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RESUMEN

Las aguas naturales (de rio y aguas termales de
fuentes o balnearios) solo excepcionalmente son
estériles. si bien los microorganismos que viven en
ellas en concentraciones normales no producen pato-
logias en humanos (Regueiro, 19). El problema
radica en que los patdgenos pueden aparecer en este
tipo de agua por contaminaciones exdgenas., tales
como de aguas residuales o de materiales de desecho,
v causar distintas enfermedades en humanos, como
gastroenteritis o diversas infecciones. (Borrego y
Figueras. 3).

En este trabajo se ha estudiado la capacidad de
supervivencia de siete microorganismos patdgenos,
siendo éste un tactor importante a tener en cuenta a
la hora de evaluar la calidad y uso de estas aguas,
pues si se interrumpe ¢l foco de contaminacion, al
cabo de un tiempo prudencial el agua no presentard
va riesgos para los consumidores. (Craun. 4;
Warbunton y Austin. 18),
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les microorganismes qui habitent 14-bas 4 concentra-
tion normale ils ne sont pas dangereux poor les
humans (Regueiro, 19). Le probleme se trouve que
les microrganismes pathogénes, peuuent apperaitre
dans a type de [’eau pour contaminations externes,
comme ["eaus résiduels ou de materiaux de déchets 4
cause du différents maladies qui apperaitre dans les
humains, comme gastrite ou divers infections
(Borrego y Figueras. 3).

Dans ce traveil on a etudi¢ la capacité de survi-
vance de sept microorganismes pathogénes. La
capacité de survivance est un facteur important pour
evaluer la qualite et 1"user de ces eaus, porce que si
on arrete le point de contamination 4 la fin dun
temps prudent 1'eau ne presente pas déjd risques
pour les consomateurs (Craun. 4; Warbunton y
Austin. 18).
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SUMMARY

Natural waters (fresh waters and thermal waters
of different sources) only exceptionally are sterile,
even though its microorganisms, in normal concen-
trations. do not give pathologies in human (Regueiro.
19), although pathogens can appear in this type of
water by exogenous pollutions, such as residual
waters or waste materials, who cause different dise-
ases in human, as gastroenteritis or various infections
(Borrego y Figueras. 3).

In this work the survival capacity of seven bacte-
rial pathogen have been studied, because of is an
important factor for evaluating the quality and use of
this waters, and when the pollution area is inte-
rrumped after variable time upon the microorganims,
water will not present already risks for the consumers
(Craun. 4; Warbunton y Austin, 18).

Key words: Thermal water, fresh water, patho-
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INTRODUCCION

El agua termal puede estar embotellada en tal caso
con temperatura ambiente (20°C) o ser consumida
directamente. Las especies bacterianas aisladas en las
aguas mineromedicinales son numerosas y muy
variables, constituyendo su flora normal, aunque las
fuentes termales sean consideradas como ecosistemas
con condiciones extremas. Condiciones normales
para el crecimiento de los microorganismos se consi-
deran la temperatura ambiental o del cuerpo humano,
la presion parcial de oxigeno en la atmésfera, la
neutralidad del pH, y la abundancia de nutrientes,
siendo consideradas condiciones extremas aquellas
que se desvien sustancialmente de Tos términos consi-
derados como normales (Regueiro. 19).

Los ambientes extremos presentan un efecto
selectivo sobre los microorganismos. Asi, la diver-
sidad de especies disminuye con el incremento de la
adversidad ambiental y cuanto mayor sea la seve-
ridad de un factor ambiental menor es el nimero de
microorganismos que pueden crecer activamente en
esas condiciones, aunque, en general, nunca se desa-
rrollan  microorganismos patdégenos en aguas
termales (Rheinheimer. 16).

Sin embargo, este tipo de agua puede sufrir conta-
minacion microbiolégica debido a infiltraciones
subterrdneas si existe algin tio en sus proximidades,
pues el agua de rio pueden llegar hasta la fuente
pudiendo influir notablemente en su poblacion bacte-
riana y asimismo en su supervivencia (Craun. 4).

Una de las mayores fuentes de contaminacién de
las aguas mineromedicinales lo constituyen las aguas
residuales que llevan como flora normal microorga-
nismos fecales (Lippy; Waltrip. 11; Rheinheimer. 16).
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La presencia de estos microorganismos pato-
genos en un agua de consumo es potencialmente
peligrosa, puesto que, atin encontrdndose en niimero
reducido, si el consymidor se haya en un estado de
deficiencia inmunglégica las consecuencias pueden
derivar a un cuadro clinico importante y por otro
lado, si este nimero reducido incluye microorga-
nismos productores de enterotoxinas, puede suponer
un riesgo muy grande,

Cualquier agua contaminada por heces, aguas
residuales, etc., y no depurada, es peligrosa.
Asimismo, cuanto menor es el tiempo transcurrido
entre el momento de la contaminacion y el empleo
del agua, es decir, cuanto mds rapida sea la transmi-
s16n, mayor es el peligro de infeccion.

Las bacterias patégenas son productoras de
dermatitis y problemas oculares (Staphylococcus
aureus), sintomas gastrointestinales leves o severos
(enterobacterias, Exnrerococcus y Vibrio), salmonelosis
(Salmonella) y diversas infecciones (Pseudomonas
aeruginosa) (Davis; Long; Donald; Ashbolt. 5).

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el
tiempo de supervivencia de diferentes patGgenos
humanos capaces de producir enfermedades, a dos
temperaturas diferentes (20°C y 43°C) y en dos tipos
de agua (agua termal y agua de rio) utilizando
recuentos en placa con medio no selectivo, TSA
(Agar Soja Triptona. Cultimed, Espaiia).

MATERIAL Y METODOS

Bacterias utilizadas. Para este trabajo se han
utilizado cepas de siete patégenos habituales en
contaminaciones de aguas, aisladas de aguas
termales contaminadas (ver tabla 1) por medio de la

Cepas bacterianas Lugar del aislamiento Fecha del aislamiento
Escherichia coli (Lev 22) Fuente del Tinteiro (Ourense) 1997
Pseudomonas aeruginosa (Psd 19) Fuente del Tinteiro (Ourense) 1997

Enterococcus faecium (SB [2) Fuente del Tinteiro (Ourense) 1997

Citrobacter freundii (S§ 10) Fuente del Tinteiro (Ourense) 1997
Staphylocccus aureus (CS 9) Fuente del Tinteiro (Ourense) 1997 |
Salmonella (55 2) Fuente del Tinteiro (Ourense) 1997

Vib.':m (TCBS 25) Fuente del Tinteiro (Ourense) 1997

Tabla 1-. Cepas usadas en el experimento.
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téenica de filtracion por membrana, con membranas
de 0°22p (Albet, Espaiia) y medios selectivos
(Levine. Salmonella-Shigella Agar, Pseudomonas
Agar, Slatnenz-Bartley Agar, Chapman-Stone Agary
TCBS Agar. Cultimed. Espafia). Las cepas fueron
cultivadas en agar soja-tripticaseina a 37°C durante
24 horas y fueron almacenadas c¢n agar soja-triptica-
seina a 4°C bajo aceite mineral y congeladas a —70°C
con un 15% de glicerol.

La identificacion de cada cepa aislada fue confir-
mada de acuerdo con el criterio bioguimico de
Koneman (Koneman: Allen; Dowell:  Janda:
Sommers: Winn. 9) mediante las pruebas de Gram,
Movilidad. Catalasa. O/F, reduccion de Nitratos,
pruebas del Rojo de Metilo y Voges-Proskauer, reac-
cion del Indol. Oxidasa, KOH, utilizacién del
Citrato, DNAasa. Arginina dihidrolasa. Lisina y
Ornitina decarboxilasa, prucba de la Bilis-esculina.
produccion de dcido y gas de Glucosa, produccién de
dcido de Lactosa, Rammosa, Sucarosa, Manitol.
Manosa, Rafinosa. Melibiosa, Arabinosa. Inositol.
Adoenitol ¥ Sorbitol.

Agua. Para crear el microcosmos se han esterili-
7ado los dos tipos de aguas utilizadas. termal y de
rio, mediante filtros de celulosa de 0722p (Albet,
Espafia). Una vez esterilizadas, se transfirieron 15ml.
de cada tipo de agua a tubos de cristal esterilizados
mediante autoclave

Preparacién del indculo. Los patdgenos se
hicieron crecer en caldo nutritivo (TSB. Cultimed.
Espaiia) a 37°C durante 8 horas. Las células en fase
exponencial se lavaron por centrifugacicn (3.000 X i
durante 15 minutos) y tras lavar 3 veces con solucién
sulina estéril (0°9% [peso/volumen]), el pellet fue
suspendido en solucion salina. inoculado en caldo
nutritivo fresee e incubado a 37°C durante 18 horas.
La suspension final fue inoculada en los tubos con
agua de rio y termal hasta obtener una densidad final
aproximada de 107 UFC/mL (por lectura en espectro-
fotémetro, A= 610 nm). Posteriormente a Ia inocula-
¢ion, cada cepa se incubd a 20°C y 43°C, temperatura
ambiente y temperatura de surgencia en agua termal,

Supervivencia y recuento de los patogenos.
Para determinar la supervivencia de los diferentes
patogenos se utilizé el método de contaje directo en
placa con ¢l fin de determinar el periodo de tiempo
que los patdgenos son capaces de crecer y mante-
nerse viables en los dos tipos de aguas testadas
(Alkan: Elliot; Evison. ) (Allen. 2) (Davies:
Dulbececo: Eisen: Ginsberg. 6) (Flint. 7) (Garcia-
Lara; Menon; Servais; Billen. &) (Lim: Flint. 10)
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(McCarthy. 12) (Mitchell: McAvoy. 13) (Munro;
Colwell. 14) (Mufiiz.; Jiménez: Toranzos. 15)
(Thorsen: Enger; Norland: Hoff. 17). Durante el
experimento, una vez inoculados los tubos, a inter-
valos de 2 a 10 dias se realizaron diluciones seriadas
y alicuotas de O"ImL fueron sembradas directamente
enel medio TSA, con el objeto de obtener un niimero
de colonias entre 30-300 (ndmero aproximado que se
considera fiable). Todas las placas fueron incubadas
a 37°C durante 24h.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los resultados de los ensayos de supervivencia se
muestran en las graficas 1.2, 3, 4.5, 6 y7.

Estos resultados muestran que, a 20°C. el agua
termal es capaz de mantener viables los sicte pato-
genos estudiados, durante un periodo de tiempo
mds largo que el agua de rio, mientras que a 43°C
no existen diferencias importantes entre ellos,
llegando a contaje cero a los pocos dias, excepto
Salmonella (SS 2), Escherichia coli (Lev 22) y
Pseudomonas aeruginosa (Psd 19), que son capaces
de sobrevivir durante mds de 2 meses en agua de rio
mientras que en agua termal no sobrepasan la
primera semana.

Existen diversos factores que van a disminuir la
poblacion buacteriana, como es la composicion del
agua, presencia de agentes téxicos, predacion y para-
sitismo, bacteridfagos, disminucién de nutrientes ¥ la
temperatura a la que se mantengan los microorga-
nismos. (Borrego; Figueras. 3)

La temperatura es un factor muy importante ya que
en aguas termales, el agua suele emanar entre 40-
50°C. cifras elevadas que pocas bacterias son capaces
de soportar durante mucho tiempo a excepcion de las
termofilas, por lo cual si aparece una poblacion muy
alta o con presencia larga en el tiempo, cabria suponer
que existe una contaminacién continua de ese micro-
organismo en la tuente termal (Rheinheimer. 16).

La bibliografia sugiere que el agua termal es un
medio estéril debido a sus caracterfsticas especificas
(alta temperatura y rica concentracién mineral), de
modo que inhibe la colonizacién por contaminantes
bacterianos (Regueiro. 19). Los resultados obtenidos
confirman que el agua termal es un medio apto para
la supervivencia de patégenos para humanos durante
largos periodos de tiempo a temperatura ambiente,
aunque no constituye un ambiente propicio para su
desarrollo y colonizacion.
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