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RESUMEN

La presente tiene por objetivo caracterizar el agua de la Laguna de Quilotoa en
parametros fisico quimicos y bacteriologicos , es la méas representativa para el
Ecuador la afluencia de turistas propios y extranjeros que la visitan convierte en un
problema sanitario para las personas que habitan en los alrededores de la misma, para
el estudio de esta laguna se planificd que es de tipo descriptivo y exploratorio ,en
donde se analizaran pardmetros que nos ayudaran a determinar la existencia de
bacterias que se encuentran presentes en las aguas de la Laguna de Quilotoa; los
valores obtenidos en el Laboratorio de la Universidad Técnica de Ambato, Campus
Querochaca se los compar6 con los establecidos por las normas de CLSI ,la OMS y
Normativas de Calidad de agua entre ellas se encuentran :Norma de Calidad
Ambiental y de Descarga de Efluentes: Recursos Agua Norma de Calidad de Agua
DS N° 031-2010-SA. Con las pruebas bioquimicas para la identificacién de bacterias
se encontr6 cinco tipos de bacterias entre ellas tenemos Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii, Proteus
vulgaris, Serratia marcescens, catalogadas por la OMS como bacterias patdgenas

presentando cierta sensibilidad a los medicamentos.
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SUMMARY

The purpose of this document is to characterize the water of the Laguna de Quilotoa
in physical chemical and bacteriological parameters, the influx of tourists visiting
their own and foreign tourists is the most representative for Ecuador, making it a
health problem for people living in the surroundings of the same, for the study of this
lagoon it was planned that it is descriptive and exploratory, where parameters that
will help us determine the existence of bacteria that are present in the waters of the
Laguna del Quilotoa will be analyzed; The values obtained in the Laboratory of the
Universidad Técnica de Ambato, Campus Querochaca were compared with those
established by the CLSI standards, the OMS and Water Quality Regulations among
them are: Environmental Quality Standard and Effluent Discharge: Water Resources
Water Quality Standard DS N ° 031-2010-SA, Water Quality Standard. With the
biochemical tests for the identification of bacteria we found five types of bacteria
among them we have Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter freundii, Proteus vulgaris, Serratia marcescens, cataloged

by OMS as pathogenic bacteria presenting certain sensitivity to medications.

KEY WORDS: BACTERIA, PHYSICOCHEMICAL PARAMETERS, LAGUNA.
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INTRODUCCION

En los altos de los Andes del Ecuador, localizado en una de las Reservas Ecoldgicas
de los llinizas, ubicado en la Parroquia de Zumbahua, perteneciente al canton Puijili,
limite del cantén Sigchos de la Provincia de Cotopaxi, considerada por muchos la
mas hermosa del pais y del mundo, reposa el volcdn Quilotoa y adentro una
majestuosa laguna llamada con el mismo nombre “Laguna del Quilotoa”
Aproximadamente con 250 metros de profundidad, rodeado por una gran cantidad de
vegetacion y rocas muy antiguas que conforman el crater de quien fuese un volcan,
asombrando a quienes la visitan por su diversidad de colores que presenta el agua
como: turquesa, verde, azulado por la cantidad de minerales que concentra la laguna
de origen volcéanico.

Rodeado de un ecosistema enriquecido de especies naturales de un clima frio-
paramo; que incluye la presencia de grupos de indigenas que facilitan a los visitantes
llegar a las aguas de la laguna.

Es por cuanto la laguna del Quilotoa llegan muchas personas propias y extranjeras
realizando este proyecto de lagunas de la zona central del Ecuador con el objetivo
de poder caracterizar al agua de las lagunas que tiene este hermoso pais, ya que
muchas de ellas son utilizados para la pesca, pecuaria, recreacion, riego en la
agricultura y muchas veces para el consumo de comunidades que estan a su
alrededor.

Es asi que Laguna del Quilotoa en particular tiene caracteristicas Unicas en su
composicion por la presencia de minerales, en algunos puntos geogréaficos situados
fumarolas a la vista de turistas y que segun los guias turisticas del lugar esta laguna
contiene manantiales calientes en el fondo.

Claro esta que por ser una laguna de origen volcanica, se supone el contenido de
azufre de la laguna pues en esta investigacion se dara a conocer en contenido no solo
de un pardmetro quimico sino de aquellos que conllevan a la investigacion como lo
es el analisis microbioldgico. En esta investigacion se pretende caracterizar el agua
para que tenga una informacién de un valor posible sobre el contenido quimico de la

laguna, por cuanto esta puede ser perjudicial para salud.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 TEMA:

“CARACTERIZACION FiSICOQUIMICO Y BACTERIOLOGICA DE
AGUA, DE LA LAGUNA DEL QUILOTOA, DE LA ZONA CENTRAL DEL
ECUADOR”

1.2 OBJETIVO GENERAL
o Caracterizar fisicoguimica y bacteriologicamente las aguas de la Laguna de
Quilotoa de la zona central del Ecuador.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las caracteristicas fisico-quimicas del agua de la Laguna de
Quilotoa.

e Cuantificar bacterias de importancia sanitaria de la laguna mediante la
utilizacion de placas 3M Petrifilm.

e Aislar las especies bacterianas presentes en las aguas de la laguna mediante la
técnica de agotamiento en placa.

e ldentificar las especies bacterianas mediante técnicas de microbiologia
clasica y mediante las pruebas API

e Establecer la sensibilidad o resistencia de las bacterias aisladas de la Laguna

de Quilotoa.



1.4 PREGUNTAS DIRECTRICES

e (Cudles son los componentes fisicos y quimicos del agua de la Laguna del
Quilotoa de la zona central del Ecuador?

e (Qué microorganismos existentes tienen importancia sanitaria en el agua de la
Laguna del Quilotoa?

e Cudles son las resistencias y sensibilidad de los microorganismos que se

encuentran en el agua de la laguna del Quilotoa?

1.5 JUSTIFICACION

La comunidad indigena de Quilotoa-Jatalé y su laguna volcanica junto a la misma se
encuentran dentro de la Reserva Ecologica Ilinizas. El sitio constituye una amplia
gama de numerosas potencialidades turisticas naturales por la laguna volcanica del
Quilotoa y sus paramos aledafos, por las tradiciones y costumbres de la comunidad
indigena que habita cerca de esta maravilla de la naturaleza, la exposicion a una
posible polucién, y con gran conflicto para el trajin diario de los habitantes podria
bajar las caracteristicas propias de este liquido vital que con el pasar del tiempo
puede llevar a problemas de salud para las personas aledafias y para personas que

asisten este sector.

La existencia de bacterias perjudiciales existentes en el agua con el tiempo puede
llegar a ser un problema grande para el area de salud en este sector turistico y
habitado.

El agua un liquido natural muy significativo para todos los seres vivos, es extraida y
muy consumida en grandes cantidades, al igual que la presencia en porcentajes altos
en océanos, pantanos, lagunas, llegando a lugares donde es requerido como para las
grandes empresas donde es explotada para su expendio, en cada uno de los paises.
(SustainingHealthyFreshwater, 2013).

Un monitoreo seria un instrumento de importancia para descartar en el futuro

molestias para quienes se alojan en los alrededores, investigando parametros que



beneficien con los resultados para conocer las condiciones en las que se encuentre la
laguna (SNIARN, 2010).

El Plan Nacional del Buen Vivir, reconoce que todas las personas tienen derecho a
disfrutar del méas alto nivel posible de salud que estd vinculado directamente a la
necesidad de acceso al agua de calidad. (SENPLADES, 2017).

El material inorgénico que contiene el agua lo visualizan de colores tales como: el
verde viridian que pueden variar a un verde azulado, segin como se presente la
temperatura. La combinacién del hidrégeno sulfuroso con otro componente llamado
gas carbonico, es no recomendable e inadecuado para la ingesta de la poblacion, el
agua puede variar su temperatura y presentarse a los 16 °C y bajar hasta -1 °C.

El estudio, permitira recopilar informacion acerca de la posible microbiota existente
en esta laguna referente al Sector 3 de nuestro pais, para esto , determinar las
bacterias con importancia clinica mencionadas por la Organizacion Mundial de la
Salud, fundamentadas por sintomas clinicos asociadas comunmente con cuadros
diarreicos que la relacionan esencialmente por el adquisicion de alimentos con alta
contaminacion , adjuntamente con la ingesta de agua, esta investigacion tendrd como
resultado una evaluacién del agua y su procedencia de las fuentes disminuyan
conmocion negativa en la salud de los habitantes consumidoras de esta agua,
atrayendo la veracidad e incrementando la afluencia de visitantes propios y

extranjeros .

Las bacterias y sus resistencias toman importancia con el pasar de los afos, en
relacion a los antibidticos, dado que la resistencia resulta altamente nocivo para las
poblaciones, pues estas sustancias que son capaces de evitar el aumento de
microorganismos se dejarian en desuso ya que serian mas fuertes causando el deceso

de las personas(Biodiversidad, biotecnoldgica y bioseguridad, 2010)

El estudio de la flora microbiana de los manantiales han cambiado la visién de las

especies microbianas y su estructura, se pretende asi con esta investigacion dar a



conocer a microorganismos existentes en las aguas de la Laguna de Quilotoa.

(Biodiversidad, biotecnoldgica y bioseguridad, 2010).

1.6 ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

1.6.1 ESTADO DEL ARTE

Existen algunas investigaciones para el estudio del agua, generalmente las que
aportan para el desarrollo de la agricultura o para el consumo humano, industrias,
recreacion, en la actualidad se dardn a conocer normas que ayudan a emitir un
resultado para su consumo o su utilizacion. Con el pasar de los afios el ser humano
ha explotado este recurso renovable que proviene de rios, lagos, aguas subterraneas.

Para su estudio fisicoquimico se debe tomar en cuenta el lugar en donde se encuentra
el agua y sus alrededores ya que esta puede estar rodeado por mucha vegetacion,
rocas, el ingreso del aire, si su suelo es rocoso, si en esta agua hay desembocaduras,
en el agua dulce se puede presentar una composicidn quimica natural como
carbonatos, bicarbonatos, cloruros, nitratos. El analisis fisicoquimico del agua
implica un conjunto de condiciones para su traslado, y su analisis para lo que se tiene
que tomar en cuenta su profundidad, el clima, y el tiempo que se va a realizar .en el
andlisis se tomara en cuenta parametros que tendran lugar como: pH, color,
temperatura, densidad, conductibilidad, también si en su composicion se encuentra

analitos como: nitritos, nitratos, sulfatos, amoniaco.

Estudios del agua en el mundo

Estudios realizados el 31 de mayo del 2001 con el tema: “Caracterizacion de los
parametros fisicos, quimicos y bioldgicos en la bahia de Bajo Molle, Iquique”
que fue publicado el 10 de diciembre del 2001 por Teresa Arias, Liliana Herrera y
Edgardo Santander del Departamento de Ciencias del Mar, cuyo objetivo fue analizar
y determinar las fluctuaciones de variables de la bahia de Bajo Molle que en la cual
existia actividades tropoldgicas donde se determinaron parametros de pH, oxigeno

disuelto, nitrogeno, fésforo.



Encontro en su investigacion resultados como, los sélidos totales fluctuaron entre
36.539,2 y 38.742,1 mg/L, concentracién de nitrogeno total (NT) fluctud entre 24,26
y 72,08 pg-at N/L, El pH fluctud entre 7,38 y 8,27, los aceites y grasas se
determinaron rangos entre 0,00 y 5,39 mg/L. (Scielo, 2011)

Estudios del agua a nivel de Latinoamérica

Los estudios realizados en Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias y Centro de Edafologia y Biologia Aplicada del Segura en
México, publicado en el 2016 con el tema : “ANALISIS DE LA CALIDAD DEL
AGUA EN LAS LAGUNAS DE BUSTILLOS Y DE LOS MEXICANOS
(CHIHUAHUA, MEXICO)” por los autores :Jess Pilar Amado Alvarez, Pedro
Pérez Cutillas, Orlando Ramirez Valle, Juan José Alarcon Cabariero analizaron el
analisis quimicos, fisicos y microbiologicos que determinaron altos niveles de
contaminacion en los habitats acuéticos.

Dando como resultado a este estudio que los indices de oxigeno disuelto con altos
concentraciones de bacterias y de nitratos en estas aguas, detectando que la
contaminacion que se da en estas aguas son las actividades agropecuarias que se

daban en esta zona incluyendo a las zonas industriales. (Alvarez, 2016)

Estudios del agua a nivel del Ecuador

En el estudio realizado con el tema: “ANALISIS MICROBIOLOGICO DEL
AGUA DEL RiO MANTA DEL CANTON MANTA DE ACUERDO A LA LEY
PARA LA PREVENCION Y CONTROL DE LA CONTAMINACION
AMBIENTAL DEL ECUADOR (LPCCA)”por los autores :Blgo. Jorge Luis
Gonzélez Arteaga, Ing. Carlos Enrique Gonzalez Arteaga, Mga , Ing. Jesus Enrique
Chavarria Parraga de la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador-Chone ,en
donde se realizaron estudios quimicos y microbiolégicos del rio Manta que se
beneficiaban con esta agua llegando asi a la conclusion de que existe contaminacion

por microorganismos como :E. coli (Blgo. Jorge Luis Gonzalez Arteaga, 2016)



1.7 FUNDAMENTO TEORICO

1.7.1 AGUA

El agua con cualidades propias, es un elemento vital para el desarrollo de las
funciones del ser vivo tanto fisicos, quimicos y biol6gicos comprende el mayor
porcentaje en la superficie de la Tierra. (Garcia F. P., 1997)

Compuesto quimico inorganico conformado por dos atomos de hidrogeno y un
atomo de oxigeno (H20) recubriendo a la corteza terrestre en un 70% se agua en
océanos, casquetes polares, glaciares, aguas superficiales y subterraneas dando lugar
a la hidrosfera. (Garcia F. P., 1997)

Las propiedades imprescindibles que tiene el agua lo hacen desde un punto de vista
quimica vital para procesos quimicos que ocurren en la naturaleza con sustancias que
permiten la interaccidn con iones de cloro ,calcio, magnesio, y moléculas con cargas
eléctricas que se unifican para la existencia y preservacion de vida ya sea dentro o
fuera de la misma, Por lo tanto la cualidad que se destaca de manera excepcional del
agua es el transporte de nutrientes, y también como disolvente de sustancias para las

reacciones metabdlicas. (Broocks, 2014)

Gracias a su funcion de transporte de sustancias y su capacidad de incorporar de
manera singular nutrientes a través de las membranas celulares o distribuyéndola en

el organismo por la sangre, la linfa o la saliva. (Galvin, 2013)

En los seres vivos el agua es termorreguladora desarrollando rangos limitados,
afectando la velocidad de los mecanismos bioguimicos desnaturalizando las
proteinas si este sobrepasa distribuyendo el calor desde los huesos hasta el Gltimo
musculo , se da el enfriamiento del cuerpo mediante el sudor en temperaturas
normales pero si desciende de cero va retardando funciones metabdlicas por otro
lado en el ecosistema, almacena el calor ablanda las variaciones de temperatura y

cuando se mueve esta redistribuye el calor. (Garcia F. P., 1997)



Debido a las sustancias que estan disueltas en el agua se modifica y como resultado
se clasifica en agua dulce y agua salada. Con una concentracion menor de sales
(menos de 1.000 mg/L) se la defini6 como agua dulce que es la que es procesada
para la produccién de agua potable, en cuanto al agua que tiene una concentracién
mayor a 3.000 mg/L se la llama agua salada que tiene una relacion estrecha con el
agua de mar, que contiene en promedio una concentracion de sales entre 34.000 y
35.000 mg/ L. (Garcia F. P., 1997)

El agua es una de las fuentes indispensables que todo ser humano tiene
disponibilidad previo su procesamiento para su consumo domeéstico, produccion
agricola con el fin de beneficiar la agricultura y la industria. En la Gltima década la
demanda por obtener el liquido vital ha generado opiniones y estudios del grado de
contaminacion que se ha extendido restringiendo la posibilidad de usarla. (Morell &
Hernandez, 2000)

Existen 1 400 millones de kilometros cubicos de agua en el mundo, de los cuales
solo 2.5% corresponden a agua dulce localizados en los rios, lagos, lagunas,
glaciares, mantos de hielo y acuiferos del mundo. ElI 30% correspondiente al agua
subterranea, el 0.4% en aguas superficiales y en la atmosfera, 31.2% del volumen de
agua dulce total del agua dulce no congelada, 96% como abastecimiento en arroyos,
manantiales como un elemento principal para saciar las exigencias de agua para
poblaciones en el mundo. En tanto que las aguas superficiales (lagos, embalses, rios,
arroyos y humedales) ocupa el 1% de agua dulce no incluyendo los lagos del mundo
en donde se almacenan mas de 40 veces lo contenido en rios y arroyos y nueve veces
lo acumulado en los pantanos y humedales en la atmosfera equivale a un volumen es

menos de lo que se hallan en lagos. (Garcia F. P., 1997)
1.7.2 EL ANALISIS DE AGUA
Las investigaciones en el agua que esta polucionada determina la presencia de

microorganismos que con la presencia de contenido de materia organica pueda

aumentarse y estar presente en muestras que se encuentran diferentes lugares de



obtencién ante su combinacidn con material fecal humano o de animal.

(Organizacion Panamericana, 2011)

1.7.3 ANALISIS FISICO-QUIMICO DEL AGUA

Las aguas naturales incorporan su composicion al estar en contacto con diferentes
tipos de vegetacion en el suelo y con el aire arrastra, disuelve, realizando intercambio
de gases con la existencia de seres vivos. Para el andlisis fisico se toma en

consideracion parametros como las caracteristicas organolépticos:

Olor-Sabor:

El método de dilucidn es la méas apropiada para este parametro debido a que de esta
técnica se va a obtener el olor y el sabor que el agua presente, a las extensas fuentes
de agua esta es sometida a un tratamiento con agua destilada y a la filtracion con

carbdn activo. (Galvin Marin, 2003)

Color:
El color se da dependiendo de sustancias que se encuentran en su forma natural es
igual al expuesto por diluciones de combinacién de K>ClsPt y CoCl, y a la longitud

de onda méxima absorcion de 430-440 nm. (Galvin Marin, 2003)

Turbidez:

Debido a los solidos que se encuentran adheridos en los liquidos este parametro
procesa el aspecto indefinido causada por componentes como: limo, arcilla, algas,
materia organica, microorganismos en la muestras a procesarse, es importante para lo
cual la valoracion de la calidad del agua detectan particulas dafiinas para el ser vivo
esta requiere de un monitoreo eficaz para su tratamiento y su seguimiento, con
requerimientos minuciosos en el caso del agua potable su turbidez es un pardmetro
indispensable para su tratamiento y para otro tipo de industrias como para la
fabricacion y procesamiento de alimentos y bebidas que necesitas diferentes tipos de

turbidimetros que ayudan a su desarrollo . (Hach, 2000)



Temperatura:

La temperatura esté relacionada a la energia cinética media de las moléculas, con la
irradiacion recibida en su faceta superficial para lo que cambia para la que se
encuentra en profundidad en lagos rios, mares que es caracterizada por dos periodos:
Mezcla térmica en donde es igual con la de profundidad y la de estratificacion
térmica que son aguas temperadas en la superficie y fria en el fondo y no tiene
viabilidad de mezclarse con la secuencia ciclica (Galvin Marin, 2003)

1.7.4 EXAMEN MICROBIOLOGICO DEL AGUA

Los microorganismos son parte del ecosistema desarrollandose ciclos importantes del
carbono, oxigeno, nitrogeno y azufre en sistemas acuaticos terrestres, siendo estos
indicadores para constatar el nivel de calidad del agua para lo cual existen métodos
para la investigacion de tipo bacteriologico que se mencionan en American Public

Health Association.

Los métodos precisos para ajustarse al procedimiento, los resultados tendran un

significado veridico.

e La muestra debe recogerse en un frasco estéril.

e La muestra debe tener un volumen que de suficiente abastecimiento al
procedimiento.

e Evitar la contaminacion de la muestra durante y después de su obtencién.

e Debe ser analizada por lo menos 20 min después de ser recogida.

e Si existe un inconveniente al transportar la muestra para su analisis, esta

debe estar a una temperatura entre 0y 10 °C.

Procesamiento microbiol6gico:

e En la placa se realiza un recuento de las bacterias presentes.

e Pruebas para comprobar la existencia de bacterias coliformes.
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En el caso de una contaminacion del agua o existencia de un germen patdgeno es
causante directo infecciones. La presencia de gérmenes patdgenos tiene importancia
en el agua dado que se transmiten bacterias relevantes en la clinica como:
Salmonella typhi, que causa la fiebre tifoidea y Vibrio cholerae, causante del célera.
(Garcia P. F., 1997)

1.7.5 CATEGORIZACION DE LAS AGUAS DE ACUERDO A SU
TEMPERATURA

e Aguas Hipertermales :Temperatura mayor a 45° C

e Aguas Meso termales :Temperatura desde 35°a45°C

e Aguas frias :Temperatura 4°C (mas exactamente, 3,8°C)
(Medicas, 2012)

Aguas Hipertermales

También llamadas carbonicas con aguas con una alta concentracion de minerales a
una temperatura mayor a 45° C su origen se da en estratos subterraneos por tal razén
son calidas en comparacion del agua de mar y de los rios.

Ubicadas en la fallas geoldgicas que alcanzan una profundidad y por tal motivo se
calienta regresando incluso a modo de vapor (Julian & GardeyAna, 2015. )

En las aguas termales se presentan en alta concentracion bacterias Gram positivas
identificadas: Pseudomona, Bacillus, Micrococcus, Enterobacter Acinetobacter
(Geo-Minero, 2011)

Aguas Meso Termales

Son originarias en las capas subterraneas de la tierra, su composicion quimica varia
mucho tal es el caso de las aguas termales cloruradas es muy heterogéneo en donde

prevalece la composicion de minerales.

Segun la Sociedad Internacional de Medicina Hidrologica “Estas aguas tienen una

bacteria llamada sulfobacteria que ayuda el fortalecimiento de la epidermis, de la
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misma manera ayudan al anti envejecimiento de esta “debido a su elevada
temperatura sube la oxigenacion, el metabolismo mejora, en este medio se puede
encontrar a los terméfilos bacterias que tienen un medio favorable para su

desarrollo. (L6pez Geta Juan Antonio)

Aguas Frias

Aguas de bajas temperaturas profundas a los 4°C (més exactamente, 3,8°C). Se
generan en las costas occidentales de los continentes por el movimiento de la Tierra
que alza a las aguas profundas y las hace chocar con el talud continental de los
continentes (Leon Catro Juan Carlos, 2005)

1.7.6  LAGUNAS

Deposito natural de agua con profundidad menor a los 10 metros puede ser salada o
dulce con caracteristica propias en donde existe mucha vegetacion. (Camacho)

Sus caracteristicas se manifiestan por el contenido de sustancias humicas con restos
recalcitrantes de materia organica de origen vegetal, presenta como consecuencia la

coloracion de pardo-amarillenta, verde-esmeralda. (Camacho)

1.7.7 TIPOS DE LAGUNAS

Laguna Costera

Se encuentra cerca de otra vertiente de gran tamafio que se encuentran dividas por
un grupo de porciones de tierra o arena o de islas de forma paralela en donde ingresa
agua llegando a una cuenca normalmente esta agua es del océano que son originales

de corrientes de la marea necesarias para mantener la biodiversidad del ecosistema

ya que tienen una gran variabilidad ambiental. (Evelyn, 2018)
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Lagunas de Atolon

Formadas por millones de afios rodeadas por arrecifes de coral alrededor de la laguna
una isla volcanica de mayor profundidad caracterizadas por su color azul. (Evelyn,
2018)

Caracteristicas de las lagunas

Una laguna se caracteriza por la acumulacién de agua el agua es dulce que ayuda a
la reproduccion de vegetacion y fauna variable alrededor de ella y también en su
forma acuética. Se da lugar por la presencia de lluvia en un terreno hundido puede ir
desde 1 a 2000 m.

Parametros fisico quimicos de las lagunas.

Debido a su naturalidad los parametros deben ser medidos in situ que permite una
pre-visualizacion de la calidad de agua en los que se pueden medir: pH, temperatura,

conductibilidad, oxigeno disuelto y la turbiedad.

Temperatura:

Dependiendo de la estacion que se encuentre, las temperaturas de las lagunas varian
en este parametro, en donde tienen las presencias de unas series de habitantes
bacterioldgicas, y organismos presentes, en su estado térmico se dividen en:

a) Aminicticos: No tienen caracteristicas térmicas dentro o superficial algunos
lagos presentan capas de hielo en donde su temperatura es constante
encontrandose mas en lagos de latitudes polares

b) Monomicticos Frios: temperatura menos de los 4° C en su profundidad, en
la superficie puede estar calida.

c) Monomicticos calientes: tienen un periodo de estratificacion calida

d) Dicmicticos: en verano y en invierno presentan periodos de estratificacion

térmica.
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e) Oligomicticos: cuando el agua esta a temperatura célida en lagos que se
encuentran en regiones tropicales.

f) Polimicticos: tiene algunos periodos para su desplazamiento célido en el
afio. (Galvin Marin, 2003)

Color

En aguas naturales como en lagunas su relacion entre pH y color es muy parecida
debido a la cantidad de vegetacion existente en la profundidad con la presencia de Fe
y Mn, teniendo en consideracion la estratificacion térmica su color varia, en el color
verdoso y azulado su color puede presentar debido a la presencia de cobre. (Galvin
Marin, 2003)

Olor-Sabor

Se ha comprobado que por medio de estudios cientificos que existe una relacion
inmersamente entre el olor/sabor para lo que los seres acuéaticos tienen el ambiente
gue nutre su permanencia en las agua como: algas, hongos bacterias, cianoficeas, a lo
que por medio de su descomposicién se forma el material organico que dan

caracteristica en que olores-sabores detectados:

Tabla 1: Clasificacién y relacion del color y sabor del agua.
Olores Sabores

Aromatico (especies, limon, | Amargo
etc.)
Balsamico(flores diversas) Metalico

Clorado Salado
Hidrocarburos Medicinal
Medicinal Terroso
Sulfuroso Mohoso

(Galvin, 2013)
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pH

Es uno de los indices importantes para la supervivencia de los organismos en las
aguas por su alcalinidad o su acidez va a controlar la capacidad que tiene el agua
para poder acoger a microorganismos resistentes a sus composicion naturalmente
adicionados en el caso de aportes &cidos como el H2 en aguas poco oxigenadas o los
acidos huminicos que se adicionan de la mineralizacion de materia organica ,su
alcalinizacion se provee de la disolucion de rocas ,minerales de los metales que se
encuentre en el perimetro de las lagunas el pH tiene un valor de intervalo de 6.0 a 8.5
siendo una interferencia para este parametro la estratificacion térmica. (Hach, 2000)

Oxigeno disuelto

Las lagunas son un tipo de agua superficial no contaminadas estan bien oxigenadas,
dado por una mezcla de gases en la atmosfera y el agua similar a la fotosintesis. Esta
reaccion ocurre mas en el dia que en la noche en la profundidad de las lagunas los
estudios sobre la evolucion de O2 concluyo que este fendmeno es existente con la

intervencion de la estratificacion térmica.

Cianuros

Son elementos de alta toxicidad en medios liquidos que provienen de las industrias a
lo que se diferencian en dos tipos, simples y complejos.

Los cianuros, metalicos (simples) estan el cobre, plata, zinc solubles en presencia de
cianuros alcalinos subiendo la toxicidad.

Los cianuros complejos se mezclan mediante la descomposicion por via fotolisis

generalmente en aguas turbias con poca presencia solar.

Compuestos de Azufre
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Los mas importantes en los compuestos de azufre que pueden encontrarse son: HsS,
S03.5:03Y SOg4, este componente suele encontrarse més en las aguas de origen
volcénico. (Galvin Marin, 2003)

Sulfuros

Son tdxicos Yy suelen presentarse acido diprotico, en aguas acidas con la existencias
de especies sulfuradas que son neutras o alcalinas, oxigenadas En los lagos presentan
en la profundidad estratificacion térmica, aguas muy superficiales, pantanos.

Compuestos Nitrogenados

La composicion natural del agua hace que este compuesto este mezclado en el agua
por los materiales compuestos existente de residuos de plantas o la desintegracion de

rocas.
Amonio

En las aguas su presencia puede ser alta debido al fendmeno de estratificacion y la
combinacion térmica de masa de agua en la combinacion de aguas vertical y
horizontal este compuesto no es toxico pero si para las especie acuéticas cuando se

encuentra en la forma de amonio no ionico.
Nitritos

Son iones que se presentan en el agua de forma natural ya que estos estan presentes

de manera constante en el ciclo del nitrogeno.

Presentandose en diminutos miligramos por litro, este pardmetro indica una
contaminacién fecal en aguas superficiales que estan en contacto con el oxigeno. El
valor que esta mediado por la OMS es de 10 mg/L, este dato no puede ser expresado
con referencia al nitrato nitrégeno ya que este representaria un dafio para la salud
desafiando los limites que son permitidos en lo cual llevado a un consenso se
concretd que el valor para el nitrato es de 50 mg/L resultando ser el que se emplea
para el analisis. (Lenntech, 1998-2018)
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1.7.8 LIMITES DE IONES, METALES ALCALINOS Y METALES
PESADOS, PERMITIDOS EN EL AGUA

Dado que el agua es un elemento totalmente indispensable en el consumo de los
seres vivos debe tener parametros de calidad y limites que sean permitidos si estan
destinados para el consumo humano, también nombrado como agua potable la cual
debe acogerse a normas internaciones que controlan su calidad la OMS a
referenciado las unidades formadoras de colonias (UFC) ,que avalan los limites y
porcentajes de los elementos que posee para la utilizacién en los hogares y para la
industria de alimentos con tratamientos que utilizan elementos que no son

perjudiciales para la salud .

1.8 MICROORGANISMOS

Los microorganismos son seres vivos que no pueden ser apreciados a simple vista
existiendo células independientes o también formadas en agrupaciones llevando
procesos Vitales como cualquier ser vivo entre ella el crecimiento, la respiracion, y
reproduccion llamada biparticion, también reaccionando al ambiente que se
encuentre se van a desarrollar, tienen caracteristicas diferentes por los cuales son
clasificados en células eucariotas y células procariotas. (Galvin, 2013)

Los microorganismos pueden disponerse como unicelulares se diferencian en dos
clases de células las procariotas y las eucariotas. (Prats G. , 2007)

Cada una tiene caracteristicas distintas y similares:

Tabla 2: Caracteristicas de los microorganismos

Procariotas Eucariotas
Nucleo No verdadero Verdadero
Cromosoma Unico y circular Varios y lineales
Membrana No Si
Division celular Fision binaria Mitosis/Meiosis
Mitocondria No Si
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Nucléolos No Si
Organizacion del Reticulo No Si
citoplasma Endoplasmico
Aparato de Golgi No Si
Ribosomas Tipo 70S Tipo 80S
Pared Celular Si (peptidoglicano Si (celulosa o
y lipopolisacéridos) | quitina en hongos)
Organos de Flagelos Cilias y flagelos
movilidad

(Garcia V. , 2000)

1.8.1 CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS PROCARIOTA

Las células procariota son unicelulares sin nucleo con su material genético esparcido
por el citoplasma al contrario de las celulas eucarioticas en donde su ADN se
encuentra encerrado en su citoplasma formado por ribosomas donde se da la sintesis
proteica su reproduccion dado por la multiplicacion del ADN vy la division en dos
células independientes en la cual este proceso puede durar entre 30 y 60 minutos
(Garcia F. P., 1997)

El peptidoglucano también conocido como mureina es una de las estructuras que se
encuentran en la pared celular que diferencia a las bacterias en: Gram negativos
(capa delgada), Gram positivos (capa gruesa). Al microscopio se podra evidenciar un
color violeta siendo estas bacterias Gram positivas y si al mirar las bacterias se
encuentran de color rosado seran Gram negativas ya que en su estructura tienen un
alto contenido de lipidos para lo cual desaparece el color violeta con un agente
decolorante al estar en contacto con el colorante safranina tornandose al color rosado.
(Garcia V., 2000)

Tabla 3. Estructuras primordiales que componen las paredes celulares de las

bacterias Gram positivas y negativas.

Gram Positivas Gram negativas
Péptidos Glucano I iF
Acidos teicoicos + -
Polisacaridos + -
Proteinas +/- +
Lipopolisacaridos - +
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| Lipoproteinas - +

1.8.2 TIPOS DE CELULA PROCARIOTA

El tipo procariota tiene una alta variabilidad de formas redondeadas, o en forma de
bastén y son:

Coco: Una forma morfoldgica de la bacteria que se caracteriza por su forma
esférica. Diferenciadas por su tipo de agrupacion y su forma (Garcia F. P., 1997)
Diplococos
Se definen por tener forma esférica emparejada dentro de las espécimen mas
conocidas (Garcia P. F., 1997):

e Streptococcus pneumoniae

e Neisseria gonorrhoeae

e Moraxella catarrhalis

e Neisseria meningitidis.
Streptococcus
Bacterias cocos Gram positivos. Las mas patdgenas se distribuyen en: (Prats G. ,
2007):
Estreptococos del grupo A: Streptococcus pyogenes
Estreptococos del grupo B: Streptococcus agalactiae

Neumococo

e Streptococcus pneumoniae
e Streptococcus viridans

e Streptococcus mutans

Staphylococcus
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Es una bacteria que obtiene medios que favorecen a su crecimiento puede tener o0 no
condiciones de acceso al oxigeno, la caracteristica que la diferencia de
los Streptococcus es la prueba de catalasa a continuacion estan: (Garcia F. P., 1997)

Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus capitis
Staphylococcus haemolyticus

Son bacterias con forma de baston, al mirar en el microscopio subdivision:

Bacilos Gram positivos

Su tincion con el violeta de Genciana predomina en la pared celular ya que no tienen
capa de lipopolisacarido. (Garcia P. F., 1997)

Bacilos Gram negativos

Su tincion es rosada ya que este si posee capa de lipopolisacarido. (Prats G. , 2007)

Vibrio
Bacterias que se les incluyé en el grupo gamma de las proteobacterias la mayoria
son patogenas: (Brookk, 2005)

e Vibrio cholerae

e Vibrio vulnificus

Espirilos

Se caracteriza por sus flagelos de espiral o helicoidal, son muy delicadas en
condiciones ambientales son peligrosas su transmisién es directo via sexual o por
vector es el mas conocido (Prats G. , 2007):

e Treponema pallidum
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1.9 TECNICAS DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
BACTERIAS

En el ambiente encontramos un tipo de flora mixta es muy poco probable encontrar
especies Unicas y complejas y mucho mas si hablamos de una en especial como
aguas de origen natural relne a todos los organismos celulares eucariotas y
procariotas.

Denominado como la separacion de un microorganismo especifico de los demas que
estan a su alrededor existen numerosas técnicas usadas en la rama de microbiologia
para realizar esta transferencia de microorganismo a un ambiente donde tenga los
nutrientes, la temperatura para su desarrollo.

Las colonias bacterianas son consideradas como la copia exacta de un mismo género,
para ser visible en un medio soOlido, con materiales usados en el laboratorio
microbioldgico como: hisopo, pipetas asa de platino esterilizado al igual de algunos
medios de cultivo con caracteristicas diferentes para el crecimiento nutritivo de las
especies bacterianas. La tincion Gram facilita la diferenciacion de bacterias donde la
colonia seréd bafiada en colorantes como el cristal violeta, safranina que distingue la

clasificacion de cocos o bacilos. (Brookk, 2005)

1.10 MEDIOS DE CULTIVO

Las bacterias empiezan a reproducirse entre las 18-24 horas al sembrar y en el medio
que le dard los nutrientes necesarios para su desarrollo existen dos medios que
facilitan su crecimiento. Los medios en estado solido son colocados en cajas Petri de
vidrio, donde se reproducen y después se realizard los procedimientos de
cuantificacion, dilucién siembra incubaciones. (Prats G. , 2005)

1.10.1 Medios Sintéticos

Este medio es definido para bacterias con caracteristicas biocinéticas, contiene
sustancias quimicamente puras organicas e inorganicas. Este medio de cultivo no
siempre es usado dado que los microorganismos solo obtendran nutrientes muy

basicos para su crecimiento y este debera ser no muy exigente. (Prats G. , 2005)
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1.10.2 Medios Complejos o indefinidos

Tienen un alto contenido de nutrientes estas son el resultado de infusiones y extractos
de productos de origen animal o vegetal como verduras, carnes o sangre este medio
no se puede medir el nivel nutricional impredecible muchas de estos elementos
proporcionan la energia que requieren para su reproduccion y un buffer que ayudara

a mantener un pH 6ptimo, clasificados en:

1.10.3 Enriquecidos

Ayudan en el crecimiento que se sumaran la glucosa, sangre extractos vegetales y
animales estos van estimular en crecimiento aumentado en su composicion tiene
ciertos ingredientes quimicos que no van a permitir el crecimiento de algunos
microorganismos. Las colonias van a realizar un halo de hemdlisis que son liberadas
por las bacterias entre estos se encuentran: Agar Sangre. Agar CLED, Agar
McConkey, Agar Chocolate, Agar Sabouraud. (Brookk, 2005)

1.10.4 Selectivos

Al existir una poblacién mixta de microorganismos este medio selecciona por su
contenido y permite el crecimiento de una especie sin afectar a las demas pero no da
los nutrientes mas que para una especie en comun para que se desarrolle también

puede adicionarse elementos como: lactosa, NaCl o antibidticos.

1.10.5 Diferenciales

Este medio es utilizado para descubrir las reacciones bioquimicas , diferenciar
grupos, generos o especies microbianas, por la cantidad de nutrientes que enriquece
el crecimiento indicando la presencia de la bacterias con caracteristicas propias, en su
contenido existen sustratos que van actuar con el microorganismo asi como un
componente que capta el cambio de pH o de elementos que interactlan

bioguimicamente por la presencia de este sustrato como el cambio de color, ejemplo:
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E.coli, entre los medios diferenciales mas conocidos se encuentran: TSI, Citrato de
Simmons, SIM, urea. (Prats G., 2007).

1.11 Medios de Cultivo Liquidos

También son Ilamados caldos son preparados con agentes sélidos o semisolidos a
este se lo divide en tubos anteriormente esterilizados con tapa rosca o también el
tapon puede ser algodon un ejemplo es el Agar Caldo Cerebro Corazén. (Prats G. ,
2007)

1.12 Agar Sangre

Este medio tiene como propdsito el aislamiento cultivo y de numerosos
microorganismos. La agregacion de sangre, es esencial para el aislamiento y cultivo
de microorganismos aerobios y anaerobios nutricionalmente que son exigentes a
partir de una gran variedad de muestras, asi también, para la observacion de
reacciones de hemdlisis, puede utilizarse como media base para preparar el medio

agar chocolate. (Britania, 2015)
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Foérmula (en gramos por litro) Instruccion

Infusion de musculo de | 375.5 | Suspender 31 g de polvo por litro de agua

corazon. destilada.

Peptona. 10.0 | Mezclar y dejar reposar 5 minutos.

Cloruro de sodio. 5.0 | Calentar suavemente agitando y hervir 1 0 2
Agar 15.0 minutos hasta su disolucion.

Distribuir y esterilizar a 121 °C durante 15

min.

pH final: 7.3 0.2

Tabla 4. Formula e instrucciones del Agar Sangre (Britania, 2015)

1.12.1 Fundamento

Para el cultivo de microorganismos en este agar lo requerimientos son pocos en
valor nutricional. No contiene inhibidores del desarrollo bacteriano. La fuente de
carbono y nitrogeno para el desarrollo bacteriano es la pluripeptona mas el cloruro de
sodio ayuda el enriquecimiento con sangre de carnero u otras sustancias que facilita

el de algunos microorganismos que son exigentes. (Britania, 2015)

1.13 Hemolisis:

La eritrocateresis también llamada hemdlisis es una desintegracion de los eritrocitos.
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PATRONES DE HEMOLISIS

AGAR SANGRE

BETA: Lisis total de
los glébulos rojos

ALFA: Lisls parcial
de los glébulos rojos

GAMMA: Sin lisis

Grafico 1: Tipos de hemolisis

1.13.1 Tipos de Hemolisis
Hemolisis Alfa

Lisis de los hematies con un halo verdoso al contorno de las colonias esto se da por

la oxidacion de la hemoglobina a metahemoglobina por el pH que es producido por

los microorganismos. (Britania, 2015)
Hemolisis Beta
La lisis es total el halo que los rodea a las colonias es transparente.

Hemolisis Gamma

No existe lisis ya que el microorganismo o es capaz de realizar hemolisis no existe

un halo alrededor de la colonia.

1.14 Agar Mueller Hintol
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Es recomendado universalmente para la prueba de sensibilidad a los
antimicrobianos, util con el agregado de sangre para el cultivo y aislamiento de
microorganismos nutricionalmente exigentes. (BritaniaLab, 2015)

Foérmula (en gramos por litro) Instruccion

Infusion de carne 300.0 | Suspender 37 g del medio deshidratado en

un litro de agua destilada.

Peptona acida de| 17.5

caseina Calentar con movimientos, hervir durante 1
— minuto.
Almidoén 1.5
. o .
Agar 150 Esterilizar a 121 °C durante 15 mins.

Enfriar, finalmente repartir en las a cajas de

Petri a 4 mm sobre una superficie horizontal

pH final: 7.3 0.1

Tabla 5. Formula e instrucciones del Agar Mueller Hintol (BritaniaLab, 2015)

1.14.1 Fundamento

La CLSI, recomienda para su uso se de manera rutinaria para realizar un

antibiograma en medio solido, por estas razones:

e Presenta buena reproducibilidad en pruebas de sensibilidad,
e Contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es
bajo,

e PatOgenos crece satisfactoriamente

Con la implementacién de sangre de carnero al 5%, es (til para realizar las pruebas
de sensibilidad a los antimicrobianos en especies de estreptococos. (BritanialLab,
2015)
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1.15 Agar EM.B

Es un agar selectivo de bacilos Gram negativos de desarrollo rapido con pocas
exigencias nutricionales. Contribuye con el desarrollo de especies de la familia

Enterobacteriaceae. (BritaniaLab, 2015)

Foérmula (en gramos por litro) Instruccion
Peptona 10.0 | Colocar 36 g del polvo en un litro de agua
destilada. Dejar en reposo durante 5 minutos;
Lactosa 5.0 .
mezclar, calentando a ebullicién durante 1 0 2
Sacarosa 5.0 | minutos hasta su disolucion. Esterilizar en
_ autoclave, durante 15 minutos. Enfriar a 45
Fosfato dipotasico 2.0 - o
°C y distribuir y tener en movimientos leves.
Agar 13.5
Eosina 0.4
Azul de metilo 0.065

pH final: 7.2 0.2

Tabla 6. Formula e instrucciones del Agar E.M.B (BritaniaLab, 2015)

1.15.1 Fundamento

La diferenciacion de microorganismos en la utilizacion de lactosa y/o sacarosa, y
aquellos que son incapaces de hacerlo, se da por la eosina y azul de metileno ya que

estos ejercen un efecto inhibitorio en bacterias Gram positivas.
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1.16 Agar Salmonella Shigella

Utilizado para el aislamiento de Salmonella spp. Y especies de Shigella spp. a partir

de heces, alimentos que se sospeche su existencia . (Britanialab, 2015)

Foérmula (en gramos por litro)

Instruccion

Pluripeptona 5.0
Extracto de carne 5.0
Lactosa 10.0
Mezcla de sales biliares 8.5
Lactosa 8.5
Tiosulfato de sodio 8.5
Citrato férrico 1.0
Agar 13.5
Verde brillante 0.00033
Rojo neutro 0.025

Suspender 60 g del polvo por litro de agua
destilada.

Reposar 5 minutos y mezclar hasta
homogeneizar. Calentar a ebullicion durante 2 o
3 minutos.

NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE.

Enfriar a 45-50 C y distribuir unos 20 ml por
placa. Secar la superficie del medio unos

minutos en la estufa.

pH final: 7.0 0.2

Tabla 7. Formula e instrucciones del Agar Salmonella Shigella (Britanialab, 2015)

1.16.1 Fundamento

En este medio se observa el desarrollo de fermentadores de lactosa, acidifican el

medio haciendo un viraje al rojo el indicador de pH, dando como resultado colonias

rosadas o rojas sobre un fondo rojizo.

Es diferencial por la fermentacion de la lactosa, y formacion de acido sulfhidrico a

partir del tiosulfato de sodio.

Los dos microorganismos: Salmonella, Shigella y otros microorganismos no son

fermentadores de lactosa, producen colonias transparentes. (Prats G. , 2005)
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1.17 Agar Mac Conkey Agar

Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil
desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos. Permite diferenciar bacterias que
utilizan o no, lactosa en muestras clinicas, de agua y alimentos. Todas las especies de

la familia Enterobacteriaceae desarrollan en el mismo.

Formula (en gramos por litro) Instrucciones

Peptona 17.0 | Suspender 50 g del polvo por litro de
Pluripeptona 3.0 |agua destilada. Reposar 5 minutos y
Lactosa 10.0 | mezclar hasta uniformar. Calentar
Mezcla de sales biliares 1.5 | suavemente y hervir 1 a 2 minutos
Cloruro de sodio 5.0 | hasta disolver. Esterilizar en autoclave
Agar 13.5 | @121 C durante 15 minutos.

Rojo neutro 0.03

Cristal violeta 0.001

pH final: 7.1 £ 0.2

Tabla 8. Formula e instrucciones del Agar Mac Conkey (BritaniaLab, 2015)

1.17.1 Fundamento
En el medio de cultivo contiene, las peptonas, los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla de
sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo
de gran parte de la flora Gram positiva. Por fermentacion de la lactosa, disminuye el

pH alrededor de la colonia.

Esto produce un viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la absorcién en las

colonias, y la precipitacion de las sales biliares.

Los microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras.
(Laboratorios Britania , 2015)

29



1.18 TECNICA DE ESTRIADO

La inoculacion que puede utilizarse instrumentos como la asa, hisopo para esparcir
la muestra en la placa, consiste en esparcir la muestra microbiolégica con
movimientos de atras hacia adelante girando la placa en un angulo de 90°.Utilizando
el asa se formara cuatro o tres cuadrantes esta técnica es cuantitativa puede ser en

forma: cruzado, en Z, simple (en angulos rectos) o masiva.

Grafico 2: Técnica de estriado

| j. | / Ayl e

Fuente: Blog Interactivo de la Seccién: 10 de Microbiologia de la Profesora:

Altagracia Jiménez

1.19 TECNICAS DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE
ENTEROBACTERIACEAE

La familia de Enterobacteriaceae es parte de una flora normal del tubo digestivo, son
Gram negativos, anaerobios facultativos con la caracteristica de fermentar la glucosa
reduciendo los nitratos a nitritos, catalasa positiva y oxidasa negativa, esta especie
vive en el agua o en la tierra y suelen ser patégenos oportunistas en personas que se
encuentran en estado inmunodeprimidos. Las formas de identificacion para este
género son las pruebas bioguimicas y algunos medios de cultivos como el Agar

MacConkey. (Prats G. , 2007)
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1.8 PRUEBAS BIOQUIMICAS

Son un conjunto de varias pruebas que nos dan las caracteristicas para la
identificacion de la bacteria, la identificacion de su movimiento, de enzimas que

estan presentes de las caracteristicas metabdlicas.

Agar McConkey

Agar selectivo y diferencial para el mejor aislamiento de bacilos Gram negativos
aerobios, anaerobios facultativos este medio incluye en su componentes sales biliares
y cristal violeta ,las bacterias Gram positivas tiene lactosa ,como un indicador rojo
neutro que da la caracteristica de ser lactosa positivo 0 negativo. La técnica de
siembra puede ser de dos maneras en superficie estriada, en profundidad con el asa
de punta previamente esterilizada con movimientos leves para que proceda con la

solidificacion. (Laboratorios Britania , 2015)

Prueba de Catalasa

Enzima que provoca el proceso de libramiento de agua y oxigeno a partir de
peréxido de hidrogeno es inmediato para la identificacion del cultivo de
microorganismos al momento de presenciar a simple vista al incorporar al peroxido
de hidrogeno con una colonia la reaccion es positiva al presentar efervescencia. Esta
es un prueba rapida y facil para identificar Streptococcus (catalasa negativo) y
Staphylococcus (catalasa positivo) dado que los dos microorganismos son cocos
Gram positivos. (Bailey & Scott, 2009)

Prueba de Oxidasa

Los electrones y en la via metabdlica del nitrato de algunas bacterias, distingue
bacterias Gram negativas en los grupos existentes su técnica es recubrir las colonias

con clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina al 1% y frotar la muestra de la colonia
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fijado a un papel. Esta prueba es utilizada para la identificacion de bacterias Gram

negativas como: Oxidasa (+): Pasteurella multocida, Oxidasa (-): Escherichia coli

Prueba del Indol

Esta prueba define la presencia de la enzima triptéfanos que reduce el aminoécido
triptéfano en acido pirtvico, amoniaco, e Indol. El Indol es el indicador aldehido en
donde se aprecia cuando es positivo que genera un color rojo o rojo violeta en la

parte superior de la prueba.

Rojo Metilo y Voges Proskauer

Muestra la capacidad de la bacteria para fermentar la glucosa con la produccién de
acido mixta como resultado final que es la acetona por la via butanodidlica y formar
el acido por medio de su indicador de rojo metilo. La técnica que se usa para este
medio es llevar una colonia e ingresar al medio solidificado en la estufa a 35°C de 24
a 48 horas, a esta prueba se afiade un reactivo de alfanaftol al 5% en alcohol etilico
absoluto y 0.2 ml de hidréxido de potasio al 40% agitar a temperatura ambiente de
10 a 15 minutos en la superficie se forma un halo rojo al ser positiva la prueba.
(Laboratorios Britania , 2015)

El rojo de metilo es un indicador de pH desde rojo (pH 4,2), amarillo (pH 6,3). Por lo
consiguiente produce una formacion de acidos produce en la fermentacion del
carbohidrato. Cuando la reaccion es positiva indica que existe fermentacion
acidolactica de la glucosa por la via acido-mixta. Positivo: rojo y negativo: amarillo.
(BRITANIA, 2008)

Agar Simmons Citrato

Medio de diferenciacion en donde las bacterias usan al citrato como la Unica fuente
de carbono y para energia necesarios para que exista el medio necesario para el
desarrollo en su composicion el indicador de pH se torna un color azul en un medio
alcalino con técnica de pico de flauta para su incubacién puede necesitar 7 dias. Se

interpreta como positivo cuando se torna de color azul sera citrato positivo, de lo
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contrario, seré citrato negativo si permanece de color verde. (Laboratorios Britania ,
2015)

Agar Triple Azucar Hierro (TSI)

Medio de cultivo para diferenciacion de Enterobacterias, que corresponden a la
fermentacién o no de glucosa, lactosa o sacarosa, produccion o no de acido
sulfhidrico o gas. Caracteristicas propias observables como el cambio de color,
obscurecimiento del medio o desplazamiento a la parte superior del medio

solidificado que serd resultado de produccion de gas. (Laboratorios Britania , 2015)

1.9 TECNICAS DE AISLAMIENTO E [IDENTIFICACION DE

Staphylococus aureus.

También llamado estafilococo dorado es un microorganismo procariota (coco
inmovil) que se dispone en forma de racimos que utiliza o no el oxigeno que al
microscopio se observan de un color violeta identificable en el microscopio, por
medio de cultivos y pruebas bioguimicas Para la identificacion de este género la
microbiologia ingenio un método de estafilococo Ilamada también coagualasa que es
un enzima propia de Staphylococcus aureus es muy resistente al calor de 30 min a 60
°C esta enzima que proviene del suero, produce una coagulo de fibrina (Bailey &
Scott, 2009),en el siguiente cuadro se presentan la identificacion del

microorganismo con las pruebas con resultados expuestos :

Tabla 9: Identificacion del microorganismo Staphylococus aureus
(Bailey & Scott, 2009)

Catalasa Positiva
Coagulasa Positiva
Oxidasa Negativa
Fermenta Manitol
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Agar Manitol Salado

Medio de cultivo selectivo y diferencial para la diferenciacion y aislamiento de
Staphylococcus aureus y para Staphylococcus spp. patdgenos contiene extractos de
carne, peptona de carne, ayudan a ser parte del desarrollo de la bacteria, el manitol
es el hidrato de carbono fermentable en donde el cloruro de sodio inhibe el
crecimiento de la flora que acompafia a la muestra ,el rojo fenol es un indicador de
pH produciendo acidos que modifican tornandole de color rojo a un amarillo y
divisando colonias amarillas y redondeadas o no de un halo amarillo .La técnica
usada para este medio es el estriado con el asa de mercurio. Para la incubacion
necesita de 18 a 24 horas a una temperatura de 35 a 37 °C. (Laboratorios Britania ,
2015)

Gréafico 3: Agar Manitol salado en presencia de Staphylococus aureus. La
produccidn de acidos que provienen de la fermentacion del manitol se detecta por el
cambio de color de indicador de pH presente en el medio Manitol (rojo fenol)

(amarillo) (+).

1.20 PLACAS PETRIFILM

Las placas Petrifilm son métodos reconocidos por la AOAC INTERNACIONAL.
(Asociation of Official Analytical Chemist) como Métodos Oficiales de Analisis
(OMA) consiste en medios de cultivos listos para realizar la siembra bacteriana,

estan compuestos por un film superior plastico recubierto de un adhesivo, indicador y
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gel soluble en frio; y gel soluble en frio, lo que permite llevar a cabo la siembra de
forma répida y reproducible. (PetrifilmTM 3MTM Placas, 2014)

El anélisis microbiolégico se lleva a cabo en tres etapas muy sencillas.

Siembra: facil sin necesidad de preparacién de medio, solo se levanta el film
y se afiade la muestra.

Incubacién: ocupan muy poco espacio en la estufa debido a su disefio.
Interpretacion: por los pigmentos indicadores incorporados el recuento se
realiza de manera sencilla y en pocos minutos. (PetrifilmTM 3MTM Placas,
2014)

1.21 Beneficios:

Mejora las condiciones de trabajo para loa analistas ya que al tratarse de
placas listas para usar el trabajo se realiza en la mitad del tiempo,
aumentando la productividad y organizacion en el trabajo, con garantia en
cada proceso

El tamafio compacto de la placa reduce mucho espacio en el laboratorio y
reduce los residuos.

El proceso de fabricacion de estas placas es garantizado debido a que posee la
Certificacion 1SO 9000 para desarrollo produccion y comercializacion, por lo
que ademas estan en conformidad con los requerimientos para medios de
cultivo. (PetrifilmTM 3MTM Placas, 2014)
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1 TIPO DE INVESTIGACION

2.1.1 ENFOQUE DE LA INVESTIGACION

Para esta investigacion se utilizd un enfoque cuantitativo ya que se procedié a
evaluar los parametros fisico-quimicos para determinar la calidad de agua de la
Laguna del Quilotoa, y realizando un conteo de los microorganismos en un mililitro
de agua de la laguna para obtener el resultado en unidades formadoras de colonias
con el método de placas Petrifilm de los seis puntos en un tiempo estipulado de dos
meses identificando los indicativos de sensibilidad de la bacteria al antibiotico

empleando técnicas y método como el de Kirby-Bauer.

A esto se le suma métodos de estudio para su identificacion cualitativa, como los
cultivos en agares que diferencian a cada uno por las caracteristicas que presentaron

como cambio de color ayudaron a su clasificacion en las muestra

2.2 MODALIDAD BASICA DE LA INVESTIGACION

La investigacion cuenta con un disefio de modalidad que se enfoca en las siguientes

modalidades:

Investigacion de campo: El estudio se realiz6 en la Laguna del Quilotoa donde se
procedi6 a la toma de muestra de agua de 6 puntos establecidos, en el periodo de
Diciembre 2018 y Febrero 2019 para ser analizadas de formas fisico-quimicas y
microbioldgicas en el laboratorio de Ciencias de la Salud de la Universidad Técnica

de Ambato en el campus de Querocha.
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Investigacion documental: Para la fundamentacion de esta investigacion se utilizd
informacion proveniente de articulos cientificos, repositorio de tesis, libros, articulos

cientificos en sitios web.

Investigacion Experimental: En esta investigacion se analizaron las muestras en el
laboratorio de microbiologia del campus Querochaca con el instrumental y técnicas
necesarias  para  los procedimientos cualitativos y cuantitativos de los
microorganismos resultantes de la recoleccion de las muestras de los 6 puntos

estipulados geograficamente de la laguna del Quilotoa.

2.3 NIVEL O TIPO DE INVESTIGACION

Es necesaria para esta investigacion:

Investigacion Exploratoria

Las investigaciones se hardn en las areas microbioldgicas y fisico-quimicas, en
puntos estratégicos, estudios de su composicion en 6 puntos para la evaluacion y
caracterizacion del agua.

Investigacion Descriptiva:

Por el conocimiento de la calidad de agua de las muestras procesadas durante el

tiempo estipulado de los seis puntos de la Laguna del Quilotoa.
2.4 SELECCION DEL AREA O AMBITO DE ESTUDIO
Area: Bacteriologia.

Campo: Microbiologia

Aspecto: Parametros fisicoquimicos

Pardmetros bacterioldgicos

Objetivo de estudio: Analisis del Agua de la Laguna del Quilotoa.
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Delimitacion espacial: La investigacion se realizo en la laguna de Quilotoa d