principalmente Gammaprotebacteria, del género
Pseudomonas (43,2%), que son las bacterias predominantes en ese
manantial, lo que esta de acuerdo con los resultados obtenidos por otros

autores en aguas minerales [25].

Los Bacilos Gram Positivos formadores de esporas pueden vivir
varios afios, se agrupan formando cadenas y las esporas se encuentran

dentro de los Bacilos [31].

Si bien dentro de los bacilos Gram Positivos se encuentran algunos
de los patdégenos mas agresivos para el ser humano, la gran mayoria de
las especies bacterianas de este grupo no son patdgenos primarios.

Muchos forman parte de la flora normal del cuerpo humano (piel, tracto
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gastrointestinal, cavidad oral) y se encuentran ampliamente distribuidos
en el ambiente. Por este motivo, se debe ser cuidadoso en la
interpretacion del hallazgo de un Bacilo Gram Positivo en un estudio

microbioldgico, ya que frecuentemente se trata de contaminantes [20].

Los Bacilos son capaces de sobrevivir en medios hostiles mediante la
formacion de una estructura muy resistente, la endospora, la estructura
con vida mas resistente a los agentes fisico quimicos, y por tanto, a la
esterilizacion y desinfeccion. La endoespora puede, en condiciones

favorables, germinar y dar lugar a la célula vegetativa [17].

Los Bacilos para su crecimiento utilizan fuentes de nitrdgeno vy
carbono sencillas, las esporas son resistentes a los cambios del ambiente,
soportan el calor seco, desinfectantes quimicos durante periodos

moderados [31].

Deben diferenciarse las esporas bacterianas, que constituyen una
forma de resistencia y no tienen funcion reproductora, de la de los
hongos, que tienen funcién reproductora, son externas, numerosas y que

no confieren resistencia [17].
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La enumeraciéon de las bacterias heter6trofas aerobias provee una
estimacién del niumero total de bacterias viables y da informacién acerca
de la calidad sanitaria del agua. De igual forma, permite juzgar la
eficiencia de los sistemas de proteccion de los acuiferos en contra de la

contaminacion externa [32].

Se interpreta que cuando el resultado del numero de bacterias
heterétrofas viables es superior a 200 ufc/ml, se ha desarrollado algun
problema bacteriano durante el almacenamiento o distribucion del agua

[33].

Segun sus requerimientos nutricionales predominan las bacterias
heterétrofas oligotréficas, con escasos requerimientos de carbono y

nitrégeno [15].

Los resultados del presente trabajo son comparables a los obtenidos
por algunos investigadores en aguas minerales naturales europeas [34;

35:36].

Las aguas minerales termales constituyen ecosistemas oligotroficos

donde los niveles de materia organica son sumamente bajos y con una

52



limitada biodisponibilidad. La poblaciébn microbiana de estos ecosistemas
son en su mayoria bacterias heterétrofas, que debido a los problemas en
la carencia de nutrientes, entran en un estado de sobrevivencia
denominado “viables no cultivables” [37; 38] y por ello se consiguen
valores muy bajos cuando se intenta aislarlas en medios de cultivos

apropiados [39].

Un gran numero de las bacterias que se encuentran en estas aguas
presentan un crecimiento lento y requerimientos nutricionales muy

especificos y solo se detectan de un 5-10 % de las bacterias [40; 41].

El hecho de tener un bajo nUmero de bacterias heterétrofas viables
indica que el perimetro de proteccion de los manantiales es el adecuado.
El crecimiento desmesurado de las ciudades, aunado a la creciente
intervencion del hombre sobre su entorno, ha traido como consecuencia
gue muchas de las fuentes naturales de agua mineral se hayan
contaminado, alterando de esta manera su composicibn quimica y
microbioldgica. Sin embargo, otras son vigiladas cuidadosamente para
evitar que cualquier intervencion perjudicial altere sus caracteristicas

organolépticas y microbioldgicas, como los manantiales analizados [49].
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Las bacterias heterotrofas no suelen fermentar los azlcares pero son
proteoliticas, amiloliticas, amonificantes y en menor namero celuloliticas.
Estos tipos de bacterias se consideran beneficiosas ya que intervienen en
la autodepuracion de las aguas si, de una forma accidental, sufren un

aporte de materia organica [15].

En los resultados obtenidos en el analisis de las 3 muestras no
encontramos la presencia de coliformes fecales. La escasa presencia de
bacterias de origen entérico en los ecosistemas acuéticos se debe a que
su supervivencia se ve afectada por diferentes factores biodticos y
abidticos: temperatura, concentracion de nutrientes y sales [42; 43; 44]
incluso las bacterias autéctonas ejercen un efecto inhibitorio sobre ellas
[45; 46]. Por esta razdbn numerosos autores no las han detectado en

aguas mineromedicinales espafiolas [47; 48].

La poblacion microbiana total, en el punto de emergencia de estos
manantiales, puede ser alta, con una media de 10° por ml, pero muchos
de estos microorganismos estan en estado durmiente, son
metabdlicamente inactivos y no se multiplican por lo que el nimero de los

viables suele ser pequefio, de 10-10° por ml, dependiendo de la
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temperatura de incubacion y de los medios de cultivo empleados en su

deteccidn [15].

En comparacion con los balnearios de Jaraba son similares ya que en
ambos estudios no se encontraron indicadores fecales ni

microorganismos patdégenos [49].

Los manantiales termales poseen una gran diversidad microbiana
aungue no es especifica de cada uno de ellos. Los manantiales con pH
alcalino tienen poca diversidad microbiana, encontrandose Pseudomonas,
Bacillus y Exiguobacterium que pueden vivir a estos pH y los de pH acido
presentan un nimero de bacterias muy pequefio, principalmente bacilos
Gram positivos irregulares. En los manantiales hipertermales predominan
las bacterias Gram positivas y en los hiperténicos, con alto contenido en

cloruro sédico, abundan los microorganismos hal6filos moderados [15].

Las aguas minerales naturales contienen generalmente un numero
importante de bacterias, pero sé6lo una pequefia porcién son cultivables.
La microbiota autéctona de estas aguas es oligotréfica y crece con

pequefas cantidades de nutrientes [49]
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Los compuestos liberados por la lisis de las células bacterianas

muertas parece ser suficiente para permitir el crecimiento bacteriano [49].

En comparacion con la microbiologia del agua mineromedicinal del
Balneario "El Paraiso” de Manzanera, el nimero de bacterias viables tanto
en el punto de emergencia como en el agua de bebida ha sido muy bajo y
cumple los limites de las aguas potables. Se detectan mas bacterias en el
medio con menor contenido en nutrientes (R2A) y no se han encontrado a
37°C lo que demuestra que son bacterias autoctonas del agua, mesdfilas
y oligotréficas. Estas cifras son menores que las encontradas en otros
manantiales frios, salinos (9, 12) y carbodnicos (13). La presencia de un
pequefio nimero de bacterias autéctonas indica una buena proteccion el

manantial [35].

Desde el punto de vista sanitario, las aguas termales no suelen tener
bacterias patdgenas ni indicadores fecales pero en algunos manantiales
se han detectado coliformes, enterococos, Costridium sulfito reductores y
Pseudomonas aeruginosa. La presencia de coliformes no fecales no es
un riesgo sanitario ya que pueden proceder del suelo o de los vegetales y
sobreviven en ambientes acuaticos por su facilidad de adaptacion

formando “biofilms™ [15]

56



Los manantiales termales estudiados poseen una gran diversidad
microbiana aunque no es especifica de cada uno de ellos. Sin embargo,
se observa cierta relacion entre algunos microorganismos y las aguas con
caracteristicas fisicoquimicas mas extremas de pH, temperatura, salinidad
y radiactividad, donde se presentan un numero de bacterias muy

pequeiio, principalmente Bacilos Gram Positivos [15].

En los manantiales hipertermales predominan las bacterias Gram
Positivas y en los hipertonicos, con alto contenido en cloruro sddico,
abundan microorganismos hal6filos moderados. Los manantiales
carbonicos presentan mayor proporcion de bacterias anaerdbias
facultativas que aerobias estrictas ya que la cantidad de oxigeno disuelto

es bajo [15].

57



VIIl. CONCLUSIONES

Las aguas naturales adquieren su composicion quimica mediante un
proceso complejo, donde intervienen factores de tipo quimico-fisico,
geoldgico, hidrogeoldgico, geomorfolégico, pedoldgico, climatico, antrépico y

otros [4].

Las aguas minerales de balnearios termales presentan una gran
diversidad de microorganismos autéctonos caracteristicos de cada tipo de
agua y que dependen de sus propiedades fisicoguimicas. Predominan las
bacterias heterotrofas oligotroficas del género Bacillus. En menor nimero se
encuentran microorganismos autétrofos (quimilitotrofos y fototrofos). También
puede haber en ellas microorganismos aléctonos, procedentes de otros
habitats, considerados contaminantes, que coexisten con los anteriores, pero
es rara la presencia de indicadores fecales y bacterias patégenas. En los
manantiales hipertermales predominan las bacterias Gram positivas mientras
gue en los mesotermales son los bacilos Gram negativos y los cocos Gram

positivos [15].

Se observa una cierta relacion entre algunos microorganismos y las

aguas con caracteristicas fisicoguimicas mas extremas de pH, temperatura,
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salinidad y radiactividad. Los manantiales con pH alcalino tienen poca
diversidad microbiana, encontrandose Bacillus que pueden vivir a estos pH y
los de pH &cido presentan un numero de bacterias muy pequefio,
principalmente bacilos Gram positivos irregulares. En los manantiales

hipertermales predominan las bacterias Gram positivas [15].

En las aguas minerales termales del Sector Santa Apolonia el perimetro
de proteccion de los manantiales es el adecuado y las aguas no mostraron
signos de contaminacion fecal y por lo tanto son aptas para su uso como

balneario de aguas termales.

En los manantiales existe un claro predominio de Bacilos Gram
Positivos, lo cual lleva a pensar en una colonizacién de este microorganismo

en ese ecosistema.

Se comprueba la hipotesis del trabajo, puesto que si existe una
microbiota bacteriana heterdtrofa aerobia caracteristica y escasa en las
aguas de manantiales termales de Santa Apolonia, Municipio Tulio Febres

Cordero del Estado Mérida.
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Anexo 3. Entrada a las Aguas Termales de Santa Apolonia.

RECOM NES
Banarse stloj mirutus |
| Mantengase hidrata SV T Vo R
S\suemesmareos;‘aiSll : A

71



Anexo 4. Muestras
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Anexo 5. Aislamiento de Colonias.
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Anexo 6. Cepas.
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Anexo 7. Observacion.

75



Anexo 8. Petrifilm.
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