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Introduccién y Justificacion

INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

La posible contaminacién del agua y en particular del agua de consumo, viene
siendo una preocupacion médica desde Hipdcrates que, como es bien sabido, sentd
las bases de la medicina racional, y ya sefialaba que el agua contribuye de modo
significativo a la salud individual y de la colectividad y asimismo que el agua de
lluvia debia hervirse y colarse ya que de lo contrario oleria mal y prodria

provocar ronquera y otros males.

La observacion de la transcendencia de la calidad de las aguas con las que se
relacionaban los pueblos ha preocupado, sin duda, a las civilizaciones que nos han
precedido, las cuales utilizaban, entre otros recursos, la filtracién para mejorar su
aspecto y/o sabor y, aun sin saberlo, en alguna medida su higiene; sin embargo, los
historiadores antiguos apenas mencionan el concepto de calidad del agua y hasta
fechas relativamente recientes no se ha contado con referencias sobre, al menos, las
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caracteristicas estéticas que debia cumplir el agua .

El progresivo agrupamiento de la humanidad en medios urbanos fué superando la
capacidad higiénica de aquellos recursos de tratamiento, pasando a ser el agua
protagonista de asoladoras epidemias como las que tuvieron lugar cuando el Colera

paso a Europa en el siglo XIX.

Fué en Londres donde el médico John Snow, mediante un estudio epidemiologico
que se considera pionero en la Epidemiologia Cientifica’, demostro la relacion
existente entre el consumo de agua de una fuente que se mezclaba con las fugas de
una alcantarilla cercana, y la epidemia de Colera que sufria el vecindario que se
abastecia de ella, lo cual determiné que, ademas de controlar la fuente, se
promulgara una ley, ya en 1852, por la que toda el agua que se utilizara en la

ciudad deberia filtrarse.



Introduccién y Justificacion

El desarrollo de la bacteriologia y el correspondiente andlisis del agua, en este
sentido, puso de manifiesto la abundante flora microbiana tanto saprofita como
patogena que puede estar presente en el agua procedente de muy diversas fuentes 0
reservorios, tales como el intestino humano y animal, vertidos residuales, suelos
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contaminados, etc.””.

Las demostraciones de laboratorio® hechas ya a principios del siglo XX sobre la
existencia de microorganismos patdgenos capaces de sobrevivir facilmente en los
medios hidricos y de ser transmitidos por ellos cuando se contaminan, pusieron de
manifiesto, ya de manera objetiva, que el agua no controlada constituye un

importante problema de Salud Publica’ .

La obligada atencion de dicho problema ha determinado que los distintos paises, a
partir de las recomendaciones de organismos internacionales como OMS -que ya
habia dado Estandares sobre el agua al inicio de los afios 60-, la FAO, PNUC, y
otros organismos de la ONU -cuya Asamblea General ya proclamé al periodo
1981-90 Decenio Internacional del Agua- para profundizar en su estudio, fueran
actualizando la correspondiente legislacion y normativa para la vigilancia sanitaria

.. . 1
de los abastecimientos de agua tanto para uso en bebida como externo™”'°.

En Espafia, los antecedentes de la regulacion oficial del suministro y del control
sanitario del agua ordinaria parten de la Ley de Aguas de 1879, y se apoyan en
reales decretos y reales 6rdenes dados en 1908, 1912, 1920, 1923, asi como en el
Reglamento de Sanidad Municipal de 1925, en la Ley de Bases de Sanidad de
1944, en el Cdédigo Alimentario Espafiol de 1967, la Reglamentacion Técnico-
-Sanitaria para el Abastecimiento y Control de Calidad de las Aguas Potables de
Consumo Publico de 1982 y de 1990 que ya incluye la Directiva 80/778/CEE, asi

como en 1985 la que se puede considerar la 3* Ley de Aguas.
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Pero, si hasta aqui se hace referencia a la importancia que tienen para la humanidad
los aspectos sanitarios del agua ordinaria, es preciso, al hablar ahora del Agua
Mineromedicinal, nombrar de nuevo a Hipdcrates, pues ya en los inicios de nuestra
cultura dejo constancia del efecto terapéutico que el adecuado uso de muchas
aguas manantiales proporciona a lo que cabe afiadir que aquellos médicos solian
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ejercer su profesion entorno a los manantiales ~.

En cuanto a la correspondiente regulacion y/6 condiciones para el adecuado uso de
las Aguas Mineromedicinales en Espafia, se cuenta con'>'* los “Fueros de
Septlveda, Teruel, Salamanca, Cuenca y Plasencia” dictados por los reyes Alfonso
VI, Alfonso II de Aragon y Alfonso VIII, con las “Leyes de las Cortes de Alcala”
sobre aguas y pozos salados, y las “Ordenanzas de Toledo” de Alfonso XI sobre
servidumbres de aguas y bafios, y asimismo con las “Ordenanzas de la Reina
Isabel” dadas en 1495 sobre el buen uso de los bafos y la necesidad de la presencia

de un -fisico-.

Mas inmediato en el tiempo es el Decreto de 1816 promulgado por Fernando VII en
el que se establecen las primeras pautas legales para la atencion de los
manantiales y posibles instalaciones, aprobandose el primer Reglamento de Aguas
y Bafios Minerales de Espafia en 1817 en el que se establecen las normas de

explotacion y control de las aguas mineromedicinales estipulandose la asignacion

de los médicos directores. En 1834 se reform¢é este Reglamento afiadiéndose, entre

otras referencias, la de la inspeccion general de los bafios y aguas minerales.

Asimismo, en 1868 se publico un nuevo Reglamento que estuvo vigente hasta
1874, en ese momento ya aparece una cuarta Reglamentacion que se mantuvo hasta
1928 y en la que, entre otras normas, se hacen mas explicitas las tareas de
inspeccién y control de las aguas mineromedicinales que debe hacer el

médico-director.
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Las citadas tareas de inspeccion y control de las Aguas Mineromedicinales que,
como cabia esperar, la legislacion ha asignando al médico-director, cuentan para su
apoyo desde 1866 con la primera Ley de Aguas, en ella se dictaron medidas para
evitar el perjuicio que los estancamientos y/6 filtraciones pudieran ocasionar a la

salud publica, y asimismo con la Ley de Aguas de 1879 en la que se trata lo

relativo al dominio pablico, limitaciones de la propiedad y aprovechamiento de las
aguas alumbradas actualizandose todo ello en el Capitulo Primero del Titulo IV del

Cdédigo Civil promulgado en 1889.

Junto a la normativa dada en 1921 para la Regulacioén de la “introduccion y venta
en Espana de las aguas mineromedicinales extranjeras”, el Real Decreto-Ley de
1928 estableci6 un nuevo Estatuto sobre la explotacion de manantiales de aguas
mineromedicinales, efectuandose en 1934 la Catalogacion y Aprovechamiento de

Manantiales y Aguas Subterraneas.

Tras la creacion en 1943 de la Junta Asesora, dependiente del Ministerio de la
Gobernacion, para la atencion de los asuntos Médico-Farmaceuticos, asuntos
Industriales y asuntos de Hosteleria y Hospederia relacionados con Balnearios y
Aguas Mineromedicinales, entrd en vigor la Ley de Minas de 1944 y se publico en
1949 la Reglamentacion del Trabajo en los Establecimientos Balnearios segin

Orden del Ministerio de Trabajo.

En el Decreto de 1967 se aprobo el texto del Codigo Alimentario Espafiol donde,
como antes se ha referido, se dan normas higiénicas para la utilizacién y consumo
del agua ordinaria, y en 1972 se regulan Las Aguas de Bebida Envasadas, entrando
dicho Codigo Alimentario en vigor en 1974. Sin embargo, es en 1975 cuando se

emite la normativa sobre Regulacion de las especificaciones microbiologicas a las

que han de ajustarse las aguas mineromedicinales envasadas.
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Es en la Reglamentacion Técnico-Sanitaria para la Elaboracion, Circulacion y
Comercio de Bebidas Envasadas de 1981, que clasifica a las aguas de bebida
envasadas como -‘“aguas mineromedicinales, minerales naturales, de manantial,
potables preparadas, y aguas de consumo publico”-, donde también podemos
encontrar las exigencias de calidad fisico-quimica y microbiologica asi como los
correspondientes limites, y en los afios 1983 y 1987 respectivamente los métodos
oficiales de analisis microbiolégicos de Aguas Potables de Consumo Publico y los
correspondientes a la elaboracidn, circulacion y comercio de aguas de bebida
envasadas, habiéndose puesto ademas en vigor la que se puede considerar como la

“tercera Ley de Aguas” en 1985.

La adhesion de Espafia a la Comunidad Econdémica Europea determind la necesidad
de armonizar nuestra legislacion con las disposiciones comunitarias y en 1990 se
aprob6 la Reglamentacidn Técnico-Sanitaria para el abastecimiento y control de
calidad de las aguas potables de consumo puablico de acuerdo con la
correspondiente Directiva Comunitaria, y asimismo en 1991 la Reglamentacién
Técnico-Sanitaria para la elaboracion, circulacion y comercio de las aguas de

bebida envasadas asi como directivas posteriores'”.

A toda esta legislacion general para el agua ordinaria y para el agua
mineromedicinal cabe afiadir, en el caso de esta ultima, la dictada por las diferentes

Autonomias tras habérseles transferido las competencias en esta materia.

La hasta ahora referida legislacion, aparecida progresivamente para regular el uso
publico del agua, ha ido imponiendo, tal y como se ha visto, el empleo de recursos
mecanicos, fisicos y quimicos en la higienizacion del agua ordinaria para consumo
de la comunidad, y, asimismo, las condiciones higiénicas que deben cumplir las

aguas minerales envasadas.
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En el caso de las aguas mineromedicinales utilizadas para bafo, a fin de preservar
su equilibrio original, la legislacion las ha venido dejando exentas de dichos
tratamientos, siempre que estuvieran libres de gérmenes patdogenos en su
emergencia y mantuvieran constantes dicha pureza y su composicion, una vez

declaradas, por todo ello y por sus efectos terapéuticos, -aguas de uso publico-.

La delimitacion y respeto a su perimetro de proteccion asi como las estrategias para
evitar, en general, todos los posibles riesgos contaminantes, la permanencia de las
condiciones del agua en cada temporada, las estadisticas de usuarios, y las
incidencias clinicas, entre otros datos, es el contenido de las obligadas Memorias
Anuales de los Centros Termales redactadas por sus Médicos como reflejo de su

labor de control.

Precisamente la valoracion de la constancia de los caracteres organolépticos y de
las condiciones quimicas de las aguas mineromedicinales, junto a la habitual
“ausencia de brotes de enfermedades infectocontagiosas de transmision hidrica” en
los balnearios, que efectivamente se ha venido registrando, justifica la “excepcion
de tratamientos higiénicos” que hasta ahora se ha concedido a estas aguas. No
obstante, el riesgo de que se puedan contaminar, a pesar de las precauciones, es una
permanente amenaza, y los correspondientes efectos de esa contaminacion
constituirian a todas luces, sin duda, un problema de Salud Publica, tal y como ya
planteara, a finales del siglo XIX, el dramaturgo Henrik Ibsen en su inmortal obra

“Un enemigo del pueblo”.

Sin embargo, las condiciones organolépticas de las aguas mineromedicinales,
diferentes a las del agua ordinaria, el equilibio hidromineral al que tendrian que
adaptarse los gérmenes, que si pueden estar presentes en aquella -cambiando quiza
su virulencia-, y la propia microflora/fauna, por su posible efecto competidor, se ha

invocado, sin duda, a lo largo de décadas para explicar la citada ausencia/escasez
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de brotes epidémicos de transmision hidrica en los Balnearios °, todo ello, hasta

ahora, sin demostracion cientifica.

Pero frente a la secular “excepcion de tratamientos higiénicos” con la que la
Administracion ha tratado las condiciones a las Aguas Mineromedicinales, en los
ultimos afos la legislacion para prevenir la Legionelosis, como neumonia adquirida
en la comunidad, dictada en el Real Decreto 909/2001 de 27 de Julio de 2001, no
mantiene ya aquella “excepcion” y, a pesar del dudoso resultado de la cloracion
como principal medida higiénica al respecto, la impone a los Centros Termales ya

que los cita como medios de su &mbito de aplicacion.

Las alegaciones hechas por la Catedra de Hidrologia Médica a partir, entre otros, de
los resultados de esta investigacién que ya estaba en curso, y por la Asociacion
Nacional de Estaciones Termales, para evitar el tratamiento quimico sistematico de
las aguas mineromedicinales, capaz de alterar su equilibrio original, se han tenido
en cuenta en el posterior Real Decreto 861/2003 de 18 de Julio de 2003 en el que
se argumentan las medidas de prevencion de la Legionelosis para las distintas
instalaciones de la comunidad, que como tales ya se tenian y se observaban en los
Balnearios, no obligando en ausencia de brote a la cloracion sistematica en los

medios termales.

Considerando esta ultima cuestion y para contribuir al estudio del comportamiento
-en el agua mineromedicinal- de los gérmenes patdogenos que pueden transmitirse
por el agua ordinaria, consideramos justificada esta investigacion con la que se
pretende confirmar que es oportuna “la excepcion en la que se ha tenido siempre a
las Aguas Mineromedicinales a efectos de preservarlas de tratamientos que
pudieran alterar sus caracteristicas originales y como consecuencia sus efectos

terapéuticos tan ampliamente hoy utilizados”.
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Precisamente y en lo que se refiere a el interés de su utilizacién como recurso de
salud a nivel internacional, fué en 1953, de forma simultanea al desarrollo de
nuestra legislacion, cuando se constituyo la Agrupacion Europea de Fuentes y
Aguas Minerales (GESEM), organizandose dentro de ella la Union Europea de
Fuentes de Aguas Minerales (UNESEM) que en los afios 60 y 70 con sus
propuestas contribuyd a perfilar muchos aspectos de definicion y funcionalidad
para mejor uso de las aguas mineromedicinales, como en la actualidad se contintia
haciendo bajo el auspicio de la Asociacion Mundial de Termalismo. Atendiendo las
manifestaciones de aquella primera organizacion, el Consejo de Europa, en
Estrasburgo ya en 1962, autoriz6 a los habitantes de los paises entonces asociados
que pudieran utilizar de forma indistinta “las emergencias mineromedicinales” de

todo el territorio dado su probado interés terapeutico.

En este mismo sentido, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Organizacion para la Agricultura y Alimentacion (FAO) han emitido normas
especificas y reguladoras dada la importancia que para la salud tienen las Aguas
Mineromedicinales, destacando la OMS en 1982 precisamente que “la evaluacion
clinica de la terapéutica hidromineral no debe diferir de la de los medicamentos” a

los que implicitamente equipara.

El importante desarrollo durante las dos ultimas décadas del ya preexistente
Termalismo Social en Europa, al que también se ha sumado Espafia, no hubiera
sido posible sin la consideracion y comprobacion de que las -curas termales son
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una terapéutica eficiente- "

que, en efecto, experimenta de forma continuada un
incremento de su nimero de beneficiarios, por todo ello, estd suficientemente
justificada la correspespondiente defensa de la integridad de las Aguas
Mineromedicinales a partir del estudio del efecto que causan en los gérmenes

patogenos que a ellas pudieran llegar.
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Generalidades sobre Aguas

El Agua Ordinaria

En nuestra cultura, un primer argumento sobre el origen del “AGUA” se encuentra
en el Libro del Génesis, donde se explica que el agua fue creada por Dios
inmediatamente después del Cielo y de la Tierra precediendo a otras creaciones, de
ella aceptamos que ademas de ser -principio de vida, es fundamento de la relacion
social y también principio de salud-". Su materializacion®® pudo hacerse posible
necesariamente tras un enfriamiento del magma inicial ya que los elementos

integrantes del agua no pueden mantenerse unidos por encima de 1.300° C.

Junto a este argumento originario, y tras una larga sucesion de evaporaciones y
precipitaciones que contribuirian al progresivo enfriamiento de la superficie
terrestre, ésta quedaria cubierta de un mar caliente en cuyo seno abundaban
elementos y mas tarde compuestos capaces de contribuir a la vida. La naturaleza ha
mantenido la secuencia de evaporacion-precipitacion determinando, tras dicho
enfriamiento, el llamado Ciclo del Agua ahora al amparo de la energia solar que
determina un importante nivel de vaporizacion a partir sobre todo de las grandes
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superficies ocednicas y como consecuencia los distintos perfiles climéaticos™ .

Los movimientos tectonicos y el enfriamiento de rocas en la profundidad han dado
lugar, entre otras circunstancias, a la existencia de aguas subterraneas a las cuales

también contribuyen las de precipitacion cuando se infiltran.

Las Aguas Mineromedicinales son un caso particular de estas aguas subterraneas™
en cuyo origen participan las de infiltracién, llamandose entonces -aguas de
infiltracion- las cuales tienen sobre todo mineralizacion térrea, caudal dependiente
de las lluvias y temperatura casi siempre inferior a 30° C; a su vez y al margen de
las precipitaciones encontramos en las mineromedicinales las llamadas -aguas

primitivas- dependientes de la condensacion del vapor que desprenden areas con
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roca fundida en las profundidades, estas aguas presentan escasas variaciones en su
caudal, brotan en fallas y suelen tener una temperatura superior a las anteriores, su
mineralizacion es escasa siendo frecuentemente radioactivas; las -aguas mixtas- son
un tercer grupo de aguas mineromedicinales, obedecen por lo general al encuentro

entre una corriente de infiltracion y otra ascendente que inicialmente era primitiva.

La condicién mineromedicinal le vendra dada a un agua por el reconocimiento de
que por su composicion y caracteristicas puede ser utilizada con fines terapéuticos,
debiendo ser estables en el tiempo tanto su equilibrio quimico como sus

f s 23
caracteristicas .

Si partimos de la necesidad vital que del agua se tiene, y del condicionamiento que
supone los tres estados en los que se presenta, la historia de los distintos pueblos y,
en suma de la humanidad, estd sin duda notablemente determinada por el agua ya
que la viene utilizando no solo para saciar su sed y en su alimentacidn, sino
también como recurso terapéutico y asimismo para la relacidon social y recreo,
admitiéndose que un indicador de civilizacion seria el grado de dialogo que llegan a

.. . 24
establecer las distintas comunidades con el agua™.

Pero el conocimiento cientifico de los elementos que la forman y la descripcion y

»20 no comenzé hasta el siglo XVIII cuando

justificacion de sus propiedades
Macquer y Priestley observaron que la combustion de hidrégeno en el aire se
acompanaba de la formacion de agua, apoyandose también en las investigaciones
de Cavendish, Lavoisier, Morley, Watt y Gay-Lussac que sucesivamente fueron
aportando datos para dicho conocimiento.

27,28,29 - .
“57 permite afirmar que una molécula de agua

El actual estudio de su estructura
esta integrada por dos atomos de hidrégeno y uno de oxigeno en enlace covalente
por el cual comparten dos electrones quedando los 4&tomos de H y O enlazados
mediante pares de electrones comunes; esta estructura, segiin Lewis, es muy estable

pues en este tipo de enlace se consigue precisamente la estabilidad de gas noble.
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Por otra parte, en los elementos del grupo del oxigeno los dngulos de enlace en los
compuestos resultantes deben ser de 90°, en el caso del agua este angulo es de
104°26° siendo esta diferencia debida a la repulsion entre los atomos de hidrégeno,

circunstancia que confiere caracter 10nico al enlace H-O .

Asimismo la asimetria en la disposicion espacial de las cargas eléctricas origina un
campo eléctrico no equilibrado que determina que la molécula del agua tenga

caracter polar siendo su momento dipolar elevado ya que alcanza -1,84 D- .

Teniendo en cuenta todo lo anterior, a los resultados del estudio y descripcion de la
molécula del agua en singular, debe afiadirse el de la disposicion que el conjunto de
moléculas configura entre si para dar lugar a la estructura del agua, habiendo
servido para ello la observacion de la disposicion que adoptan cuando el agua se

congela.

En efecto, ya en 1912 Tamman y Bridgman demostraron que junto a la estructura
que alcanzan en el -s6lido ordinario- (hielo I), por congelacidon del agua liquida
podian encontrarse otras expresiones estructurarles (hielo III, V, VI y VII), como
consecuencia de variar la presion, pudiéndose obtener asimismo por cambios

polimorfos a partir de dichas formas solidas, los hielos 1I, VIII y IX.

No obstante, son diversos los grupos de autores que han aportado teorias y modelos
capaces de explicar la estructura del agua desde que en 1933 Bernal y Fowler
iniciaran esta tarea, siendo el resultado la propuesta de hasta cuatro tipos de
modelos de estructuras : -hielo-, -enlace deformado-, -hidrato de agua- y -racimos

fluctuantes-.

Las citadas estructuras, en esencia, estan relacionadas con las variaciones de su
densidad en funcion de la temperatura, 6 a las variaciones de su estructura también
con ésta, junto a la inclusion de mas moléculas de agua dentro de la red que éstas

forman logrando asi la hidratacion de dicha agua, y por ultimo sus dos estados de
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equilibrio, ya en forma voluminosa, ya en forma densa, que estdn en continuo
intercambio, habiendo demostrado la difraccion con rayos X que existen

semejanzas entre las estructuras de las formas solidas y liquidas del agua.

Asimismo Stillinger aporta a la modelizacion el hecho de que en el agua liquida las
moléculas se disponen formando una malla tridimensional de enlaces de hidrogeno
distribuidos al azar, malla que presenta una preferencia local por la geometria
tetraédrica ain conteniendo gran proporcion de enlaces rotos 6 distorsionados, todo
lo cual justificaria las propiedades fisico-quimicas del agua las cuales estan en
relacién con los atomos que componen las moléculas, con el tipo de enlace entre
ellos, con las posiciones que ocupan en el espacio y asimismo con las fuerzas que

se ejercen entre las moléculas.

Relacionada con su excepcional estructura® y dada su naturaleza polar, el agua es
un excelente disolvente, tal y como se demuestra con los compuestos i6nicos que se
disuelven por las fuertes atracciones electrostaticas con los dipolos del agua
formando iones hidratados muy estables asi como por la elevada constante

dieléctrica del agua.

En el caso de los compuestos no idnicos la solubilidad se consigue al formar
enlaces de hidrogeno con las moléculas del agua y fijdndose dentro de su estructura
casi sin distorsionarla. Para las sustancias no polares también es posible la
disolucion probablemente por medio de la ocupacion de las cavidades preexistentes
en la estructura del agua. Asimismo su capacidad solvente en condiciones

superiores al punto critico (374,2° y 218,3 atmosferas) son excepcionales.

Todo lo afirmado anteriormente, que se corresponde con el agua ordinaria, es
también valido, atin con algunas peculiaridades, para el agua mineromedicinal que
desde el punto de vista de su concepto fisico-quimico se define como <<una fase

heterogénea constituida por una suspension de sustancias organicas € inorganicas,
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en una disoluciéon normalmente diluida de compuestos organicos € inorganicos,

cuyo solvente es la especie quimica que conocemos como agua>>.

Considerando que el agua es el componente mayoritario de las aguas
mineromedicinales, en particular las propiedades fisicas de aquella, son las que
prevalecen sobre las de los demas componentes confiriendo también a las aguas
mineromedicinales sus peculiares caracteristicas y propiedades fisicas, quimico-

-fisicas y quimicas.

No obstante lo anterior, que seria una afirmacién general, en las aguas
mineromedicinales las propiedades quimicas se van a modificar y van a depender
considerablemente de los elementos mineralizantes que contengan lo cual ademas

: : ., 31,32
orienta su clasificacion y sus efectos™ *.

A continuacion pasamos a considerar las peculiaridades de las aguas

mineromedicinales que hemos utilizado en el estudio experimental y en el estudio

de campo realizados en esta investigacion.
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Las Aguas Mineromedicinales

— AGUAS MINERALES SULFATADAS SODICAS HIPERTONICAS

Son aguas™ que como minimo presentan 1 gramo de mineralizacion por litro y
muestran un predominio del anion sulfato sobre los restantes teniendo en ellas
menor importancia los cationes. En la naturaleza predominan las de fuerte
mineralizacion 6 hipertonicas con baja temperatura ya que son aguas superficiales
que suelen originarse en terrenos sedimentarios de diversa estratificacion, y
resultan del efecto de lixiviado que ejercen sobre los yacimientos de sulfato que
atraviesan. En su mayoria emergen en terrenos miocénicos y eocénicos. Cuando
son sulfatado-sddicas de débil mineralizacion pueden encontrarse en terrenos

triasicos e incluso en el carbonifero.

En general las aguas sulfatadas son inodoras, de sabor amargo, en ellas pueden
figurar otros aniones en particular el cloruro y el bicarbonato determinando
entonces la condicidon de sulfatadas mixtas; su contenido cationico suele ser sodio

magnesio y calcio.

El Azufre, elemento constitutivo de su anidn principal, tiene importantes efectos
sobre los organismos vivos, pertenece con el oxigeno, el selenio y el teluro al grupo
VI de la tabla periddica. Su forma natural es una mezcla de cuatro is6topos no
radioactivos aunque el *’S constituye mas del 95 por 100 de ese conjunto. Su
unica variedad solida estable es el llamado azufre rombico ¢ - azufre a - que es

insoluble en agua y presenta un color amarillo caracteristico. La presentacion
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amorfa del - Sg - es el azufre coloidal y proporciona el tono azulado a las aguas

. .. . 34
mineromedicinales que lo contienen™.

Las valencias principales del azufre son -2, +3, +4 y +6, y en funcion del estado
de oxidacion se pueden originar gran cantidad de oxiacidos y sulfuros que se
encuentran como acidos y sales; en las aguas mineromedicinales interesan en
primer lugar aquellos compuestos cuyo grado de oxidacion es —2, es decir, el
sulfuro de hidrogeno, sulfhidratos y sulfuros y asimismo los de estado +6 que son

los sulfatos.

Los compuestos de azufre con oxidacion —2 se comportan como agentes reductores
y su presencia en las aguas estd en relacion con el pH de éstas. En las aguas
mineromedicinales, los elementos oxidantes capaces de atraer la accién reductora
del azufre son principalmente el oxigeno disuelto, el hierro trivalente y los nitritos
que determinan la formacién del azufre coloidal que a veces esta presente en estas

aguas y en sus biogleas.

La oxidacion de los sulfuros y otros compuestos reducidos de azufre, y/6 la
incorporacion desde su amplia distribucion en la naturaleza permite la presencia de
sulfatos en las aguas mineromedicinales que son muy estables y resistentes a la
oxidacion, presentan molécula tetragonal y pares de electrones compartidos en
enlace a diferencia del sulfuro de hidrogeno y derivados cuya molécula es angular y

no comparte electrones.

Las aguas Minerales Sulfatadas Hipertonicas Sédicas que aqui se han utilizado
tienen sobre los organismos vivos acciones claramente demostradas®; asi, en el
tubo digestivo difunden escasamente a través de la pared quedando retenidas en la
luz intestinal hacia donde atraen agua para con ello corregir dicho medio hacia la
isotonicidad, esta circunstancia determina un notable aumento del volumen

contenido en intestino y con ello la estimulacion mecénica de su pared que traerd

17



Generalidades sobre Aguas

como consecuencia un aumento del ritmo peristaltico, aceleracion del transito
intestinal y vaciamiento de ese contenido, el cual como consecuencia contendra
gran proporcion de agua habiéndose modificado la concentracion hipertonica
inicial, asimismo tienen una accion irritante, hiperemiante y modificadora del
equilibrio coloidal del epitelio. Por otra parte, frente a los otros tipos de aguas
sulfatadas, las sulfatadas sodicas empleadas en este estudio son las que mayor

presion osmotica ejercen gracias a su peso molécular y capacidad de disociacion.

Estas, entre otras acciones, son las observables como reaccion general del tubo
digestivo, pero es preciso decir que, a nivel celular, las aguas sulfatadas sodicas
estimulan la actividad enzimatica, en particular, la transaminasa glutdmico pirtvica,
y elevan el nivel de las peroxidasas las cuales tienen una importante actividad
antitoxica. Asimismo descongestionan vias respiratorias, presentan un efecto
antioxidante e igualmente modifican favorablemente la presion arterial,>®*">*
también son notables los efectos en aplicacion topica y afecciones

. . 40,41
dermatologicas*"*'.

- AGUAS BICARBONATADAS SODICAS / CARBOGASEOSAS

Para que un agua sea bicarbonatada*** debe en ella predominar el anidn
Bicarbonato el cual a su vez ha de sobrepasar el veinte por ciento de la totalidad del
contenido anidnico; se admite que en estas aguas estd presente un exceso de
anhidrido carbodnico, bien disuelto, bien combinado en forma de bicarbonatos, de
las que puede liberarse si cambian las iniciales condiciones de ese equilibrio,
precisamente su pH que, deberia ser siempre alcalino, muchas veces es neutro 0

ligeramente acido a causa de la citada presencia del gas carbonico.
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Los puntos de emergencia de las aguas bicarbonatadas / carbogaseosas suelen ser
los limites de los terrenos volcanicos y sedimentarios especialmente en el mioceno
lacustre, y su formacion depende de la reaccion entre el cloruro sodico y la silice
que tiene lugar en el seno de la Tierra en presencia de agua. Del silicato sodico asi
formado deriba el bicarbonato pudiéndose combinar mas tarde con otros elementos
como el sodio, calcio, magnesio, manganeso, estroncio, niquel, cobalto, etc., éstos
ultimos poco frecuentes, asi como con los aniones cloruro y sulfato segin los

. . . . . 4445
contengan las zonas que atraviesa, en particular si son terrenos sedimentarios™ .

El predominio del sodio frente a los otros cationes es lo determinante en las aguas
bicarbonatadas sddicas, las cuales en relacion con los seres vivos y con
independencia de aplicaciones externas van a demostrar sus efectos sobre todo en

tubo digestivo y a partir de ¢l en todo el organismo.

En efecto, inciden sobre la acidez gastrica neutralizdndola, enriquecen de
bicarbonato el duodeno y desde ahi alcalinizan el medio interno logrando asi el
mismo resultado que los antidcidos sistémicos farmacoldgicos. Asimismo
fluidifican la secrecidon mucosa entérica como consecuencia de mejorar el trofismo

de sus células.

Junto al efecto alcalinizante general, a nivel extraentérico se atribuyen a las aguas
bicarbonatadas soédicas capacidad de influir frente a trastornos metabdlicos y
endocrinos observandose una accion favorable en la Diabetes Mellitus al favorecer
la glucogénesis y potenciar el efecto de la insulina estimulando el paso de la

glucosa a nivel celular donde favorecerian toda la funcion metabdlica.
En este mismo nivel celular, Messini demostré que las aguas bicarbonatadas

sodicas tienen accion sobre las enzimas estimulando la desulfuracion y la

dehidrogenacion, e igualmente Aguirre y San Martin que comprobaron una
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significativa reduccion de la esteatosis hepaticas de ratas intoxicadas con

tretracloruro de carbono al tratarlas con este agua.

En cuanto a la condicion carbogaseosa que suelen presentar las aguas
bicarbonatadas, depende de si contienen dioxido de carbono libre que en funcion de
la cantidad determinara su clasificacion, en este sentido existen varias,
considerandose a partir del Reglamento de Aguas de Bebidas Envasadas de 1991
<<aguas aciduladas>> las que contengan mas de 250 mg/l de carbonico libre que le

confieren un sabor peculiar.

Se considera que el dioxido de carbono es libre cuando permanece quimicamente
independiente de toda posible union 6 ligadura para formar sales, precisamente su
presencia en forma libre va ligada a una demostrable accion disolvente frente a
sales de hierro y calcio que se precipitan cuando estas aguas pierden el gas, bien

por contacto con el aire 6 por el aumento de la temperatura.

En general este anhidrido carbonico se hidrata en el agua para formar acido
carbonico que condiciona su sabor acidulo, por lo general no permanece libre
mucho tiempo, ya porque se deshidrata, 6 porque se une a bases fuertes para formar

carbonatos y bicarbonatos.

Cuando se ingiere un agua carbogaseosa la mayor parte de su acido carbonico se
neutraliza 6 elimina en el propio tubo digestivo donde ha condicionado
previamente, junto a una ligera anestesia apreciable en los tramos altos y por ello
utilizada para disimular malos sabores, un estimulo de la secrecion y de la
motilidad asi como vasodilatacion del lecho submucoso que facilitara la absorcion

tanto del agua como de los otros contenidos que hubiera en digestion.

Por todo lo anterior, aunque la porcion que permanece libre es escasa, no obstante

se absorbe y determina efectos sistémicos tales como un breve aumento de la
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alcalinidad sanguinea al que sucede una discreta elevacion del pH de la orina
seguido de un incremento de la diuresis. El contacto del agua a nivel externo va
seguido de una reaccion de fécil tolerancia a temperaturas mas bajas de la de la piel
al recubrirse €sta de burbujas asi como por su accion vasodilatadora e hiperemiante.
De igual forma, via terminaciones cutaneas y mediante estimulo reflejo, determina
estimulacion glandular y activacion de las funciones hepaticas, pancreaticas,

renales y neurohipofisarias.

A nivel celular se admite que el dioxido de carbono / 4cido carbonico tienen una
gran actividad pudiendo intervenir en funcidén de las presiones parciales internas y
externas en las cadenas enzimaticas y con ello en el metabolismo celular lo que

explicaria el efecto detoxicante de las aguas bicarbonatadas / carbogaseosas.

- AGUAS OLIGOMINERALES

Son aguas de bajisimo contenido mineral *° en las que no obstante estdn presentes
tanto los cationes sodio, calcio y magnesio, como los aniones cloro, sulfato y
bicarbonato, entre otros, y asi mismo elementos tales como el potasio, manganeso,
plata, hierro, zinc, vanadio, uranio, etc., aunque todos ellos en cantidades minimas.
Segun la predominancia se clasificaran como oligominerales u oligometalicas
bicarbonatadas soddicas, calcicas, mixtas, ¢ sulfuradas cloruradas, 0 sulfatadas

calcicas, etc., y aun radiactivas si presenta esa condicion.

Estas concentraciones oligominerales antes se nombraban también como
oligometalicas y en nuestro pais, ademads, se correspondian con aguas cuyo residuo
seco a 110° C por litro de agua alcanzaba hasta 100 mg; en la actualidad el ya

citado Reglamento de Aguas Minerales Envasadas de 1991 considera aguas de
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“mineralizacién muy débil” cuando su residuo seco alcanza de 50 a 500 mg/l , por
lo que en ellas estdn incluidas las oligominerales/oligometalicas, y como de
“mineralizacion fuerte” a las que producen un residuo seco de mas de 1.500 mg/l,
considerandose en la practica todas las demas como de “mineralizacion media”

aunque no figuren explicitamente en la correspondiente relacion.

En cuanto al origen, estas aguas oligominerales brotan en terrenos variados
frecuentemente paleozoicos, 6 sea de la era primaria, en zonas basicas graniticas,
gneisicas, porfidicas 0 basalticas; también en terrenos de la era secundaria 6

mesozoica, es decir, en dreas cretaceas y triasicas.

La temperatura en sus puntos de emergencia abarca un amplio intervalo,
clasicamente cuando tienen menos y hasta 20° C. se las denomina -acratopegas- y
si superan dicha cifra -acratotermas-, en este sentido la Prof* San Martin propone
que a su vez las acratotermas hagan referencia a la temperatura de 35° C. ya que si
superan ese valor son Utiles para aplicaciones topicas mientras que las que no lo

. r o qeges . A7.48
alcanzan suelen consumirse como aguas de mesa y/0 diuréticas

. Las aguas
oligominerales son incoloras, transparentes, insipidas y muy frecuentemente

radiactivas particularmente las de mineralizacién muy baja.

La acciéon sobre los seres vivos es compleja pues a pesar de la escasa
mineralizacion, y precisamente por ella, estas aguas determinan efectos por su
estructura fisicoquimica, disociacidon electrolitica, contenido coloidal e hipotonia,
entre otras circunstancias, todo ello en relacion ademas con la via de

.. ., 49,50
administracion™ .

En los organismos superiores su ingestion va seguida de una rapida absorcion,
sobre todo, debida a mecanismos osmoticos, por los que pasa al liquido intersticial
de la pared intestinal y desde alli al torrente circulatorio donde es absorbida por los

hematies; se suaviza asi la dilucion del plasma que no obstante es la que
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determinara un aumento de la filtracion glomerular y por tanto de la diuresis
gracias ademads a la regulacion hipofisaria que estimulan los osmo-presorreceptores.
Junto a todo lo anterior, desde el plasma pasa el agua a los tejidos para repartirse en
los espacios intersticial e intracelular donde determina un removimiento, es decir,
un drenaje del agua que en ellos habia para ocupar su lugar con lo que se consigue
una renovacion hidrica.

Las aguas oligominerales de mediana mineralizacion tienen un efecto diurético’*>
mayor que el agua potable ordinaria y que el agua destilada. Ademas de arrastrar el
agua organica son capaces de arrastrar sustancias nitrogenadas, purinas, acido
oxalico, urico y aun fosférico lo que confiere a estas aguas, ademas, un efecto
descongestionante asi como analgésico, antiespasmodico y decontracturante

utilizadas también en aplicacion topica.

Si todo lo hasta ahora dicho es la respuesta global del organismo frente al estimulo
de las aguas de baja mineralizacion, a nivel celular la respuesta también es
demostrable y esta en relacion con la osmolaridad del liquido intersticial, con la
compleja composicion quimica del medio intracelular y aun con el posible
transporte -activo- a través de la membrana; el conjunto de estos mecanismos es 1o
que parece contribuir a que las células se comporten como osmdémetros aunque la

explicacion ultima de este comportamiento es compleja.

- AGUAS RADIACTIVAS

Siguiendo al Profesor Armijo Valenzuela™, se consideran aguas radiactivas
aquellas que con independencia de las que puedan ser sus caracteristicas fisicas y

composicion quimica ofrecen la peculiaridad de poder emitir radiaciones
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ionizantes, en la mayoria de los casos debido a su contenido en radén y, raras
veces, a minimas cantidades de elementos radiactivos de origen natural. Aunque lo
mas frecuente es que emitan radon, también es posible encontrar en ellas cantidades
minimas de las tres familias radioactivas tales como <uranio-actinio, uranio-radium

. 54
y torio>"".

La condicion radiactiva es frecuente en la mayoria de las aguas
mineromedicinales° dada la alta difusién de los ntclidos radiactivos en la
naturaleza, particularmente si se originan 6 discurren en la profundidad flanqueadas
por terrenos graniticos ¢ en antiguas zonas volcadnicas, desde donde se afiade a
aquellas para presentarla como propiedad general junto a las propias de su
mineralizacion. Precisamente la impregnacion radiactiva es facil en las aguas
oligominerales en las que suele alcanzar valores altos y disminuye en las aguas

muy mineralizadas.

Asimismo, la llamada radiactividad de fondo es una constante en todos los
ambientes naturales relacionados con la tierra, el aire y el agua a los que se anade la
del fondo coésmico y, como consecuencia, la vida en esos medios esta sometida a su

influencia.

En efecto, al ciclo del agua se suma ahora el llamado ciclo de la <radiactividad
natural> por el que las particulas y gases radiactivos son vehiculizados por el agua
que los barre del aire cuando cae en cualquier forma de precipitacion, los infiltra
hasta capas teluricas impermeables donde se afiaden a la radiactividad natural que
alli hubiera y desde donde los arrastra de nuevo al exterior cuando por

rebosamiento fluye hacia fuera.

La condicién radiactiva resulta de la capacidad de ciertos elementos quimicos
inestables para desintegrar espontdneamente su nucleo atémico el cual se transmuta

asi a otro elemento determinando la liberacidn de radiacidén ionizante en forma de
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particulas y/o energia. Las particulas subatomicas asi formadas y que constituyen la
ya citada radiacion ionizante, son las alfa, beta, neutrones y también la radiacion
electromagnética como son los rayos X o la radiacion gamma que, aunque
presentan esencialmente las mismas propiedades, se diferencian en que los rayos X
se originan de procesos que tienen lugar entre las capas electronicas mas internas
de los atomos y la radiaciéon gamma nace dentro del nicleo es mas energética y

tiene mayor poder de penetracion que aquellos.

Interesa también conocer si la radiactividad que presentan las aguas
mineromedicinales es temporal o permanente pues en este ultimo caso hay riesgo
de acumulacion en el organismo. Afortunadamente esto no suele suceder ya que los
nuclidos con periodos de semidesintegracion prolongados se encuentran en la
naturaleza en formas nada o muy poco solubles por lo que es raro que se incorporen
a las aguas y si lo hacen es en muy escasa proporcion. En este sentido la actividad
debida al radén alcanza solamente 3,82 dias y no produce riesgo de acumulacion
orgénica, y sus inmediatos descendientes, algo mas peligrosos, son escasamente

solubles en el agua quedando retenidos en los terrenos.

En las aguas radiactivas el factor preponderante es el radon que se absorbe
principalmente por via respiratoria seguida de la piel, mucosas y via digestiva. El
bafo en este agua permite su paso a través de la piel y simultdneamente por el
pulmoén sobre todo si se agita el agua 6 esta contiene carbonico natural ¢ aportado
para facilitar su liberacion. Tomar bafios en bafiera cubierta para mejorar la
absorcion cutanea, en gabinetes techados y pequefios, asi como agitando el agua
para mejorar su inhalacion, permite obtener los efectos de la radioemanacion en
este caso radiacion o que por su carga y masa son nucleos de d&tomos de helio (dos
protones y dos neutrones) que tiene bajo poder de penetracion pero un elevadisimo
poder ionizante el cual unido a su energia ( 4 a 6 MeV) determina sus acciones

. 5
sobre el organismo”’.
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El elemento fijador del radon es el tejido graso que al estar distribuido en todo el

organismo permite que sus efectos sean asi universales y apreciables como

estimulante de los elementos formes de la sangre, como regulador del sistema
5 : 58 r . . y qe

nervioso vegetativo y central™ asi como relajante y antiespasmodico de la fibra

muscular lisa; la accidon diurética suele relacionarse con la condicion radiactiva y

sobre todo oligomineral que suelen tener estas aguas, capaces también de estimular

el sistema hipofisosuprarrenal y las glandulas endocrinas.

Con todo, sus indicaciones terapéuticas buscan sus efectos sedantes, relajantes,
reguladores, analgésicos y antiinflamatorios siendo probadamente utiles en las
-Distonias Neurovegetativas- tanto con manifestaciones cardiovasculares como
respiratorias, digestivas, urinarias y a@n ginecologicas’. Asimismo en los
-Procesos Reumaticos y secuelas de Traumatismos- aportan gran accion analgésica
y antiinflamatoria pudiendo también contribuir eficazmente a la normalizacion de
la -Hiperuricemia- gracias a la mejora de la uricosuria y equilibrio metabolico. El
efecto descongestionante las hace también utiles en -Dermopatias- que cursan con
prurito como son la atopia, eccemas y urticarias asi como las manifestaciones
alergicas y disreacionales con expresion no solo dérmica sino también respiratoria,

digestiva y alimentaria, entre otras.

Junto a las anteriores indicaciones destaca la del tratamiento de las neurosis con
manifestaciones somadticas y/o psiquicas, los estados depresivos, neurastenias,
psicastenias, los transtornos psicofuncionales, sindromes ansiosos, inadaptaciones,
y otros cuadros relacionados con el actual estilo de vida, todo ello gracias a los
efectos sedantes y reguladores de las aguas radiactivas apoyados por la espontanea

- - S 60,61,62
psicoterapia que se promueve en el medio hidrotermal™ " .
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Consideraciones sobre Biologia y Ecologia Microbianas

Biologia y Ecologia Microbiana

La gran diferencia que existe entre las células microbianas y las células animales 6
las vegetales es que las microbianas pueden vivir sin formar tejidos, es decir,

aisladas en la naturaleza de forma libre e independiente®.

Esta circunstancia, la independencia, obliga a la célula microbiana a mantener
activados y en adecuado equilibrio las organelas que intervienen en todos sus
procesos vegetativos, tales como crecimiento, generacion de energia y
reproduccion junto a una lectura constante de las condiciones del medio en el que

tiene que desenvolverse.

El impacto que el ambiente, y sus cambios, produce en los organismos que logran
sobrevivir en ¢€l, se traduce en programas funcionales de adaptacion que, si tienen
¢xito, dejaran huella en sus correspondientes mapas genéticos. Los
microorganismos como los demds seres vivos parten de una determinacion
genética que se expresard, se inhibird 6 mutard segin las circunstancias, dando

lugar a la correspondiente seleccion.

A continuaciéon revisamos la “expresion bioldgica” y las “circunstancias
ecoldgicas” con las que se manifiestan y en las que se desarrollan los
microorganismos en general asi como los que constituyen la flora de las aguas
mineromedicinales y aquellos gérmenes patdégenos que con mas frecuencia pueden
aportarse a dichas aguas con motivo de su contaminaciéon en la profundidad, en el
punto de emergencia 0 por su uso en balneacion, habida cuenta de que al amparo de
la legislacion vigente tanto en nuestro pais, como en otros, para preservar el

equilibrio hidromineral, no se procede a su cloracion.
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La consideracion de la estructura-funcion de la célula microbiana supone la base de
su biologia®, en este sentido se parte de que la célula es una unidad dindmica que
sufre cambios constantemente y modifica los elementos que la constituyen. Incluso
cuando no estan creciendo, estos microorganismos unicelulares toman
continuamente materiales de su entorno y los transforman en material propio, sus
productos de desecho también los liberan al medio siendo en esencia estas células
microbianas, un -sistema abierto- que estd en continuo cambio pero en el que

dichas células permanecen siendo las mismas.

Este sistema abierto no estd equilibrado y tiene que mantener su estructura hecho
que consigue invirtiendo buena parte de la energia que toma del entorno. En su
multiplicacion, y en la reproduccidon en general, lo que esencialmente se transmite

es “la estructura” que sera capaz de generar la correspondiente funcion vital.

La “funcion vital” 6 funcionamiento de una célula esta en relacion directa con su
capacidad metabdlica y ésta a su vez con la cantidad y diversidad de enzimas que
posea. En efecto, una célula es un laboratorio capaz de realizar multiples
transformaciones quimicas tanto biosintéticas como degradativas para todo lo cual
debe contar con las adecuadas enzimas las cuales son moléculas proteicas,
polimeros constituidos por largas cadenas de aminoacidos interconectados de modo

especifico y altamente preciso.

Ademas de contar con las enzimas, la funcién vital es resultado de la capacidad
codificadora de las células, es decir, de la capacidad de disponer los aminoacidos
de una proteina 6 los carbonos de un azicar con la secuencia adecuada para generar
el compuesto que en ese momento necesite, y a la vez guardar esa informacion para
reutilizarla cuando convenga ¢ para transmitirla. La codificaciéon microbiana esta
contenida en la molécula del DNA capaz de replicarse antes de cada division para
que cada nueva cé€lula reciba toda la informacion de éxito para la sobrevivéncia que

se ha ido acumulando en los genes.
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Complementando la funcién codificadora estan las funciones de -transcripcion y
traduccion- por las cuales se hace posible que existan en el citoplasma copias de
los tramos que interesen del DNA y asimismo que €stas determinen la formacion de
las proteinas que convengan segun las condiciones que se estén presentado en el

medio.

Desde el punto de vista biologico, la relacion armonica entre estructura y funcion
dara lugar tanto a la sobrevivencia como a la multiplicacion celular, no obstante,
aunque exista esa armonia, ocasionalmente aparecen errores en la copia del DNA,
es decir, mutaciones, y la célula hija no es el clon de la madre como es la norma en

los microorganismos.

Las consecuencias de las mutaciones son generalmente perjudiciales, en algunos
casos intranscendentes, y en otros ventajosas al conseguirse con ella la formacion
de una proteina méas funcional que la que estuviera presente en la célula parental.
Cuando aparece esta ultima circunstancia la célula que muestra esta -ventaja
selectiva- puede reemplazar al tipo parental determinando la seleccion natural
observable en los procesos evolutivos. El valor de las mutaciones depende del
entorno en el que vive el organismo y a su vez las causas de las mismas vienen

determinadas igualmente por las condiciones de ese entorno.

Pero la funcionalidad de este sistema abierto que es la célula, y en particular la
célula microbiana, teniendo en cuenta su permanente independencia y de ahi su
caracteristica de no formar tejidos, es posible gracias a las distintas expresiones de
su “capacidad estructural”. En este sentido el elemento mas externo que nos
muestran los microorganismos es la barrera 6 pared celular, la cual presenta una
consistencia relativamente rigida que protege a su vez a otra estructura algo mas
flexible pero de composicion semejante que es la membrana celular, ambas

estructuras encierran una compleja mezcla de ribosomas, elementos, moléculas
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organicas, agua € iones inorgdnicos, entre otras sustancias, que constituyen el

citoplasma.

Por otra parte, las diferencias apreciables en la estructura y en la organizacion
interna de las células ha determinado su clasificacion en  -procariotas- y
-eucariotas- perteneciendo a €stas ultimas no solo algas, hongos y protozoos, sin6

también las células de los organismos pluricelulares tanto vegetales como animales.

En el caso de las procariotas, éstas incluyen dos Unicas ramas evolutivas que son
“Bacteria” y “Archaea” las cuales, a diferencia de las eucariotas, nunca han
evolucionado mas all4 del nivel microbiano si bien se admite que orgadnulos como
las mitocondrias y los cloroplastos filogenéticamente pueden relacionarse con la
rama Bacteria y por el proceso de -endosimbiosis- acabaron integrandose en el
citoplasma de la célula eucariota hace miles de millones de afios tras un extenso

: ., 65
tiempo de colaboracion™.

Pues bien, a Bacteria pertenecen todos los procariotas causantes de enfermedades, 0
sea los microorganismos patdégenos, y la mayoria de las bacterias que se encuentran
en el suelo, aguas, tracto digestivo de animales y en muchos otros medios. A su vez
a Archaea® también le corresponden, como ya hemos dicho, procariotas pero los
que asi se clasifican en su mayor parte son anaerobios estrictos ya que se han ido
seleccionando de manera que no logran vivir al aire libre por haber modificado sus

condiciones de vida para adaptarse a ambientes poco frecuentes tales como:

-Fuentes Termales (incluso las que presentan temperaturas extremas)
-Lagos Salinos
-Suelos proximos a yacimientos

-Aguas muy 4acidas 6 muy alcalinas
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pudiéndo incluso producir metano como parte esencial de su metabolismo, y
demostrando una capacidad asombrosa para sobrevivir a pesar de condiciones

: . 67
fisicoquimicas extremas”'.

En este sentido, es preciso considerar también cuales son los principales procesos
quimicos que tienen lugar en la célula microbiana, y en sintesis cabe decir que las
células contienen alrededor de 20 elementos distintos presentando cierta
abundancia solo seis de ellos tales como hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno,
fosforo y azufre por lo que se conocen como bioelementos los cuales presentan las
capas mas externas de sus atomos sistematicamente incompletas por lo que tienden
a combinarse con otros d&tomos para formar moléculas mediante enlace quimico ya

i6nico, covalente 6 de hidrogeno cuyas capas electronicas externas sean estables.

Asimismo, aunque no se consideren enlace quimico, cabe tener en cuenta otras
interacciones moléculares como son las “fuerzas de Van der Waals” y las
“interacciones hidrofobicas”. Las primeras son de -atraccion inespecifica- y
median muchas veces en la union de sustratos a enzimas y entre proteinas y acidos
nucléicos. Las segundas actiian en ese mismo tipo de union pero al agruparse las
moléculas no polares en el ambiente acuoso influyen en la determinacidon espacial

de macromoléculas sobre todo proteicas.

En la quimica microbiana, como en la de otras cé¢lulas, el agua citoplasmatica juega
un papel especial ya que supone entre un 70% y un 90% de su peso, y asimismo
por que el agua es el solvente bioldgico ideal dada su polaridad debida a la
diferente electronegatividad de los dos elementos que la forman. Ademas, la
polaridad del agua permite la formacion de puentes de hidrogeno que determinara
la estructura global de las macromoléculas tanto proteinas como acidos nucleicos y
forzara la agregacion de las sustancias no polares como los lipidos contenidos en la
membrana que facilitan que ésta sea barrera para las moléculas polares que han de

fluir a su través.
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Junto a todo lo anterior, es preciso decir que los principales componentes quimicos
de las células en general, y también de las microbianas, son las estructuras llamadas
macromoléculas las cuales son polimeros integrados por unidades estructurales

repetitivas llamadas a su vez mondmeros.

Existen cuatro tipos de macromoléculas que se subdividen en -portadoras de
informacidon- como son las proteinas y los dcidos nucleicos (cuyos mondémeros son
los aminoacidos y los nucledtidos respectivamente) y las -no portadoras de
informacidn- tales como los polisacaridos y los lipidos (constituidos por azicares y
acidos grasos en lo que corresponde a la estructura monomérica). Estos dos ultimos
tipos de macromoléculas abundan precisamente en la pared y membrana celular
determinando en buena parte las caracteristicas y comportamiento de los

. . <y . 68
microorganismos en relacion con su ambiente ~.

Asimismo, de las macromoléculas portadoras de informacion, cabe decir que son
imprescindibles para asegurar la transferencia de los rasgos genéticos de una
generacion a otra y para que la célula sea lo que es gracias al nivel de proteinas, ya
cataliticas (enzimas), ya estructurales, que posee tanto en su pared y membrana

como en el citoplasma.

En su relacion con el ambiente externo, la pared de los microorganismos presenta
diferencias estructurales en gran medida adaptativas que se ponen de manifiesto,
entre otras técnicas, con la sencilla tinciéon de Gram. La pared en Bacteria, esta
constituida por una estructura denominada tetrapéptido de glicano
-peptidoglicano (6 mureina)- integrado por cadenas de azlcares conectadas por
puentes de aminoacidos en una proporcion del 90% si la célula es Gram (+), que
ademas suele contener acidos teicdicos, y en un 10% si es Gram (-) en cuyo caso

también se encuentra LPS (lipopolisacarido).
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En cuanto a Archaea, la pared suele ser muy variada estando algunas presente un
-pseudopétidoglicano- y en otras no, siendo comun entre ellas la existencia de una

capa superficial paracristalina (capa S) de proteina ¢ glicoproteina.

Como respuesta también al ambiente, ademas de contar con membrana, los
microorganismos se apoyan en la estructura y funcionalidad de su material
genético, en la existencia 6 no de o6rganos de locomocion como flagelos y cilios, 6
de adherencia 6 recepcién como fimbrias y pili y de resistencia como son las
endosporas no siempre presentes y en muchos casos con alto nivel de

termorresistencia.

Tanto en Bacteria como en Archea el DNA de la célula se presenta como molécula
unica generalmente circular, covalentemente cerrada y no acomplejada con
histonas. Dicha molécula no estd envuelta en membrana ni se acumula para formar
nucleolo pero cumple su mision, como en la célula eucariota, de controlar las

funciones vitales y la multiplicacién del microorganismo.

Revisados a grandes rasgos los principales elementos de la estructura, pasamos a
considerar “la funcidén”, es decir, los integrantes de la capacidad de adaptacion y/o
sobrevivencia de los microorganismos. La funcion de nutricién y metabolismo
requiere el anabolismo/biosintesis, por la cual la célula, merced al correspondiente
proceso bioquimico, apoyado en la energia luminosa ¢ en la oxidacion de
compuestos como aporte de energia, sintetiza el material que necesita a partir de los
“nutrientes” que incorpora del medio, ya sean macronutrientes como P, S, Mg, Ca,
Na, Fe 6 micronutrientes, en forma de elementos traza, sobre todo Cr, Co, Cu, Mn,

Ni, Se, W, V, Zn, y Fe este tultimo en mayor cantidad que los precedentes.

Ademas de lo que precede, los microorganismos también requieren los llamados
“factores de crecimiento” que son compuestos organicos tales como vitaminas,

aminoacidos, purinas y pirimidinas los cuales cuando aquellos no pueden
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sintetizarlos, como habitualmente ocurre, han de tomarlos del medio. Por todo ello

es conveniente que los incluya cualquier medio general de cultivo en el laboratorio.

En balance permanente con la funcion de sintesis, los gérmenes desarrollan su
catabolismo a partir de la correspondiente -energia de activacion- que es la
requerida para llevar a las moléculas potencialmente reaccionantes a su estado
reactivo. Para reducir la energia de activacion e incrementar la velocidad de las
reacciones, las células microbianas, y también las eucariotas cuentan con las
“enzimas ¢ catalizadores” que son de naturaleza proteica a las que pueden unirse

moléculas no proteicas tales como los -grupos prostéticos- y las -coenzimas-.

La funcion metabdlica microbiana, apoyada en todo lo anterior, incluye la reaccion
de Oxido-Reduccion, del Transporte de Electrones, de la intervencion de los
Compuestos de Alta Energia tales como ATP y Coenzima A, Reacciones de
Fermentaciéon y Fosforilacion, Glucolisis, Respiracion Aerobia y Anaerobia,
Biosintesis de Aminoacidos, Purinas y Pirimidinas y Biosintesis de Acidos Grasos
tanto Saturados como Insaturados, con lo que se hace posible el correspondiente

crecimiento y multiplicacion microbianos.

Consecuencia de las distintas “estructuras” de que dispone la célula, y sobre todo

de la adecuada “funcion” y adaptacion al medio, es el correspondiente:

-Crecimiento microbiano-
: : , . 69,70
En microbiologia el concepto de crecimiento debe entenderse ~— como ‘el
incremento del nimero de células” y dado que, como otros seres vivos, los
microorganismos tienen determinado genéticamente su periodo vital, ademas de
estar influidos por las condiciones ambientales, la especie correspondiente podra

mantenerse gracias al incremento 6 -crecimiento continuo de la poblacion celular-
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proceso en el que cabe considerar tanto las circunstancias intrinsecas del

crecimiento, como los factores ambientales que influyen en el mismo.

Se calcula en, al menos, 2000 las reacciones bioquimicas imprescindibles para la
multiplicacion microbiana que incluyen sobre todo “transformacién de la energia,
sintesis de moléculas base de las macromoléculas, y fundamentalmente reacciones
de polimerizacion, es decir de construccion de polimeros -macromoléculas- a partir
de monodmeros, seguida de su ensamblaje y de la formacion de las distintas
estructuras de la célula que finalmente expresard su capacidad funcional merced a
la expresion de su DNA, RNA, complejo enzimatico, duplicacion y fisién binaria,

29

etc.

El tiempo de generacion o de duplicacion varia mucho entre los distintos
microorganismos y en cada caso se calcula conociendo los nimeros inicial y final
de células asi como el tiempo que tardan en duplicarse el total de células iniciales,
esta circunstancia se nombra como -crecimiento exponencial- y en ella es
caracteristico que la velocidad de incremento en el nimero de células sea lenta al
principio y realmente explosiva al final, siendo este crecimiento exponencial
resultado de la progresion geométrica del nimero -2- y el nimero final de células

N:

N= N02n

donde Nj es el numero inicial de células, y n el nimero de generaciones que han
tenido lugar durante el periodo de fase exponencial, siendo el tiempo de generacion
g

g=1tn

y t las horas 6 minutos de crecimiento exponencial.
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Asimismo en el crecimiento de las poblaciones microbianas clasicamente se

describen -las fases de latencia, exponencial, estacionaria y de muerte-.

La fase de latencia es el periodo de tiempo, mas o menos largo, que media desde

que se inocula una poblacién microbiana en un medio nutritivo hasta que comienza
su multiplicacién. Si el inoculo procede de un cultivo que esté ya en crecimiento
exponencial éste se mantiene como tal en el nuevo cultivo sin mediar fase de
latencia, la cual se debe a la puesta en marcha de las correspondientes enzimas y
reacciones de sintesis necesarias para la progresiva adaptacion al medio, es decir,
una inicial sobrevivencia que podrda ir seguida, si todo es favorable, de la
correspondiente multiplicacion. Se requiere adaptacion siempre que los
microorganismos cambian de medio, o son dafiados por la exposicion al calor,

radiaciones, antibioticos, toxicos, etc.

La fase exponencial es consecuencia de que una célula se divida en dos y cada una

de estas, a su vez, en otras dos y asi sucesivamente. Si bien todos los seres
unicelulares crecen exponencialmente, la velocidad de este crecimiento varia de
acuerdo con sus caracteristicas genéticas y sobre todo con las condiciones
ambientales tales como la temperatura y composicion del medio de cultivo. En
general los procariotas crecen mas rapidamente que los eucariotas y de éstos, los de

pequeiio tamafio, crecen mas rapidamente que los de mayor dimension.

La fase estacionaria sobreviene cuando el medio nutritivo no se renueva y como

consecuencia, aunque se mantengan muchas funciones celulares, incluyendo el
metabolismo energético y los procesos biosintéticos, se frena el crecimiento
exponencial produciéndose con esta autorregulacion, no obstante, junto a la muerte
de muchas células, una discretisima multiplicacién que determina que el nimero de
células no descienda bruscamente. Este balance de equilibrio se conoce como
-crecimiento criptico- que como tal se mantiene hasta que se agota algiin nutriente

esencial 0 se acumula en el medio algin desecho que resulta inhibitorio. Algunos
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gérmenes a medida que logran desarrollar recursos de sobrevivencia los guardan en
sus genes, tal es el caso de los genes -sur- (survival) del Escherichia coli que,
aunque de algunos de ellos se desconoce su funcion, se sabe que cuando tienen
lugar mutaciones de los mismos el microorganismo muere rapidamente

determinando que el cultivo entre en fase estacionaria.

Si a pesar de haber entrado un cultivo en fase estacionaria lo seguimos incubando,
muchas células siguen metabolicamente activas pero finalmente entran en la

llamada fase de muerte, la cual también se perfila como una funcidén exponencial

cuya velocidad es, sin embargo, mucho mas lenta que la que se presenta en el

crecimiento exponencial.

Para objetivar el crecimiento alcanzado por una poblacidén microbiana, se procede a
su estimacion por “contaje directo” al microscopio de acuerdo con las normas
oportunas ¢ al “contaje de viables”, es decir, al “contaje de colonias” en placa que
puede realizarse tras el correspondiente -vertido en placa-, que se utiliza solo si los
geérmenes resisten temperaturas de 40°C a 45°C, las cuales presenta el medio de
cultivo fundido que se vierte mezclado previamente con un volumen conocido de
dilucion de gérmenes, 6 realizando el contaje por el método de -siembra en
superficie- que se efectua mediante la extension con varilla de vidrio de 0,1 ml de
dicha dilucién sobre el medio de cultivo solido; en ambos casos la muestra, como
ya se ha referido, debe estar diluida de forma seriada para que el recuento sea

factible.

Debidamente controlados la temperatura, tiempo de incubacion y medio de cultivo
idoneos para que el método de contaje sea valido, en cada caso el resultado suele
expresarse como numero de unidades formadoras de colonias 6 de forma abreviada
como -u.f.c.- (6 UFC), y efectivamente este procedimiento, al ser el que arroja la
mejor informacion posible, es el método mas utilizado ya que consigue ademas una

alta sensibilidad.
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2) Contaminacion experimental del caldo nutritivo y de las aguas con los

inoculos e incubacidn en bano:

Cuando los diferentes microorganismos utilizados para esta investigacion
alcanzaban, en cada caso, en el caldo nutritivo inicialmente inoculados y tras su
incubacion, la concentracion de 10° UFM/ml, se tomaba 1 ml de dicho caldo, para
contaminar ahora matraces con 50 ml de caldo nutritivo, con 50 ml de cada una de
las aguas mineromedicinales del estudio, también otros con la misma cantidad de
agua de la red y atn otros con agua destilada, a fin de tomar el primero y éstas
ultimas como contraste. A continuacion todos los matraces con el indculo se
introducian en bafio también con agitacion y a 28°C hasta 24 horas.

Se tomd esta temperatura de 28°C para la incubacion de los indculos en el caldo
nutritivo (cuya curva es el CONTROL de sobrevivencia y multiplicacion de los
gérmenes), y en las aguas, a fin de ofrecer una temperatura promedio indiferente
para el crecimiento microbiano y poder valorar la verdadera influencia de la
composicion del agua en dicho crecimiento. Asimismo, muy proxima a 28°C es la

temperatura de emergencia del agua del estudio de campo.

3) Dilucién y siembra en placas del caldo nutritivo y de las aguas una vez

contaminados, ¢ incubacion en estufa:

Seguidamente, y para hacer el recuento de las colonias que pudieran crecer tras la
contaminacion experimental del caldo nutritivo y de las aguas en estudio, se
efectuaron, siguiendo la técnica habitual de laboratorio, diluciones seriadas
tomando 1 ml, del contenido contaminado de cada matraz que se afiadia a tubos

con 9 ml de agua destilada estéril.

A partir de esta ultima dilucidn, se tomaba 1 ml de nuevo que se afiadia asimismo a
un segundo tubo con 9 ml de agua también destilada y estéril, realizdndose en total

hasta cuatro diluciones sucesivas, desde 10° hasta 10~, de cada una de las cuales,
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asi como del caldo nutritivo y de las aguas inoculadas sin diluir, se fue sembrando
con varilla de vidrio acodada 0,1 ml de dichas diluciones en placas con medio de
Miieller--Hinton que se incubaron a 37°C y se leyeron a las 24 horas de su
incubacion en estufa para hacer el recuento en esta hora cero y confirmar que la

inoculacion habia sido efectiva.

Esta sistematica se repitio para el caldo nutritivo y todas las aguas inoculadas,
pasadas 1, 2, 3 y 24 horas de su permanencia en el bafio con agitacion a 28°C, tras

las cuales se sembraron en placa e incubaron a 37°C durante venticuatro horas.

Para la L. pneumophila, dada la naturaleza y sensibilidad del germen, una vez
hechas la inoculacion a las aguas, se incubaron los matraces en estufa, en este caso,
a 20°C durante 24 horas, y realizandose a partir de ellos las mismas diluciones, se
procedid igualmente a las siembras en placa, en su medio selectivo, incubandose en

estufa a 37°C en ambiente himedo durante 48, 72, 96 y 120 horas.

4) Recuento de los gérmenes inoculados experimentalmente en el caldo

nutritivo y en las aguas, y calculo de las curvas de crecimiento:

Tras las correspondientes incubaciones, y para valorar el crecimiento del germen en
su medio nutritivo en comparacién con el que pudiera tener lugar en las aguas con
¢l contaminadas, se procedio al recuento de colonias en las placas y al calculo'**'"’
de la curva de crecimiento de los microorganismos inoculados en dichos medios,
teniendo en cuenta para ello el nimero de gérmenes del inoculo y la diluciéon con la

que se procedio a la siembra, segun la siguiente formula general:

i

=

X
ko |
o | —
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Siendo:
N = namero total de microorganismos viables (UFC/ml)
n = numero total de colonias crecidas en la placa

i = nimero de gérmenes del indculo utilizado (10°)

d = nivel de dilucion

la cual hemos aplicado a partir de la expresion:

N=n-50-10°

donde
50 = factor que transforma la dilucién de pl—->ml

X =0, 1, 2 y 3 para obtener los distintos niveles de dilucion

c) Valoracion de la expresion enzimatica inicial y de sus posibles cambios en

los gérmenes estudiados:

Tanto a los gérmenes ATCC como a los de Aislado Clinico se realizd, como paso
previo de todos los experimentos, una prueba con el Sistema APl ZYM de
BIOMERIEUX, que es un micrométodo semicuantitativo de investigacion de
actividades enzimaticas, entre otras las microbianas, para evidenciar la expresion
enzimatica de cada uno de los distintos tipos de gérmenes a utilizar en el estudio, y
para comprobar, en todos los casos, que dicha expresion coincidia con el Patron de
Referencia caracteristico que cabia esperar. Calculadas las curvas e incubadas las
galerias API ZYM correspondientes a los gérmenes del indculo en el caldo
nutritivo, y a los ya expuestos a las aguas, se procedio seguidamente a su lectura,
afiadiendo en sus ctpulas 1 gota de los reactivos ZYM A y ZYM B; pasados 5
minutos se valord la expresion enzimatica propia de cada germen para compararla

con la obtenida tras la exposicion de éstos a las aguas.
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En el caso de la L. pneumophila, una vez efectuado el recuento, se procedié
también a comprobar la posible existencia de cambios cualitativos en ella mediante
las pruebas de hidrolisis del hipurato y la oxidasa e inmunofluorescencia,

asimismo, antes y después de su exposicion a las aguas.

¢ Estudio microbiologico del agua manantial, del agua servida y de las

instalaciones crenoterapicas del Balneario de Alange:

Para el estudio microbioldgico, una vez tomadas y trasladadas desde su origen las
distintas muestras, se ha empleado la sistematica de laboratorio y simultdneamente
la sistematica de microbiologia de campo para el estudio in situ, a fin de valorar y

4 7 148
proceder a la comparacion de los resultados con ambos métodos ™.

eSistematica del estudio de laboratorio:
a) Recuento bacteriano directo de las aguas del manantial y de las aguas
servidas (piscinas).
b) Busqueda de L. pneumophila, de algas y amebas en aguas del manantial, en

las aguas servidas (piscinas) y en las instalaciones hidroterapicas

a) Recuento bacteriano directo de las aguas del manantial y de las aguas

servidas (piscinas):

Recogidas del seno del agua, en recipiente estéril lastrado, muestras de 500cc de
agua del manantial y de las piscinas, durante y al final de los servicios de bafio, a
un promedio de tres tomas en los distintos trimestres de dos afios consecutivos, se
transportaron al laboratorio de acuerdo con las normas para este fin. Una vez

atemperadas se procedia a sembrar en 4 placas con medio de Miieler-Hinton una
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gota de dicha agua tomada del seno del recipiente con pipeta automatica provista

de punta estéril.

Tras la correspondiente extension con asa de vidrio acodada y estéril se incubaban
en estufa a 37°C durante 24 horas, procediéndose seguidamente a la identificacion
con las galerias de API 10 S de BIOMERIEUX que es un sistema de
identificacion estandarizado para enterobacterias y otros bacilos Gram (-), junto al
sistema BBL® Enterotube™ 1II y recuento de colonias en su caso, asi como
comparaciéon de los resultados entre si de las citadas placas simultaneamente

sembradas.

b) Busqueda de L. pneumophila, de algas y amebas en aguas del
manantial, en las aguas servidas (piscinas) y en las instalaciones

hidroterapicas:

Con la misma periodicidad y técnicas de captacion y transporte, se tomaron
muestras de agua del manantial y de las piscinas para la busqueda de L.
pneumophila, igualmente, y con dicha periodicidad, se procedio a hacer un frotis
con torunda estéril en la cara interna de las alcachofas de duchas, de bocas de
grifos, de tuberias de vaciado de las piscinas asi como de las toberas de aire en las

c - . 149,150
piscinas de hidromasaje ™ ™.

Teniendo en cuenta las normas de transporte para este germen y una vez en el
laboratorio, se plaquearon las muestras con la sistematica antes descrita en medio
BCYE. Las extensiones se realizaron en este caso con asa ordinaria bajo campana
de flujo de laminar, se incubaron las placas en estufa a 37°C en ambiente humedo y
se procedio a su lectura a partir de las 48 horas y hasta 10 dias para asegurar la

negatividad.
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El transporte de las torundas se realizé igualmente de acuerdo con las normas
proporcionando en todos los casos la adecuada humedad. Ya en el laboratorio se
sembraron las torundas, con la muestra obtenida en el frotis, en placas con medio

BCYE que se incubaron y leyeron en las mismas condiciones que las aguas.

Simultaneamente, dada la condicidén de parasito facultativo intracelular, que tiene la
Legionella pneumophila, y su dependencia de ciertas algas de agua dulce, se
practicd en primer lugar, examen en fresco de las aguas del Balneario depositando
1 gota de la muestra entre porta y cubre para visualizacion a 100 y 400 aumentos a
fin de identificar algas y amebas. Igualmente se hizo examen, a dichos aumentos,
del sedimento obtenido de 4 tubos de 40 ml tras centrifugacién a 3000 r.p.m.
durante 3 minutos; también se visualizd dicho sedimento tefiido con auramina-
phenol para la busqueda, por inmunofluorescencia, de posibles coccidios, tifiéndose
finalmente con Giemsa al 10% durante 20 minutos para la identificacion de otros

- 151
protozoos, particularmente amebas °.

eSistematica del estudio de campo:

a) Siembra e incubacion para el estudio de campo por el Sistema Microfilm
(MILLIPORE) de las aguas manantiales y servidas del Balneario de
Alange.

b) Prueba rapida para la deteccion de Legionella pneumophila en agua.

¢) Prueba de antigenuria de L. pneumophila en personal del Balneario citado.

a) Siembra e incubacién para el estudio de campo por el Sistema Microfilm

(MILLIPORE) de las aguas manantiales y servidas del Balneario de Alange:

Una vez recogidas en los frascos estériles las muestras del agua del manantial y de

la utilizada en las piscinas, se procedio a flamear la cara superior de la rampa del
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soporte, maniobra que se repiti6 antes de depositar sobre ella, con la pinza estéril la

membrana filtrante para cada analisis.

Acoplados los embudos sobre cada membrana, en cada caso, se fueron vertiendo
los 100 ml de agua de las muestras, reservandose debidamente conservada la
sobrante para ser transportada y estudiada en el laboratorio de microbiologia, y
comparar los resultados a fin de validar, también en nuestro estudio, este método de
campo. Cuando el agua se habia filtrado, merced al vacio, se retiraba con la pinza
estéril la membrana, la cual se colocaba en las placas de Petri cuya celulosa ya se
habia impregnado con los correspondientes medios nutritivos y de aislamiento. Una
vez asi sembradas, se introdujeron dichas placas en estufa a 37°C procediéndose a
la identificacion de los gérmenes por su crecimiento en los medios selectivos, y
haciendo el recuento a las 24 horas y a las 48 horas con la cdmara digital segtn el

volumen de muestra.

b) Prueba rapida para la deteccion de Legionella en agua:

Esta prueba, Equate” Legionella Water Test (LETI), es selectiva para Legionella no
presentando reacciones cruzadas con ningun microorganismo de los que suelen
estar presentes en el agua, siendo su especificidad analitica superior a 10 unidades
formadoras de colonias/ml. Se detecta con ella la L. pneumophila del serogrupo 1
siempre que hubiera 70 y mas UFC/ml, lo cual constituye su sensibilidad analitica.
La deteccion se basa en un ensayo de inmunoadsorcion a partir del filtrado, en
bomba de vacio a través de membrana, de un litro del agua problema, segin la
sistematica antes descrita, valorandose el resultado por reaccidén colorimétrica. Esta
prueba se ha incluido por su utilidad en el trabajo de campo y complementada con
la de la antigenuria, que a continuacidon de describe, permite una valoracion rapida

e in situ de la presencia de este gérmen en el entorno.
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c) Prueba de antigenuria de L. pneumophila en personal del Balneario:

La colonizacion y/o infeccion por L. pneumophila del serogrupo 1 puede detectarse
por el antigeno especifico soluble que se halla en la orina a partir del tercer dia de
la fiebre y hasta un afio. La prueba, Binax Now" Legionella (LETI), tiene una
sensibilidad y una especificidad del 95% vy consiste en un inmunoensayo
cromatografico sobre membrana, que se dispensa en soportes individuales para
cada analisis**. Se ha determinado la antigenuria en el personal del Balneario, aun
estando en su totalidad asintomadtico, para tomar el resultado como indicador
indirecto de exposicion a la L. pneumophila y proceder a su busqueda exhaustiva en
el recinto termal, si en algin caso fuera positivo, para descartar o confirmar este

medio como causa de la colonizacion por dicho germen.

*Métodos Estadisticos

El procesamiento estadistico se ha realizado en el Departamento de Apoyo a la
Investigacion de los Servicios Informaticos de la U.C.M., con la atencién del Dr. D.
Ricardo Garcia Mata, habiéndose contado también con la ayuda del Dr. D. Agustin
Turrero del Departamento de Estadistica e Investigacion Operativa de dicha

Universidad.

El calculo de la significancia estadistica de las diferencias de vegetatitivad de los
gérmenes en las distintas horas y aguas mineromedicinales se ha efectuado
mediante la comparacion de Medias de crecimiento con el cdlculo de Anova,
seguido del Test de Comparaciones Multiples de Duncan cuando el primero ha sido
significativo, habiéndose utilizado el programa SPSS 11.5 para Windows (SPSS,
2002)".

96



Material y Métodos

o Protocolo de Hidrologia Médica

Instrumental y Reactivos

El instrumental y reactivos que seguidamente se especifican son los disponibles en
los laboratorios de la Catedra de Hidrologia Médica del Departamento de Medicina

Fisica y Rehabilitacion. Hidrologia Médica de la U.C.M.

- Autoclave TD
- Balanza Denver AA-160
- Cromatografo I6nico Dionex 20001 con supresion quimica
- Columnas para el estudio de aniones:
Guarda AG 4A
Separadora AS 4A
Supresora ASRS ultra
- Columnas para el estudio de cationes
Guarda CG12
Separadora CS12
Supresora CSRS ultra
- Conductimetro, pH-metro ORION RESEARCH, modelo SA250
- Desionizador LABCONCO WATERPRO- PS
- Destilador FISTREEM CYCLON
- Espectrofotémetro de Absorcion Atémica GBC 932 AA
- Espectrofotometro UV-visible PERKIN ELMER COLEMAN 55
- Estufas HERAEUS T6120
- Integrador SPECTRA PHYSIC
- Mufla HERAEUS T™ 110
- Potenciometro Orion-9687800
- Bureta de llave graduada en décimas de ml

- Cépsulas de porcelana
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- Matraces
- Matraz de Erlenmeyer
- Probetas
- Vasos de precipitados y pipetas
- Reactivos:
Acido acético
SH - test: Hydrogen Sulfide Test Kit, modelo HS-C (HACH)
Solucidn alcohodlica de fenolftaleina
Solucion de Na,COs 0,1N
Solucion tampon de pH 4

Solucion tampon de pH 7

*Método de Trabajo en Hidrologia Médica

Las aguas mineromedicinales empleadas en la experimentacion se han obtenido
solicitandolas a sus centros de origen cuando no podian obtenerse envasadas, y
tomando directamente sus muestras en el caso de las del estudio de campo, su

caracterizacion hidrologica se basa en las determinaciones siguientes:

‘Determinaciones analiticas:
a) Conductividad a 25°C
b) Residuo Seco a 180°C
c¢) Alcalinidad
d) Dureza
e) pH
f) rH
g) Aniones y Cationes

h) Radiactividad
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Como la conductividad>* de un agua es proporcional a su mineralizacion total,
se puede calcular la materia disuelta en una muestra utilizando un
conductimetro. El YSI modelo 30 HANDHELD expresa los resultados en
uS/ cm, y en el caso de las aguas aqui utilizadas, se precisan estos resultados a
25°C .

El residuo seco a 180°C complementa la prueba anterior proporcionando
igualmente datos sobre la mineralizacion total que se obtiene al evaporar la
muestra de agua en bafio Maria seguida de secado en mufla. El calculo del
residuo seco se hace teniendo en cuenta la tara en las correspondientes pesadas,

es decir gravimetria precedida de evaporacion.

La alcalinidad, como las anteriores, es una determinacion auxiliar que
cualitativamente estd relacionada con el pH pero cuantitativamente no guarda
correspondencia. Depende del poder tampoén del agua, es decir de su contenido
en acidos débiles combinados a bases. La valoracion de la alcalinidad se realiza

mediante volumetria con acido sulfurico.

La dureza cabe calcularla por volumetria complexométrica, también con licor
hidrotimétrico; el resultado en grados hidrotimétricos por equivalencias permite

el calculo en mg/l de CaCO; que consta en las aguas del estudio.

Para el calculo del pH, que es expresion el potencial de hidrogeniones'”, se
emplea tanto la colorimetria con soluciones indicadoras, como la potenciometria

con electrodos de vidrio y de referencia.

El tH, 6 nivel de Ooxidorreduccion del agua, se valora también con
potenciometria, habiéndose empleado el potenciometro ORION-967800,
efectuandose los correspondientes célculos a partir de la expresion: rH= E

(voltios)/0,029+2pH .
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La determinacion de los aniones y cationes se realiza utilizando métodos como
la volumetria con acido clorhidrico, con &cido sulfurico, y la cromatografia
indnica practicada con el cromatografo ionico DIONEX 20001, los resultados de

cuyas columnas se expresan en: mg/l y meq/l .

Para la medida de la Radiactividad se ha contado con los Departamentos de
Ciencias Médicas y Quirtrgicas -Catedra de Fisica Médica- de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Cantabria, que la ha valorado en los afios 1990 y
1997; y con el Departamento de Fisica de la Universidad de Extremadura que
asimismo ha efectuado la medicidn en el afio 2002. Los resultados que constan,
en el apartado de Material sobre las caracteristicas de las aguas radiactivas

utilizadas en este estudio'® * '**

, corresponden a los notificados en las citadas
valoraciones que se han centrado en la concentraciéon de radionuclidos. Las
técnicas empleadas, segiin los informes emitidos por dichos departamentos,

particularmente para el ***Radén fueron:

1) Espectrometria gamma a través de la desintegracion de las emisiones de
214py, | 214p;
2) Medida por centelleo liquido

La recogida de las muestras para las determinaciones, la efectuaron en todos los

casos los correspondientes técnicos que para ello emplearon recipientes con

geometria Marinelli, procediendo posteriormente a la medida de la concentracion

de radon por medio de un detector de radiacion INa (T1) .
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RESENA DEL BALNEARIO DE ALANGE

e (aracteristicas generales e historia del lugar.

13190 alcanza una extension de 159,7 Km® y en la actualidad

El pueblo de Alange
cuenta 2.603 habitantes, pertenece a la Comarca Natural de Las Vegas Bajas del
Guadiana, esta situado en la provincia de Badajoz a 38°47" de latitud y 6°15" de
longitud, dista dieciocho kilometros de Mérida, capital de la Comunidad Autdbnoma
de Extremadura, y se asienta sobre una colina de 345 metros de altitud
correspondiente a las estribaciones de la Cordillera Maridnica, de la que la Sierra de

Pefias Blancas y la de Alange son un estribo transversal de pendiente suave por el

norte y escarpada por el sur.

Estas sierras pertenecen al macizo Ibérico 6 Hespérico, y dentro de €ste a la zona de
Ossa Morena cuyos limites son, a nivel septentrional la falla de Azuaga en la zona
Centroibérica, asi como el batolito de los Pedroches, la cuenca del bajo Tajo, el
acabalgamiento de Ficalho, el borde sur de la banda metamoérfica de Aracena y las

fallas que contintian hasta alcanzar la depresion del Guadalquivir.

Geosnosticamente se puede decir que en la formacion de Alange hay terrenos
primitivos, secundarios y terciarios, con detritus y terrenos de aluvion modernos.
La roca del periodo primario que constituye el nicleo de sus montaias es de “petro-
silex agatoideo”, en las que corresponden al secundario se ve “gres rojo antiguo” y
las que pertenecen al periodo terciario muestran ‘“arcilla ferruginosa 6 marga
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arcillosa”, “arcilla ocracea amarilla” y “arcilla pléstica esquistosa azul”.

La abundancia de rocas arcillosas que forman el piso inferior de los terrenos
terciarios y que una vez saturadas de agua quedan impermeables, es causa de la

abundancia de ésta en Alange.
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Son varias las fuentes manantiales que se abren paso al pié¢ de la Sierra de Penas
Blancas aunque por su caudal y temperatura cabe destacar la fuente que surge en la
vertiente norte del Coso llamada “Jarilla” y la que mana en la vertiente sur que es la
que surte al Establecimiento de Banos, ésta Ultima brota a 27°C sin presentar
cambios durante el afio lo cual la acredita como termal, seglin criterio internacional,

ya que la temperatura media anual de la localidad es de 16°C.

En cuanto a la historia, su origen se adentra en el pasado lejano ya que los distintos
vestigios de asentamientos hallados, permiten que se considere el término de
Alange “un museo de restos prehistoricos” que han sido estudiados por diferentes
investigadores tales como Henri Breuil, y los equipos de Enriquez Navascués y
Mordillo Durén, entre otros. Estos historiadores han valorado dos armas bifaz, que
en esta zona son de cuarzo, y no de silex, como elementos pertenecientes al
Paleolitico Inferior (Fase Achelense) que superan los cien mil afios encontrando
también en el yacimiento llamado por ellos “taller” un conjunto muy variado de

armas de piedra, ya del Paleolitico Medio (Fase Musteriense).

La Pintura Rupreste Esquematica, de caracter abstracto y simbdlico, llamada asi
por utilizar la linea como base de su ejecucion, que procedente de Oriente proximo
aparecio en Espafa desde el afio 4000 a. de J.C. hasta aproximadamente 600 afios,
también a. de J.C., esta presente en numerosos abrigos de roca y paredes lisas del
entorno de Alange, y unida a una “citania” ¢ pequena fortificacion sita en una de
sus laderas, demuestran que en la Edad del Bronce ya tuvo nucleos de poblacion

asentada.

Hacia el ano 550 a. de J.C. los celtas entraron en Espafia poblando, entre otras
zonas las margenes del Guadiana. El historiador Vicente Navarro, al narrar la
conquista romana de Espafia, refiere la derrota que sufrieron los conquistadores al

enfrentarse con las poblaciones celtiberas de Lyco y Dippo en los afios 185 y 190 a.
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de J.C. respectivamente, postuldndose que Lyco (palabra ibera que significa lobo)
seria el actual pueblo de Lobdn y Dippo seria Alange aunque este autor basandose
en la inscripcion de unas monedas halladas en Lobon invierte el orden de lo aqui

postulado en contra de otros autores.

Pero si el nombre del nucleo celtibérico de Alange es discutible, de ninguna manera

lo es su identidad como poblacion en la época romana.

Cabe suponer que su proximidad a Emerita Augusta, capital de la Lusitania, ciudad
fundada por el Emperador Augusto hacia el afio 25 a. de J.C., que en el siglo IV
llegd a ocupar el décimo lugar entre las ciudades mas importantes del Mundo

Romano, le iria dando poco a poco dicha identidad'®".

Pero es en la primera mitad del siglo III cuando se situa en Alange al miembro de
una familia hispana de orden senatorial llamado Licinio Sereniano que fuera
gobernador de Cappadocia el cual contrajo matrimonio con Varinia Flaccina que,
segiin consta en lapida que se exhibe en la localidad pacense de Los Santos de

Maimona, era hija de Gaius Varinius edil duumbiro flaminal de la provincia Bética.

La curacion de la hija habida de este matrimonio, la Joven Varinia Serena, en las
aguas manantiales de Alange pudo determinar la construccion no solo de un
templete, hoy desaparecido y quiza soterrado dedicado a la diosa Juno en
agradecimiento, tal y como se manifiesta en su lapida votiva, sind también el
edificio de Bafios -que se incluye entre las llamadas Termas Monumentales del que
se conservan dos espléndidas piscinas ubicadas en camaras gemelas cubiertas de
planta circular y actualmente en uso, que junto a otros vestigios confirman el

pasado romano de Alange nombre que podria derivar de un inicial “Aquae”.

Del dominio visigodo, que no fue tal sin6 un tranquilo periodo de encuentro e

intercambio con la poblacion hispano-romana, existen piezas de construccion,
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restos de necropolis y aras sepulcrales con inscripciones, y segun Saez de Buruaga,
en este periodo el rey Wamba obligd al obispo emeritense Esteban a fundar una
sede episcopal en Aquis, muy posiblemente la actual Alange, lo que esta pendiente

de confirmacion.

Por su estratégica ubicacion para controlar el paso de la inmediata Via de la Plata
también jugd un importante papel durante la dominacién arabe. En esta etapa
consta que se llamo6 Hisn Al-Hanash es decir -Castillo de la Culebra- en alusion al
conjunto de calzadas ¢ caminos que subian hasta la fortaleza ubicada en el
prominente cerro oeste, y que fué construida durante el siglo III a juzgar por la
lapida alli encontrada que menciona el cuarto consulado del Emperador Cesar
Marco Aurelio Antonio (Caracalla). Se discute si los arabes pasaron a su lengua el
nombre Castrum Colubri que podria haber tenido en la época romana ¢ si esta
ultima denominacion se la dieron los cronistas medievales al latinizar el nombre

arabe.

Que los arabes reconstruyeron la fortaleza y se emplazaron en su término es
indiscutible, de su presencia y del segundo término del nombre que éstos le dieron,
deriva el actual nombre de Alange que consta como Al-Fange en los anales
toledanos que recogen su reconquista capitaneada por el Maestre Rodrigo Iniguez
en 1241 tras la que pasé a ser una de las Encomiendas de la Orden Militar y

Hospitalaria de Santiago.

Al amparo de la monarquia de los Austrias y Borbones y con la administracion de
uno de los dos prioratos de la Orden de Santiago, el Priorato de San Marcos de
Leon, ha ido permaneciendo Alange hasta que en el afio 1819 Fernando VII agreg6

su Encomienda al Sacro Convento de la Orden de Calatrava.
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e BREVE RESUMEN HISTORICO DEL BALNEARIO

Ya se ha referido a propdsito de la historia del lugar que la parte monumental del
actual balneario se construy6 alrededor del siglo III d. de C., posiblemente'®* * '**
bajo el auspicio de la Familia Sereniana la cual consta en una estela 6 ara votiva
encontrada entre las ruinas y hoy expuesta en uno de los patios del establecimiento

termal con la siguiente inscripcion:

IUNONI REGINAE SACRUM
LIC. SERENIANUS. V.C.E.
ET VARINIA ETACCINA. C.F.
PRO. SALUTE. FILIAE. SUAE
VARINIAE SERENAE
DEDICAVERUNT

“a la diosa Juno dedicaron este santuario Licinio Sereniano -varon esclarecido
V.C.E.- y Varinia Flacina (debido a error del lapidario “Etaccina™) -clarisima

fémina C.F.- por la salud de su hija Varinia Serena”

En dicha lapida esta Familia agradece a la diosa Juno 6 Hera (diosa del matrimonio
y de la fecundidad) la curacion de su hija Varinia Serena, lo que orienta a pensar
que padecia problemas de fertilidad siendo éste el origen del balneario, no obstante,

cabe pensar que con anterioridad también se usaran sus aguas, aunque no conste.

Tras la época romana las instalaciones cayeron en desuso quedando soterradas sus
ruinas pero no asi el manantial cuyas aguas seguian fluyendo. Ya en el siglo XVIII

se mencionan los llamados “Sudaderos de los Bafios de Alange” relativos a que, en
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las inmediaciones de la gran charca o laguna que el manantial habia formado, se
instalaron chozas y cabafas que ocupaban los pacientes después de bafiarse y por

las que abonaban una cuota al ayuntamiento.

Entre los afios 1784 y 1790 Cristobal del Solar y Mateo Antonio Vaca de Vargas
promovieron distintas reformas para facilitar la balneacion a la concurrencia. En
1817, al crearse la Direccion de Aguas Minerales, los Bafos quedaron bajo la
inspeccion del Gobierno del Rey Fernando VII y la proteccion de las autoridades de
la provincia nombrandose, también ese ailo, el primer Médico-Director. En 1826,
Don José San Juan Downe Capitan General de Extremadura, se alivio de sus
padecimientos con el tratamiento termal y encargd al Teniente Coronel de
Ingenieros la construccion de algunas de las actuales piscinas y de un lavadero

publico, también hoy en uso.

En 1838 y hasta 1858 fue nombrado Médico-Director Don Julidn de Villaescusa
cultisimo facultativo que en 1850 publico la primera monografia sobre -el lugar,

las aguas y el efecto de los bafios- dando sobrada cuenta de su eficacia'®.

Ya en 1863 y de acuerdo con las leyes de desamortizacion, el balneario, que hasta
ese momento era propiedad de la Diputacion de Badajoz y estaba administrado por
el municipio de Alange el cual ingresaba como arbitrio las cuotas de los bafiistas,
fué sacado a subasta publica y adquirido en 1867 por el Médico del Cuerpo de
Bafios Don Abdon Berbén Blanco, quién no obstante se comprometio a que las
aguas sobrantes, tras las actividades balnearias, podrian ser utilizadas por los

vecinos en fuente publica, en el lavadero municipal 6 para el regado de las huertas.

Consciente, sin duda como médico, del servicio terapeutico que el Balneario
ofrecia, D. Abdon Berbén amplié y moderniz6 las instalaciones dando a conocer las
aguas, asi como su utilidad, tanto en medios nacionales como internacionales, en

los que obtuvo para ellas:
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- “Mencion Honorable” otorgada por el jurado internacional de la Exposicion
Universal de 1878 en Paris, y

- “Medalla de Oro” del Patronato de S.M. Alfonso XIII en la Exposicion de
Medicina e Higiene del Congreso Nacional de Medicina de 1919 de Madrid.

Asimismo en 1895, Don Abdén Berbén, publicé una magnifica monografia'® que
titulé “Las Aguas Bicarbonatadas Calcicas de Alange” en la que, efectivamente,
justifica con sobrada argumentacion cientifica, segun los conceptos médicos del
momento, la capacidad terapéutica de dichas aguas, asi como las distintas pautas

para su adecuada aplicacion.

Todo lo referido, ademas del marco y devenir historico de utilizacion de sus aguas
manantiales, el reconocimiento formal de una composicion excepcional, y las
reiteradas demostraciones de su capacidad terapeutica, ha determinado que este
Balneario se haya situado entre los centros termales mas destacados ya desde el
siglo XIX, y que su numerosa concurrencia de pacientes, incluso durante la
contienda civil, siguiera acudiendo tanto en las llamadas “temporadas oficiales” de
estos servicios, que asi regulaba el Estado, como en cualquier época del afio dada la
aparatosidad, urgencia y especial connotacion social con la que muchas veces se
presentaba la “enfermedad mental” hasta que se ha dispuesto de psicofarmacos,

avanzada ya la segunda mitad del siglo XX.

No obstante lo anterior, la cura del Balneario de Alange es compatible y ademas
complementaria al tratamiento farmacologico del sistema nervioso, que es la
primera y mads tradicional indicacion terapéutica de este Centro, por lo cual ha
seguido y sigue administrdndose en €l -la terapia de sistema nervioso- aunque

adaptada a la sintomatologia de “los nuevos tiempos”'®’

. Tanto en el siglo XIX
como durante el siglo XX y hasta la actualidad, los distintos médicos directores del

Balneario han ido sistematizando protocolos terapeuticos para la patologia nerviosa
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como tal, y para sus diferentes somatizaciones, y asimismo para la patologia
reumatica y respiratoria que son sus principales indicaciones, junto a otras que se
describen mas adelante, con un notable éxito, hasta el punto de que en estos
momentos el niumero de bafiistas que acude para estas dos Ultimas indicaciones es

incluso mayor que para la indicacién tradicional.

La Propiedad de Herederos de Abdon Berbén administrada desde 1972 por Don
Luis Miguel Fernandez-Chiralt y su esposa Donia M® Dolores Navarro Tevar,
estando ya en extincion el Cuerpo de Médicos de Bafios y vacante por ello la
Direccion Médica del Balneario, propuso para esta funcion al Médico Titular de
Alange Don German Burgos, que oficialmente fue aceptado y desempeiid este
servicio durante siete afios ya que era el habitual colaborador del Médico del
Cuerpo de Bafios destinado a este Centro durante la temporada oficial, y ademas su

sustituto cuando fuera de ella acudian pacientes.

En 1982, al estar proximo el traslado e inmediata jubilacion de Don German
Burgos, el Sr. Fernandez-Chiralt, en el citado afio 1982, propuso para la Direccion
Médica del Balneario de Alange, obteniéndose la aceptacion oficial, a Dofia
Margarita Romero Martin que, contaba entonces con estudios de Hidrologia
Médica por haber cursado el Doctorado en Medicina en la Universidad
Complutense de Madrid, y desde el citado afio ha prestado sus servicios en el
Centro, ademas ya, como Médico Especialista en Hidrologia, compartiendo dicha
Direccion Médica a partir de 1986 con Dofia Concepcion Serrano Moreno también
con doctorado en Hidrologia Médica y asimismo Médico Especialista en

Hidrologia que es quien desempefia dicha Direccion Médica en la actualidad.

En Junio de 1986, la antes Propiedad de Herederos de Abdén Berbén se constituyo
Sociedad Andénima, con el nombre ~Balneario de Alange S.A.~ y su Consejero
Delegado Don Luis Miguel Fernandez-Chiralt y esposa Dofia Maria Dolores

Navarro Tevar asi como su Gerente Don Fernando Fernandez-Chiralt Navarro, con
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la asesoria técnica de las Médicas Especialistas en lo correspondiente a Servicios
Terapéuticos, junto a su notable iniciativa en la actualizacion y nuevas aportaciones
a los Servicios Generales y de Hosteleria, de acuerdo con una admirable gestion, y
el buen hacer de todo el personal técnico del Centro, han determinado la
extraordinaria transformacion del Complejo Balneario, haciendo posible que éste,
también ahora, se sitie entre los primeros puestos en cuanto a instalaciones y
servicios crenohidroterapicos, no solamente de Espaiia sino también de Europa tal y
como demuestra el namero y la procedencia de sus usuarios, junto al universal
reconocimiento de sus efectos, siendo ademas este Centro desde 1988 Socio
Protector de la Sociedad Espaiiola de Hidrologia Médica y desde 1996 Patrocinador
del Premio Manuel Armijo Valenzuela para la promocidén de Investigaciones en

Hidrologia Médica.

e[nstalaciones del Complejo Hidrotermal y Servicios Terapeuticos

Las TERMAS ROMANAS de Alange fueron reconocidas como MONUMENTO

NACIONAL en 1931 y como tal figuran en las guias turisticas correspondientes.

Como es bien conocido, la Civilizacion Romana incluyé desde sus inicios la
construccion de Bafios Publicos en las ciudades y de Termas entorno a los
manantiales que presentaran caracteristicas organolépticas, de facil apreciacion,
diferentes a las del agua ordinaria, o0 una vez que se comprobaban sus propiedades
medicinales. Se sabe que el bafio en las Termas estaba reservado, sobre todo, para

rqe . , . ., 168
las ¢lites sociales y asi mismo para los atletas y la recuperacion de los soldados ™.

Fue, sin duda, la proximidad de la vecina Emerita Augusta capital de la Lusitania,
la Mérida actual, que es capital de la Autonomia Extremeiia, tras la observacion del
importante efecto de las aguas que para la salud obtenian sus habitantes los cuales

eran principalmente los Soldados y Administradores, ya Eméritos, es decir
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jubilados, inicialmente de Augusto y después de otros Césares, lo que determino,
tras un progresivo y perseverante uso de éstos, como baiistas, la espléndida

construccion romana que para este fin se ejecutd en Alange.

La parte funcional de dicha edificacion que se conserva'® esta incluida en un gran
bloque de mamposteria que alberga dos camaras circulares gemelas de 13,85 m. de
altura y 10,90 m. de diametro, cubiertas por bovedas hemisféricas con 5,50 m. de

radio que poseen un oculus circular central de 2,18 m. para el paso de la luz natural.

En los muros de ambas camaras se abren cuatro exedras semicirculares cubiertas
con boveda de un cuarto de esfera que, junto a su utilidad arquitectonica para
contrarrestar los empujes de la boveda central, hoy sirven de vestuario reservandose
una para gabinete hidroterdpico. El centro geométrico de las camaras lo ocupan
respectivamente dos espléndidas piscinas circulares dotadas de graderio que se

estrechan en embudo, alcanzando en su fondo 5,70 m. de diametro interior.

Junto a la escalera también abovedada que le da acceso, anexo al bloque termal
ahora en su lado oriental existen restos de otro edificio y mas dependencias aun
pendientes de excavacion y trabajo arqueoldgico que pueden corresponderse con

los espacios para el -caldarium-y la -sudatio- entre otros.

A partir del afio 1972, de entre los Herederos de Abdon Berbén se delegaron,
mediante el correspondiente acuerdo, las funciones de administracion y gerencia,
como ya hemos dicho, en la Familia Fernandez-Chiralt Navarro, la cual, al habitual
mantenimiento de las instalaciones que se venia haciendo, se dispuso a una
actualizacion progresiva del Centro que, con la perspectiva actual, merece la
calificacion de “excelente” por la audacia a la vez que prudencia y vision de futuro

demostrada en su desarrollo.
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Con esta disposicion, las instalaciones hidroterapéuticas se fueron adecuando a las
propuestas del servicio médico especializado, con el que contaba el Balneario desde
1982, desempefiado por Dofia Margarita Romero Martin permanente discipula de
la formacion que sobre la moderna Hidrologia Médica ya entonces impartian los
Profesores Don Manuel Armijo y Dofa Josefina San Martin en la Cétedra de
Hidrologia Médica de la Universidad Complutense de Madrid de acuerdo con la

renovada corriente hidrologica que ya se estaba desarrollando en Europa.

Asi, en el ano 1982, se comenzo el archivo de la Historia Clinica que se abria a los
pacientes, y baiistas en general, con una perspectiva de Hidrologia Médica, en
1983 se incorpord la Ducha Subacuatica a varios gabinetes de Bafieras como
complemento a la balneacidon en los casos de tratamiento a la patologia reumatica

que se consideraba adecuado.

En el afio 1984, también a propuesta de la Dra. Romero Martin al considerar el
beneficio que para las alteraciones, agotamiento y/o disfunciones del Sistema
Nervioso, sobre todo, podia dar la Cura de Kneipp, se acondiciono, de acuerdo con
el Sr. Fdez-Chiralt, parte del entorno del Centro mediante obra que disefio y
supervisO Don Fernando Fernandez-Chiralt Navarro, Gerente del Balneario, para
permitir la practica de la “Pequena Hidroterapia Kneipp” la cual demostr6 desde el
principio su utilidad terapéutica basada en un reordenamiento del estilo de vida
(circunstancia que facilita la aplicacion de la cura termal con sus horarios y
recomendaciones generales), y basada también en la capacidad equilibradora de los
estimulos naturales ofrecidos al aire libre, siendo el Balneario de Alange el primero

que contod con dicho servicio en Espafia.

La Pradera Kneipp se asienta en 2800 m* de cesped de grama que se extienden en
tramos planos y de ladera que estd ornamentada con 299 arboles, sauces, pinos y
laureles, entre otros, y un pequeio lago artificial con peces, y que cuenta asimismo

con, una pileta de 12 m> para practicar “el paso de garza en el agua” sobre la que
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fluyen ademas dos chorros de agua mineromedicinal para humedecerse las manos,
muiiecas, nuca y flexuras de los codos tal y como esta indicado en esta técnica de
-pequena hidroterapia- que se completa con un paseo sobre un “sendero de
guijarros” de 400 pasos que recorre la pradera y sobre un “lago de arena”, todo lo

170 al72 ,
32 estimulos de

cual permite al aire libre frente a los sintomas de estrés
afrontamiento de las distintas texturas que ofrece la naturaleza, tolerancia
progresiva de los menos agradables, fortalecimiento y, en definitiva, una
reflexoterapia capaz de rehabilitar y reconciliar progresivamente la sensibilidad a
los estimulos naturales y facilitar su efecto equilibrador, pudiéndose con todo ello

173,174

reducir la ansiedad facilmente diagnosticable entre los baiistas en la consulta

termal, en la cual ademas de el diagndstico y la prescripcion hidrologica, es preciso

establecer una adecuada relacion psicoterapeutica dentro del marco termal'”.

El efecto terapéutico de este servicio fue notable desde el principio, demostrandose
una rotunda modificacion de la habitual tendencia al aislamiento que suelen
presentar muchos pacientes con patologia del sistema nervioso, también durante la
cura, y reduciéndose asimismo la fobia a las aplicaciones con el agua fria que en
muchos casos tenia lugar gracias al progresivo fortalecimiento que se logra ademas
con los sencillos y suaves ejercicios que los monitores animan a realizar al aire
libre junto al efecto estimulante de la luz natural y a la previa exposicion a la
radioemanacion, de apreciables y objetivos efectos, que tiene lugar durante el

~ 1762179
bafio """,

En 1985, la Dra. Romero Martin valord, que la notable composicion del agua
mineromedicinal tendria mejores efectos sobre el Aparato Respiratorio si se
aplicaba ésta directamente en forma de microniebla obtenida por efecto Venturi con
mascarilla, que los que ya ella venia observando en pacientes afectos de patologia
respiratoria que acudian al Balneario para tratar otra patologia que también sufrian,
y propuso que se creara un servicio de Aerosolterapia con el agua mineromedicinal

que, una vez mas, fue muy bien acogido por los Administradores y que llevo a cabo
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el Sr. Fernandez-Chiralt Navarro. Este servicio en la actualidad atiende un alto
numero de pacientes hasta el punto que casi iguala a los que atiende por patologia
reumatica y degenerativa de aparato locomotor que es la segunda indicacion del

Balneario.

En 1988, tras la incorporacion de Dofia Concepcion Serrano Moreno en 1986, el
Centro promovid un curso en colaboracion con el Excmo. Ayuntamiento de Alange
y el INEM sobre “Terapia y Balneario” que monitorizo Dofia Concepcion Serrano
Moreno con la colaboracion de la Dra. Romero Martin, con cuyas ensefianzas
tedricas y practicas y su correspondiente evaluacidén se capacitd oficialmente al
personal técnico, que ya tenia el Centro, y se habilit6 a los demas alumnos para una
posible y futura incorporacién, tal y como ha sucedido, gracias al notable desarrollo
del Balneario. Otro curso igual que el anterior sobre “Técnicas de Masaje” permitiod
la incorporacion de un servicio de “Contactoterapia de Relajacion” y el
correspondiente desarrollo de nuevas instalaciones, este servicio resulta un gran

complemento a la crenohidroterapia.

En 1990 Ila Dofia Concepcion Serrano Moreno propuso, también como
complemento, afiadir un servicio de “Parafangos” ya que el agua del Balneario no
forma peloide, que igualmente se aceptd creandose la oportuna instalacion que
desde el principio viene rindiendo un extraordinario servicio al sumar, en unos
casos, los efectos analgésicos, antiinflamatorios y troficos de los parafangos a los
del agua, y al proteger de los efectos del agua fria, en aquellos otros, que debe
aplicarse asi al estar indicado por patologia del Sistema Nervioso y/o Curas de

Relax.

Todas estas nuevas instalaciones incluida la construccion del Hotel Varinia en 1989
y la excelencia de todos los servicios, junto a la calidad mineromedicinal de las
aguas y la actuacion del Gabinete Médico Especializado, han permitido que el

Balneario forme parte de la relacion de Centros incluidos en el Programa de
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Termalismo Social del INSERSO desde su inicio en 1989 (actual IMSERSO), y
que se sitie en los primeros puestos entre los centros solicitados por los
beneficiarios dada la singularidad y efectos en su primera indicacion, la patologia
del Sistema Nervioso tan frecuente en el estilo de vida actual, y el notable

rendimiento también en las demas indicaciones.

Para responder a las exigencias de este Programa de Termalismo Social se ha
ampliado la temporada oficial del Balneario, limitada antes al verano, y en
sucesivas obras la primera en 1989 y la segunda en el afio 2000 se han acristalado
cada uno de los dos patios, el de acceso a la consulta y administracion y el de las
galerias de bafos, que han permitido disponer de comodos y estéticos espacios en
los que relajadamente los agiiistas esperan su turno o reposan tras el bafio.
Asimismo y en 1998 se ha construido un Salén de Actos de 208m’ para las
actividades cientificas y sociales, y es donde, entre otras actividades, se imparten
las “Charlas de Educacién Sanitaria sobre Hidrologia Médica” a los grupos del

citado Programa de Termalismo Social.

En 1995 y a fin de poder ofrecer un servicio crenohidroterapico con agua caliente
mas activo que el que se ofrece con el bafio en bafiera para el tratamiento, en los
casos que esté indicado, de la patologia osteolocomotora tanto reumatico-
degenerativa como traumatica 6 de apoyo al entrenamiento deportivo y
rehabilitacion, se ha creado una piscina de agua caliente que cuenta también con
-chorros de burbujas- para masaje intraacudtico y ejercicios de marcha y
movimientos resistidos. Asimismo ya en el afio 2001 se ha habilitado una de las
Piscinas Romanas, también, para bafio en agua caliente y ambas para chorros de
burbujas, a las cuales, desde el afio 2001, se puede acceder desde la Pradera Kneipp

cuando se desea, o cuando es necesario salvar el acceso por la escalera habitual.

Desde 1998 se dispone de Gabinete para Masaje Vichy y de Sala para Bafio de

Vapor, y desde el 2002 se dispone también, en sustitucion de otra anterior, de una
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piscina activa con una capacidad 150 m’ (agua termal desnaturalizada ya que esta
clorada y depurada) que se ha ubicado al aire libre para quienes pasan una estancia
turistica en el centro al no disponer de tiempo suficiente para una cura termal, y
partir del afio 2002, el Balneario cuenta con un amplio y estetico vestuario de
80 m’, construido con ayuda de la Junta de Extremadura en el espacio que ocupaba
la antigua Casita del Guarda, dotado de servicios y duchas que centraliza y
sustituye de forma muy adecuada los vestuarios antes ligados a los distintos

servicios crenoterapicos.

Con todo, la relacion general de instalaciones y servicios crenoterapicos del

Balneario de Alange en el afio 2003 es la que sigue:

- Un Manantial de Agua Naciente a 28°C Oligometalica Radiactiva con caudal de
316 L/minuto sin oscilaciéon estacional.

- Dos Piscinas Romanas de 30 m’ techadas en ctpula con fondo y graderio de
marmol.

- Dos Piscinas de agua naciente (Lagunas del Manantial) techadas en cupula de
110 m’ con fondo de guijarros.

- Una piscina techada de agua caliente de 25 m’ con sistema accionable de 14 jet
para aplicacioén de burbujas.

- Una piscina turistica al aire libre de 150 m’.

- 32 Baiieras de una pieza 150/200L de marmol de Macael ubicadas en gabinetes
individuales, y algunos dobles, techados y con lucenario y ventilacion regulable.

- Una sala de 30 m’ con solado y asiento colectivo de marmol para Bafio de
Vapor.

- Ocho Sistemas hidroterapicos para la administraciéon de Chorros regulados con
mandmetro y termdémetro y para Ducha Escocesa.

- Gabinete con Bafo de Asiento y Sistema para aplicacion de Irrigaciones

Vaginales y Perineales.
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- Una sala con 7 tomas de Oxigeno Medicinal para la aplicacion individual de
agua mineromedicinal en forma de aerosol con mascarilla, asi como un sistema
para la aplicacion también individual de Gota Gruesa.

- Una sala con dos Hornos (SUBAQUA) para la preparacion de Parafangos y
capacidad para atender simultaneamente a 20 personas.

- Un solarium para la aplicacion y secado de Bafios de Arcilla (Bentonita).

- Una sala con 8 Camillas para la aplicaciéon de Masajes (decontracturacion
post-traumatica deportiva, accidental 6 inflamatoria, contactoterapia de
relajacion, y drenaje linfatico, entre otros,).

- Un gabinete para la aplicacién de Masaje Vichy.

- Un Vestuario de 80 m” dotado con servicios y duchas.

- Dos gabinetes dotados para consulta y exploracion médica.

- Laboratorio basico dotado de Estufa marca Selecta, nevera y deméas aparataje
para estudio hidrologico y microbiologico de campo.

- Dos Patios de 104 y 311 m* con techo acristalado y ventilaciéon regulable para
relajacion y reposo pre/post-baio.

- Una Pradera Kneipp de 2800 m” para la aplicacion de Pequefia Hidroterapia

- Un Hotel con 36 habitaciones.

- Kiosko-Bar acristalado para servicio de hosteleria en la zona ajardinada del

Centro.

Desde el afio 1996 el Balneario recibe durante la temporada de verano a alumnos de
segundo y tercer curso de la Escuela de Fisioterapia por acuerdo con la Universidad
de Extremadura, que complementan su formacién en hidroterapia auxiliando al
personal técnico del Centro con la supervision de sus facultativos y un

fisioterapeuta profesional.
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e Indicaciones de la Cura Termal en el BALNEARIO DE ALANGE

Las caracteristicas fisico/quimicas, ya descritas, del agua manantial con la que
cuenta el Balneario de Alange, determinan su calificacion como AGUA
HIPOTERMAL-OLIGOMETALICA-CLORURADO-BICARBONATADA—

SODICO-CALCICO—MAGNESICA Y RADIACTIVA y tras el adecuado
diagnostico médico y prescripcion especializada junto a su oportuna administracion
en las instalaciones ahora disponibles en el centro, permiten, gracias a su

composicién y propiedades, la atencion PREVENTIVO-TERAPEUTICA de:

1. Afecciones del Sistema Nervioso:

- Psicosis Maniaco-Depresiva y Esquizofrénica en curso y en cronicidad
- Neurosis y afecciones Psicosomaticas

- Astenia, Surmenage y otros agotamientos nerviosos

- Epilepsia en sus distintas manifestaciones

- Distonia Neurovegetativa

- Neuralgias, Jaquecas, Cefaleas, Esclerosis Multiple (en fases no agudas)
- Apoyo a la recuperacion neuroldgica post-traumatica

- Insomnio, Sindrome de las Piernas Inquietas

- Sindromes Emocionales por Climaterio tanto femenino como masculino
- Inquietud Psicomotriz de la Infancia

- Apoyo a la Estimulacion Neuropsiquica en nifios/as con discapacidad

N

. Afeccciones del Aparato Locomotor

- Artropatias degenerativas de cualquier localizacion, artrosis, osteoporosis, etc.

- Espondilitis y Sacroileitis Anquilopoyética

- Neuralgias asociadas a procesos degenerativos de columna vertebral: cervico-
-dorso-lumbo-sacro-coxalgias y lumbo-ciatalgias

- Artritis Reumadtica Juvenil y de otras edades (en fases no agudas)
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Reumatismos de partes blandas: Fibromialgia, Condritis, Tendinitis, etc.

Recuperacion frente a traumatismos de origen general y/o deportivo

3. Ginecopatias
- Dismenorrea
- Dispareunias
- Congestion Pélvica

- Sindromes de Insuficiencia Hormonal juvenil y postmenopausico

4. Afecciones del Aparato Respiratorio

- Catarro recidivante 6 cronico de vias respiratorias altas: Sinusitis, Faringitis y
Laringotraqueitis

- Asma Bronquial Intrinseco y por sensibilizacion alérgica

- Broncopatias crénicas (EPOC), Bronquiectasias, etc.

5. Disreacciones Cutaneas Alérgicas

Atopia

Urticaria

Sensibilizaciones alérgicas

6. Alteraciones del Aparato Circulatorio

Angina, Claudicacion Intermitente y otras afecciones de espasticidad vascular

Hipertension Arterial esencial

Arteritis, flebitis e insuficiencia venosa

\I

. Apoyo en Deporte, Descanso y Relajacion en General

Estimulacion Crenohidroterapica en Entrenamientos

Masajes simples y/o con aceites esenciales ¢ arcilla para relajacion y/o

recuperacion de lesiones.
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En las situaciones de polipatologia y/o afecciones complicadas, la Cura se adapta a
la evolucion y tolerancia progresiva del paciente observados por el/la Especialista
del Balneario, exigiéndose en estos casos el aporte de informes clinicos y/o
estableciéndose el oportuno contacto con el equipo médico que habitualmente
atienda al paciente para consensuar el tratamiento si se ve necesario. En estos
casos, y en las afecciones graves del sistema nervioso, también se recomienda que

se acuda al centro con cuidador/a.

La que sigue siendo primera indicacion para la cura termal en Alange corresponde
a las afecciones del sistema nervioso, en las cuales la balneoterapia administrada de
forma periddica a lo largo del afio, proporciona efectos suficientemiente probados,
acortando y sobre y todo previniendo las recaidas, no solo para la sintomatologia
psiquiatrica propiamente dicha, sino tambien para las manifestaciones neuroldgicas,
de las que se puede acompanar aquella patologia. Por otra parte notable es tambien
el efecto, que el agua mineromedicinal tiene sobre la epilepsia y las otras

) . ) . 179,180
afecciones del sistema nervioso antes especificadas :

En cuanto a las Contraindicaciones de la Cura en Alange, se corresponden con las
generales de la Crenohidroterapia, es decir, pacientes con enfermedades infecciosas
6 infectocontagiosas, en especial la tuberculosis activa, cardiopatias, hepatopatias 6

nefropatias descompensadas, tumores malignos en evolucion y estados caquéxicos.
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RESULTADOS

Efectuado el trabajo de laboratorio de acuerdo con los objetivos para responder a

nuestra hipotesis, pasamos a presentar los resultados que hemos obtenido.

Los resultados que se recogen en el conjunto de tablas nombradas como TABLAS
-I- son, tal y como se exige en microbiologia, la expresion logaritmica, del recuento
de gérmenes, obtenido en cada uno de los cinco experimentos efectuados con las
cuatro aguas mineromedicinales ya especificadas en Material y Métodos, para
valorar la vegetatividad (crecimiento-letalidad) de los gérmenes Gram (+) y
Gram (—) incluidos en el estudio, asi como frente a la Legionella pneumophila tras
las diferentes horas de exposicion de estos gérmenes a las aguas. La proximidad de
los resultados obtenidos para cada microorganismo en los distintos experimentos

informa de la idoneidad del método seguido.

En el conjunto nombrado como TABLAS -II- se presentan la RII (Reduccién del
Inéculo Inicial), el porcentaje de dicha Reduccidn, la expresion grafica de las
curvas del promedio de vegetatividad alcanzada por los gérmenes en los cinco

experimentos realizados en cada caso e iconografia del trabajo de laboratorio.

El grupo TABLAS -III- muestran la significancia obtenida en el analisis estadistico

de los resultados.

El estudio de la expresion enzimatica inicial de los gérmenes y de sus posibles
cambios se presenta en el bloque de TABLAS -IV- que incluye los resultados
correspondientes a las dos formas de cada germen en relacion con cada agua y

asimismo en el conjunto de todas ellas.
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Igualmente, en la relacion de tablas de resultados se incluyen las imagenes del

estudio de inmunofluorescencia inicial de la Legionella pneumophila y tras su

exposicion a las aguas mineromedicinales, y por ultimo la iconografia del Balneario

de Alange.

I.- El estudio experimental sobre vegetatividad de gérmenes

patdgenos en aguas mineromedicinales

VEGETATIVIDAD EN AGUA SULFATADO-SODICA-HIPERTONICA
(S.S.H.)

A) Staphilococcus aureus Coagulasa (+) ATCC 25923 y de Aislado Clinico

El patrén de crecimiento que en el medio nutritivo ha presentado el S. aureus
Coagulasa (+) ATCC, de progresiva multiplicacion que alcanza su maximo en la
tercera hora a partir de la que inicia su inhibicion, es el que ha seguido también
en el agua S.S.H., aunque dicha multiplicacién en el agua mineromedicinal, asi
como en la destilada y en la de la red durante las dos primeras horas, fue
claramente inferior que en aquel medio habiendo presentado en todas una
reduccion de mas de una unidad logaritmica de diferencia. A partir de la tercera
hora y tras un ligero incremento de los gérmenes en el agua mineromedicinal, se
demuestra una progresiva inhibicion de los mismos que a las veinticuatro horas
ya habia descendido al nivel que alcanz6 en la primera, siendo finalmente en este
agua, no obstante, la multiplicacion del germen 1,58 unidades logaritmicas
inferior a la que alcanza en el medio nutritivo. En las aguas, destilada y de la red,

la inhibicion de los gérmenes tras la segunda hora fue notable, reduciéndose en
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ellas claramente el indculo inicial. Frente a un 141% de crecimiento en el agua
mineromedicinal, las aguas destilada y clorada lograron una reduccion del

indculo inicial del 88,92% y 91,59% respectivamente.

El germen procedente de Aislado Clinico presentd curvas con discreto
crecimiento durante la primera hora en el agua S.S.H. y en el agua de la red, a
partir de la que se aprecia una progresiva inhibicion en ambas que no logra sin
embargo en el caso del agua mineromedicinal si quiera igualar el numero de
germenes del indculo inicial a las veinticuatro horas, en las cuales dicho ino6culo
se mantenia con un incremento de 0,19 unidades logaritmicas; no obstante el
perfil de multiplicacion es de 2 unidades logaritmicas inferior al que sigue este
germen de Aislado Clinico en el medio nutritivo, siendo en conjunto el perfil
mas plano que el del germen ATCC. En el agua de la red, a partir de la primera
hora se inicia una discreta inhibicion de los gérmenes que se hace mas apreciable
a partir de la tercera hora, estando presente desde el primer momento esta
inhibicion en el agua destilada que logré que fuera mayor a las veinticuatro horas
que en el germen ATCC. Frente a un 53,23% de incremento del indculo en el
agua mineromedicinal, las aguas destilada y de la red lograron un 93,55% y un

91,94% de reduccion respectivamente.

Vegetatividad del S. aureus Coag. (+) a las 24 horas de exposicidn a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéeulo Inicial= 5,97 % 5.97 %
RII=Reduccién Inéculo Inicial= -1,96 22,19
Ag. S.S.H.(1) -0,38 -141,94 -0,19 -53,23
Ag. Destilada (2) 0,96 88,02 1,19 93,55
Ag. Red (3) 1,07 91,59 1,09 91,94
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La media (p) de crecimiento del S. aureus Coagulasa (+) ATCC y de Aislado
Clinico en las 1%, 2% 3* y 24 horas de exposicion al agua S.S.H., ha mostrado
diferencia significativa con la media de crecimiento alcanzado en el caldo
nutritivo y asimismo con la habida en las aguas de control salvo en la 1* hora en
la que no muestra diferencia con el crecimiento en el agua de la red para este

nimero de experimentos con un p-Valor de ANOVA <.0001 .

En cuanto al efecto que el agua S.S.H. tiene sobre las enzimas de ambos tipos de
gérmenes, se aprecia un moderado porcentaje de cambios enzimaticos, que es
claramente mayor en el S. aureus de Aislado Clinico, en el cual descienden de
manera apreciable la Esterasa, Esterasa Lipasa, Cistina Arilamidasa y la
a-Glucosidasa, que en la forma ATCC en la que se observa descenso de la
Esterasa Lipasa y Fosfatasa Acida. El descenso del nivel de enzimas, tanto de las
inmediatamente antes citadas, como de la Fosfatasa Alcalina, ha sido
globalmente mas acentuado en el agua destilada y en el agua de la red donde

efectivamente estos gérmenes han presentado mayor inhibicién que en el agua

S.S.H..

B) Escherichia coli ATCC 25922 y de Aislado Clinico

La forma de germen ATCC alcanza en el medio nutritivo el maximo de su
multiplicacion a la tercera hora de ser inoculado, tras la cual inicia una discreta
inhibicion. A diferencia de ello en el agua sulfatada-sodica-hipertonica el
germen ha presentado una discreta inhibicion del indculo inicial en meseta
durante todo el tiempo de exposicion, logrando a las veinticuatro horas una
reduccion de aquel en 0,19 unidades logaritmicas con una diferencia de
crecimiento final frente al medio nutritivo de 1,41 unidades logaritmicas. Frente
a esta inhibicion en meseta, el agua destilada y sobre todo el agua de la red

lograron una reduccion del inéculo inicial de 1,14 y 1,35 unidades logaritmicas.
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El 34,71% de reduccion en el agua mineromedicinal se elevo a 92,74% en el

agua destilada y a 95,56% en el agua de la red.

El germen de Aislado Clinico se ha comportado con mayor vitalidad que la
forma ATCC, tanto en este agua mineromedicinal como también, durante las
primeras tres horas en la de la red, no obstante en la primera ya a las veinticuatro
horas este agua logrdé una reduccion del indculo inicial hasta dejarlo en 0,10
unidades logaritmicas frente a las 1,26 unidades de incremento que alcanzo6 en
ese momento en el caldo nutritivo. En las otras aguas citadas se observa a partir
de la primera hora de exposicion una progresiva inhibicion, desde el incremento
mostrado hasta la primera hora, que finaliza con una reduccidon del inoculo
inicial de 0,86 y 1,04 unidades logaritmicas respectivamente, lo que supone un

86,31% y un 90,91% asimismo de reduccion.

Vegetatividad del E. coli a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5,97 % 5.97 %
RII=Reduccion Inéeulo Inicial= 21,22 -1.26
Ag. S.S.H(I) 0,19 34,71 0,10 22724
Ag. Destilada (2) 1,14 92,74 0,86 86,31
Ag. Red (3) 1,35 95,56 1,04 90,91

La media (p) de crecimiento del E.coli ATCC en el agua S.S.H. ha mostrado en
todas las horas una diferencia significativa respecto a la alcanzada en el medio
nutritivo, no apareciendo diferencias en el crecimiento del gérmen respecto al
alcanzado en el agua destilada y clorada de la red en la 1* hora, para este nimero

de experimentos, aunque aquellas si han existido en la 2%, 3% y 24 horas.
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El germen de Aislado Clinico crecié facilmente durante la 1* hora en el agua
S.S.H. no mostrando diferencia significativa, para este nimero de experimentos,
respecto al crecimiento que tuvo en el medio nutritivo, ni tampoco con el que
mostro en el agua clorada de la red; en la 2* hora el crecimiento en el medio
nutritivo presentd ya diferencia significativa con el que hubo en este agua
mineromedicinal, pero no asi entre ésta y el agua de la red y a su vez con el agua
destilada. La diferencias fueron también significativas en la 3* y a las 24 horas
respecto a las aguas de control donde el germen crecié menos, todo ello para un

p-Valor de ANOVA de <.0001 .

El efecto que sobre las enzimas del Escherichia coli tiene el agua S.S.H.
determina un promedio de hasta un 50% de cambios en la forma ATCC y en
torno a un 75% en el germen de Aislado Clinico, en ambos casos los cambios
han sido en el sentido de aumento del nivel de las enzimas en especial de la
Fosfatasa Alcalina y Leucina Arilamidasa y descenso de Naftol-A-S-BI-
fosfohidrolasa asi como [-galactosidasa todo ello de acuerdo con su
multiplicacion y sobrevivencia en dicha agua mineromedicinal; para las aguas de
control los cambios sin embargo han sido de disminucion del nivel de las
enzimas, sobre todo la Fosfatasa Alcalina y la N-acetil-B-glucosaminidasa entre

otros, constatdndose en ellas una mayor inhibicion de los gérmenes.

C) Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y de Aislado Clinico

La forma ATCC de este germen ha presentado en el agua S.S.H. un perfil de
sobreviviencia en meseta hasta la segunda hora con posterior inhibicion logrando
una inhibicion final del indculo de hasta 0,37 unidades logaritmicas, frente a esto
cabe sefalar que el germen en el caldo nutritivo presenta un perfil de
crecimiento con recuperacion en la tercera hora determinando una diferencia

final de 1,33 unidades logaritmicas en relacion con el agua mineromedicinal; en
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el agua destilada y en la de la red hay una progresiva inhibicion siendo la

reduccion final de un 57,22%, 87,99% y 94,06% para las distintas aguas.

El microorganismo de Aislado Clinico presenta también en este agua S.S.H. un
perfil de sobrevivencia durante todo el experimento, con ligera multiplicacion en
la segunda hora, aunque el inoculo inicial se redujo hasta quedar solo en 0,03
unidades logaritmicas; por el contrario en el agua destilada y en la de la red
presentd una progresiva reduccion del indculo hasta en un 86,09% y 96,49%

respectivamente.

Vegetatividad de la Ps. aeruginosa a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5,97 % 5.97 %
RII=Reduccion Indculo Tnicial= 20,96 20,96
Ag. S.S.H.(1) 0,37 57,22 -0,03 - 7,89
Ag. Destilada (2) 0,92 87,99 0,86 86,09
Ag. Red (3) 1,23 94,06 1,45 96,49

La media (u) de crecimiento de la P.aeruginosa ATCC y de Aislado Clinico en
el agua S.S.H. tiende en ambos casos, tras multiplicarse ligeramente, a la
reduccion del inoculo inicial. Presenta diferencias significativas respecto al
superior crecimiento que alcanza en el medio nutritivo en todas las horas de
exposicion, y asimismo las presenta con el inferior crecimiento que tiene en las
aguas de control, salvo en la 1* hora del germen Aislado Clinico donde el
crecimiento es semejante en todas las aguas, para un p-Valor de ANOVA de

<.0001 .
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El agua S.S.H. ha producido también en este germen un cambio de sus enzimas
en el sentido de aumento en la forma ATCC de la Fosfatasa Alcalina, Esterasa
Lipasa y Lipasa y de reduccion en la forma de Aislado Clinico también de la
Esterasa Lipasa y Naftol-A-S-Bl-fosfohidrolasa, siendo esto Gltimo asimismo lo
que ocurre al enfrentarlo a las aguas de control en las cuales se han inhibido los
gérmenes de manera mas acentuada disminuyendo la Leucina Arilamidasa

también en estas aguas.

D) Legionella pneumophila Serogrupo 1 cepa Philadelphia

La L. pneumophila ha seguido en el agua S.S.H. y en el agua destilada un perfil
de crecimiento en las primeras cuarenta y ocho horas, durante las cuales
increment6 en 1,02 y 0,64 unidades logaritmicas respectivamente el inoculo
inicial; a partir de ese momento presenta un progresivo descenso en ambas, ain
cuando éste fue menor en el agua mineromedicinal, manteniendo al final del
experimento un incremento de 0,74 unidades logaritmicas sobre el in6culo que
no obstante determind una diferencia de 0,90 unidades logaritmicas entre el
crecimiento del germen en su medio nutritivo y en este agua mineromedicinal en
la cual se multiplicé notablemente menos. El agua destilada, donde también el
germen proliferd inicialmente logra una mayor reduccion que el agua
mineromedicinal por lo que finalmente el indculo se incremento en ella solo en
0.09 unidades logaritmicas. En el agua de la red la inhibicion fue total ya en las
primeras horas, siendo por tanto la reduccion de 100% ; en este caso, frente a un
crecimiento del 451,61% en el agua mineromedicinal, en la destilada fue de
23,12% perdiendo el germen su caracteristica de inmunofluorescencia en ambas

aguas.
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Vegetatividad de la L. pneumophila mediada su exposicion a las aguas

SG 1
Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5,97 %
RII=Reduccién Inéculo Inicial= -1,64
Ag.S.S.H. (1) -0,74 - 451,61
Ag. Destilada (2) - 0,09 -23,12
Ag.Red (3) 0 0

La media (u) de crecimiento de la Legionella pneumophila SG 1 ha mostrado
diferencias significativas entre su mayor multiplicacién en el medio nutritivo
respecto a la alcanzada en el agua S.S.H. y a su vez entre ésta y el agua destilada,

en todas las horas de exposicion para un p-Valor de ANOVA <.0001 .

- VEGETATIVIDAD EN AGUA BICARBONATADA SODICA (B.S))

A) Staphilococcus aureus Coagulasa (+) ATCC 25923 y de Aislado Clinico

El microorganismo ATCC en el agua bicarbonatada sodica ha presentado un perfil
de crecimiento en la primera hora y asimismo en el agua de la red, a partir de dicho
momento ha seguido en una progresiva inhibicidn, mas acusada en el agua de la red
que en la mineromedicinal donde a las veinticuatro horas presenté aiun un
incremento del inoculo inicial de 0,26 unidades logaritmicas lo que no obstante
supone 1,70 unidades logaritmicas menos que el crecimiento que alcanzo en el
caldo nutritivo. En las aguas de control la inhibicion ha sido algo mayor y desde el
principio, sobre todo, en la destilada, lograndose una reduccién efectiva del indculo

de un 88,92% en ella 'y de 83,51% en la de la red.
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La forma de Aislado Clinico ha presentado un perfil de ligera multiplicacion y
sobrevivencia en meseta hasta la tercera hora en el agua bicarbonatada sodica y
en la de la red aunque en esta Gltima en niveles algo inferiores, a partir de la
tercera hora en ambas se aprecia una progresiva inhibicion que finalizé con tan
solo un incremento del inoculo inicial de 0,16 unidades logaritmicas en el agua
mineromedicinal y una diferencia de 1,98 unidades logaritmicas frente al
crecimiento del germen en el medio nutritivo. Las aguas de control
consiguieron una reduccion del indculo del 93,55% en la destilada y de 63,08%

en la de la red.

Vegetatividad del S. aureus Coag. (+) a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5,97 % 5.97 %
RII=Reduccion Indculo Tnicial= -1,96 2,14
Ag.B.S. (1) - 0,26 - 83,15 -0,16 - 46,06
Ag. Destilada (2) 0,96 88,92 1,19 93,55
Ag. Red (3) 0,78 83,51 0,43 63,08

La media (n) de crecimiento del S. aureus coagulasa (+) en las formas ATCC y
de Aislado Clinico en el medio nutritivo muestra diferencias significativas
respecto al que alcanza en el agua B.S. en todas las horas de exposicion,
asimismo, muestra diferencias significativas de crecimiento en este agua
mineromedicinal respecto a las aguas de control salvo en la 1* hora del germen

ATCC y en las 1%, 2* y 3? hora del Aislado Clinico donde no aparecen para este
numero de experimentos, para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .

La moderada a alta modificacion de las enzimas en la forma ATCC del S. aureus
Coag. (+) fue algo menor en la de Aislado Clinico habiendo disminuido éstas en

ambas formas del germen en particular la Fosfatasa Alcalina, Fosfatasa Acida y
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a-Glucosidasa, lo cual ocurrié asimismo tras el contacto del germen con las
aguas de control en las que ademas diminuy6 la Leucina Arilamidasa, Esterasa
Lipasa y a-Glucosidasa sobre todo en el agua destilada y en la forma de Aislado

Clinico.

B) Escherichia coli ATCC 25922 y de Aislado Clinico

El microorganismo ATCC ha proliferado en el agua bicarbonatada sodica
durante la primera hora hasta el punto de superar en una centésima de unidad
logaritmica el crecimiento del germen en el medio nutritivo. En forma parecida
se comportd en el agua de la red pero con niveles algo menores en €sta. Durante
la segunda hora y hasta el final del experimento se observa una inhibicion
progresiva en dichas aguas por la que practicamente el nimero de gérmenes en
el agua mineromedicinal se iguald con el del inoculo inicial presentandose una
diferencia con el crecimiento final en el caldo nutritivo de 1,14 unidades
logaritmicas. La reduccion en el agua destilada fue del 92,74% y en el agua de

la red de 70,81%.

El germen de Aislado Clinico también ha seguido un perfil semejante al anterior
aunque en este caso el agua destilada y sobre todo la de la red consiguié reducir
mas el indculo inicial desde la primera hora que la mineromedicinal, en la que
tras una clara multiplicacion del germen en la primera hora se inicia una ligera
inhibicion que finaliza igualando el numero de gérmenes inoculado. La
diferencia de crecimiento del germen entre el agua bicarbonatada sodica y el
medio nutritivo ha sido de 1,09 unidades logaritmicas y la reduccion de 86,31%

en la destilada y de 44,44% en el agua de la red.
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Vegetatividad del E. coli a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5.97 % 5.97 %
RII=Reduccién Inéculo Inicial= -1,22 21,26
Ag. B.S.(1) 20,08 220,50 20,17 ~48,92
Ag. Destilada (2) 1,14 92,74 0,86 86,31
Ag.Red (3) 0,53 70,81 0,26 44,44

La media (u) de crecimiento del E. coli ATCC y de Aislado Clinico en el medio
nutritivo solo ha mostrado diferencias significativas de crecimiento en el agua
B.S. respecto a las aguas de control, y €stas entre si, solo casi en la Gltima hora y
no en la 1%, 2* y atn 3* hora, para este nimero de experimentos, donde la
multiplicacion en dicho medio nutritivo ha sido semejante a la alcanzada en este
agua mineromedicinal y en la clorada de la red, para un p-Valor de ANOVA de
0.0003 en la 1* hora del germen ATCC y de 0.0002 en la misma hora del

Aislado Clinico, y de <.0001 en las demas horas.

Los cambios enzimdticos han sido de moderados a altos afectando sobre todo en
ambas formas del germen a la Fosfatasa Alcalina, B-Galactosidasa y Naftol-A-
S-BI- Fosfohidrolasa en los que han disminuido; las aguas de control han
producido también reduccidn de algunos de esos de los enzimas y de la Esterasa,

Fosfatasa Acida, Leucina Arilamidasa en ambas formas del germen.

C) Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y de Aislado Clinico

El germen ATCC presenta en el agua bicarbonatada sddica un perfil de inhibicion

progresiva que a partir de la primera hora y hasta la tercera se mantiene en
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meseta y tras una ligera recuperacion finaliza con una reduccion del indculo
inicial de 0,25 unidades logaritmicas que supone una diferencia de 1,21 unidades
logaritmicas respecto al crecimiento final en el medio nutritivo. La reduccion
del indculo en el agua destilada y de la red ha sido de 87,99% y de 97,31%

respectivamente.

El microorganismo de Aislado Clinico, tras un ligero crecimiento durante la
primera hora en el agua bicarbonatada, presentd una progresiva inhibicion tanto
en ella como en las aguas de control aunque en estas aguas fue mas acentuada,
logrando una reduccion en el inoculo inicial de 0,35 unidades logaritmicas en el
agua mineromedicinal lo que supone un 55,02%, y una diferencia respecto a la
multiplicacion de gérmenes alcanzada a las veinticuatro horas en el medio
nutritivo de 1,31 unidades logaritmicas. La inhibicién fue de un 86,09% en el

agua destilada 'y de un 95,34% en el agua de la red.

Vegetatividad de la Ps. aeruginosa a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5,97 % 5.97 %
RII=Reduccion Indculo Tnicial= 20,96 20,96
Ag.B.S. (1) 0,25 43,94 0,35 55,02
Ag. Destilada (2) 0,92 87,99 0,86 86,09
Ag. Red (3) 1,57 97,31 1,33 95,34

La media (p) de crecimiento de la Ps. aeruginosa ATCC y de Aislado Clinico en
el medio nutritivo ha diferido significativamente respecto al menor crecimiento
alcanzado en el agua B.S. y en las de control en todas las horas de exposicion,

salvo en la 2% hora en la que ambas formas del germen no presentan diferencias
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de crecimiento, para este numero de experimentos, en el agua mineromedicinal y

en el agua destilada para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .

Salvo en la forma ATCC donde los cambios presentan un ligero aumento de
enzimas tales como la Esterasa Lipasa, Lipasa, Leucina Arilamidasa en el agua
mineromedicinal donde efectivamente el germen logra una discreta recuperacion,
la forma de Aislado Clinico, excepto la Fosfatasa Acida que aumenta, tanto en el
agua bicarbonatada soédica como en las de control disminuye sus enzimas sobre

todo la Lipasa, Leucina Arilamidasa y Naftol-A-S-BI-fosfohidrolasa.

D) Legionella pneumophila Serogrupo 1 cepa Philadelphia

Tanto en el agua bicarbonatada sddica como en el agua destilada, durante las
primeras cuarenta y ocho horas tras la inoculacion este microorganismo se
multiplicd incrementando su numero en 0,78 unidades logaritmicas y en 0,64
unidades logaritmicas respectivamente. Pasado este periodo inicid una
progresiva inhibicion, mayor en el agua destilada, que al cabo de las ciento
veinte horas del experimento determind por un lado un incremento del in6culo
en 0,60 unidades logaritmicas en el agua mineromedicinal, y por otro, que se
igualara con el citado indculo en el caso del agua destilada; no obstante en
ambos casos el germen perdid la condicion de inmunofluorescencia y un
crecimiento en el agua bicarbonatada de 1,04 unidades logaritmicas menor que
en su medio nutritivo. En el agua de la red la inhibicion fue total en las primeras
horas del estudio con una reduccion del 100% frente al incremento del 294,09%

en el agua mineromedicinal y del 23,12% en el agua destilada.
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Vegetatividad de la L. pneumophila mediada su exposicion a las aguas

SG1
Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5.97 %
RII=Reduccion Indculo Inicial= -1,64
Ag.B.S. (1) - 0,60 - 294,09
Ag. Destilada (2) - 0,09 -23,12
Ag. Red (3) 0 0

La media (n) de crecimiento de la Legionella pneumophila SG 1 en el medio
nutritivo ha diferido significativamente, respecto al crecimiento alcanzado en el
agua B.S. en todas las horas de exposicion, y a su vez el que presenta en el agua
destilada, salvo en la primera etapa de exposicién donde para este nimero de
experimentos no muestra diferencia significativa de multiplicacion todo ello

para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .

- VEGETATIVIDAD EN AGUA CARBOGASEOSA (CRB.)

A) Staphilococcus aureus ATCC 25923 y de Aislado Clinico

El microorganismo ATCC ha presentado en el agua carbogaseosa un ligerisimo
aumento del niumero de gérmenes inicialmente inoculados durante la primera
hora de exposicion, a partir de ella mantiene una sobrevivencia en meseta que
determind que al final del experimento el indculo se incrementara en 0,26
unidades logaritmicas siendo, no obstante la diferencia en ese momento con el
crecimiento en el caldo nutritivo ha sido de 1,70 unidades logaritmicas. En el

agua destilada ha presentado una reduccion del 88,92% y en la de la red del

63,28%.

136



Resultados

En cuanto al germen de Aislado Clinico el perfil es semejante pero en este caso
tras una ligera multiplicacion y sobrevivencia en meseta inicia una inhibicion a
partir de la tercera hora por la que se redujo el inoculo inicial en 0,32 unidades
logaritmicas, esto supone una diferencia con el crecimiento en el caldo nutritivo
de 2,46 unidades logaritmicas. En el agua destilada presentd inhibicion
progresiva que determind una reduccion del inoculo del 93,55%. El agua de la
red también ocasiono inhibicidn progresiva hasta la tercera hora tras la que ésta

se acentud notablemente hasta reducir el inoculo en un 93,62%.

Vegetatividad del S. aureus Coag. (+) a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5,97 % 5,97 %
RII=Reduccion Indculo Inicial= -1,96 2,14
Ag. C.G. (1) -0,26 - 80,11 0,32 52,08
Ag. Destilada (2) 0,96 88,92 1,19 93,55
Ag.Red (3) 0,44 63,28 1,20 93,62

La media (p) de crecimiento del S. aureus Coagulasa (+) ATCC y de Aislado
Clinico ha mostrado para todas las horas de exposicion diferencia significativa
respecto al crecimiento alcanzado en el agua C.G., no habiendo existido dicha
diferencia de crecimiento, para este nimero de experimentos durante las tres
primeras horas de exposicion, entre la multiplicacion alcanzada en el agua
mineromedicinal y la obtenida en el agua clorada de la red durante las tres
primeras horas en el caso del germen ATCC, mientras que si la hubo respecto al

crecimiento de esta forma del germen en el agua destilada.

La sobrevivencia del germen de Aislado Clinico en el agua C.G. ha superado

de forma significativa la alcanzada en el agua clorada de la red y en la destilada,
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no existiendo, sin embargo, diferencia de crecimiento entre estas ultimas, todo

ello en las dos formas del germen para un p-Valor de ANOVA <.0001 .

Los cambios que el sistema API pone de manifiesto son moderados y
demuestran globalmente escasos cambios enzimdticos en la forma ATCC del
germen donde han oscilado la Esterasa Lipasa y la Cistina Arilamidasa; en la
forma de Aislado Clinico han disminuido la Fosfatasa Acida y a-Glucosidasa.
Las aguas de control han determinado también disminucion de las Fosfatasas y

de la a-Glucosidasa para ambas formas del germen.

B) Escherichia coli ATCC 25922 y de Aislado Clinico

En el agua carbogaseosa la forma de germen ATCC ha presentado un perfil en
dientes de sierra; en un primer momento se observa un ligero crecimiento del
in6culo que cede en la segunda hora a partir de la cual de nuevo se reanuda una
ligera multiplicaciéon aunque menor que la anterior para finalizar con una
inhibicion que redujo el indculo en 0,16 unidades logaritmicas lo que supone
una diferencia respecto al crecimiento del indculo en el medio nutritivo de 1,38
unidades logaritmicas. En el agua destilada presentd inhibicion progresiva por la
que el inoculo se redujo a las veinticuatro horas en un 92,74%. En el agua de la
red mantuvo una sobrevivencia en meseta sin incremento del indculo hasta la
segunda hora en el que inicid su inhibicion determinando una reduccion del

96,06%.

El germen de Aislado Clinico se perfila en meseta, tras una levisima
multiplicacion en el agua mineromedicinal llegando finalmente a incrementar el
in6culo en 0,17 unidades logaritmicas lo que supone una diferencia de 1,09
unidades logaritmicas respecto al crecimiento del germen en el caldo nutritivo.

En el agua destilada, tras un insignificante incremento inicial, el germen se
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inhibid progresivamente y en la de la red el indculo que se multiplicd algo mas
que en el agua mineromedicinal manteniéndose en meseta hasta la tercera hora

siendo la reduccion final de aquel de un 86,31% y 52,08% respectivamente.

Vegetatividad del E. coli a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5,97 % 5,97 %
RII=Reduccion Indculo Inicial= 1,22 21,26
Ag. C.G. (1) 0,16 30,11 -0,17 -46,51
Ag. Destilada (2) 1,14 92,74 0,86 86,31
Ag.Red (3) 1,40 96,06 0,32 52,08

La media (u) de crecimiento del E. coli ATCC en el agua C.G. durante la 1?
hora de exposicidon no ha presentado diferencia significativa, para este namero
de experimentos, respecto al crecimiento en el medio nutritivo; en las 2%, 3% y 24
horas si muestra ya diferencias significativas de crecimiento entre dicha agua
mineromedicinal y en el caldo nutritivo tanto en dicha forma ATCC como en el

germen de Aislado Clinico.

Aunque el germen ATCC, salvo en la 2% hora de exposicion, muestra diferencia
significativa respecto a su crecimiento en el agua C.G. y las aguas de control, el
germen de Aislado Clinico no presenta esas diferencias significativas de
sobrevivencia entre el agua mineromedicinal y las de control, para este nimero
de experimentos, durante toda la exposicion hasta alcanzar las 24 horas para un

p-Valor de ANOVA de <.0001 y 0.0003 respectivamente.

Los cambios enzimaticos han sido de moderados a altos provocando el agua

carbogaseosa disminucidon de distintas enzimas tales como la Fosfatasa Acida,
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Esterasa, -galactosidasa y en ambas formas del germen, ocasionando el agua
destilada reacciones muy semejantes para dichas enzimas, mientras que el agua

de la red junto a lo anterior presenta aumento de la Leucina Arilamidasa.

C) Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y de Aislado Clinico

El germen ATCC en el agua carbogaseosa mantuvo un nivel de sobrevivencia
en meseta, salvo una ligera inhibicion a las dos horas que se repiti6 al final del
experimento; en este momento el indculo inicial se habia reducido 0,20
unidades logaritmicas diferenciandose asimismo en 1,16 unidades logaritmicas
respecto al crecimiento que alcanzd en el caldo nutritivo. La reduccion en el

agua destilada fue de 87,99% y en el agua de la red 82,17%.

En el caso del germen Aislado se observa una notable multiplicacion hasta la
primera hora a partir de la que ésta se corrige hasta el nivel del indculo
sobreviviendo en meseta hasta la tercera hora en la que se inicia su inhibicion.
Al final del experimento el numero de gérmenes se redujo hasta la cifra el
inoculo inicial, la diferencia con el crecimiento en el caldo nutritivo fue de 0,95
unidades logaritmicas y la reduccion en el agua destilada y la de la red, en las

que presentd un perfil de inhibicion, fue del 86,09% y 78,55%.

Vegetatividad de la Ps. aeruginosa a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5.97 % 5.97 %
RII=Reduccién Inéculo Inicial= 20,96 20,96
Ag. C.G. (1) 0,20 36,83 -0,01 - 1,25
Ag. Destilada (2) 0,92 87,99 0,86 86,09
Ag.Red (3) 0,75 82,17 0,67 78,55
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La media (u) de crecimiento de la Ps. aeruginosa ATCC y de Aislado Clinico
alcanzado en el medio nutritivo muestra diferencia significativa con el obtenido
en el agua CRB. en todas las horas de exposicion, no existiendo diferencia
significativa, en este nimero de experimentos entre la multiplicacion en el agua
CRB. y las aguas de control en las dos primeras hors de exposicion para el
germen ATCC y si en la 3% y 24 horas. Sin embargo, en el germen de Aislado
Clinico se presentan diferencias significativas en todas las horas de exposicion

entre la media de crecimiento en el agua CRB. y las de control, para un p-Valor

de ANOVA de <.0001 .

El nimero de cambios enzimaticos es moderado a alto y tienden al aumento del
nivel de la Lipasa, Leucina Arilamidasa y Esterasa Lipasa en las dos formas del
gérmen expuesto al agua carbogaseosa, mientras que en las aguas de control
sobre todo en el agua de la red se observa disminucion en la forma ATCC de la
Ps. aeruginosa para Esterasa, Lipasa, Leucina Arilamidasa y Naftol-A-S-BI-
fosfohidrolasa, y en la de Aislado Clinico asimismo disminuyen dichas enzimas

asi como la Fosfatasa Acida.

D) Legionella pneumophila Serogrupo 1 cepa Philadelphia

En el agua carbogaseosa la L. pneumophila presentd un perfil de multiplicacion
en las primeras cuarenta y ocho horas tras las cuales mostré una inhibicion
incrementado el inoculo en 0,36 unidades logaritmicas lo cual determin6 una
diferencia de 1,28 unidades logaritmicas frente al crecimiento en su medio
nutritivo. En el agua destilada, el perfil fue muy semejante aunque la inhibicion
a partir de las cuarenta y ocho horas fue mayor mostrando tan solo un
incremento de 0,09 unidades logaritmicas que se corresponden con el 23,12 %

de reduccion final; en ambos casos la exposicion a dichas aguas determind una
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pérdida de la inmunofluorescencia del microorganismo. En el agua de la red el

cloro inhibi6 por completo a los gérmenes en las primeras horas estudiadas.

Vegetatividad de la L. pneumophila mediada su exposicion a las aguas

SG1
Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5.97 %
RII=Reduccion Indculo Inicial= -1,64
Ag.C.G. (1) -0,36 - 127,69
Ag. Destilada (2) - 0,09 - 23,12
Ag. Red (3) 0 0

La media (n) de crecimiento de la Legionella pneumophila en el medio nutritivo
ha presentado diferencia significativa respecto al alcanzado en en agua CRB.
durante toda la exposicidon, no existiendo dicha diferencia, para este nimero de

experimentos entre el crecimiento del germen en el agua mineromedicinal y en la

destilada de control para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .

- VEGETATIVIDAD AGUA OLIGOMINERAL BICARBONATADA MIXTA
(OLIG.)

A) Staphilococcus aureus Coagulasa (+) ATCC 25923 y de Aislado Clinico

La forma ATCC de este microorganismo en el agua oligomineral bicarbonatada
mixta se multiplicé durante la primera hora aumentando el inéculo en casi
media unidad logaritmica, seguidamente inici6 una progresiva inhibicion que a
las veinticuatro horas logré igualar el nimero de gérmenes al del indculo inicial,

consiguiendo diferenciarse respecto al crecimiento en el caldo nutritivo en 1,95

142



Resultados

unidades logaritmicas. En el agua de la red el perfil de crecimiento ha sido
parecido al presentado en el agua mineromedicinal, aunque en este caso la suave
inhibicion iniciada a partir de la primera hora se acentud tras la tercera
obteniéndose al finalizar el experimento una reduccion del 91,24%. En el agua
destilada la inhibicidén presentada desde el inicio determind una reduccion del

88,92%.

El germen del Aislado Clinico también se multiplicd en la primera hora para a
continuacion inhibirse, sobrevivir y finalmente reducir el inoculo en 0,31
unidades logaritmicas, lo cual diferencia el crecimiento en el agua
mineromedicinal respecto al crecimiento en el medio nutritivo en 2,45 unidades
logaritmicas. En el agua de la red ha presentado inhibicion desde el principio
para finalizar con menos de 1,19 unidades logaritmicas en relacion con el
indculo que supone un 93,58% de reduccion, siendo ésta en el agua destilada de

93,55%.

Vegetatividad del S. aureus Coag. (+) a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5.97 % 5.97 %0
RII=Reduccion Indculo Inicial= 21,96 2.14
Ag. Oligom Bicarb Mixt. (1) 20,01 33.05 0.31 51,47
Ag. Destilada (2) 0,96 88,92 1,19 93,55
Ag.Red (3) 1,06 91,24 1,19 93,58

La media (p) de crecimiento del S. aureus Coagulasa (+) y de Aislado Clinico
en el medio nutritivo ha mostrado diferencia significativa en todas las horas de
exposicion respecto al crecimiento alcanzado en el agua OLIG. en ella, la

sobrevivencia ha sido semejante para ambas formas del germen que ha tendido
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finalmente a la inhibicion, sin embargo, en la forma ATCC durante las tres
primeras horas no se han mostrado diferencias de crecimiento, para este numero
de experimentos, en el agua mineromedicinal y en el agua clorada de la red
mientras que en el germen de Aislado Clinico, durante toda la exposicion, si se
han mostrado diferencias significativas de crecimiento que fue mayor en el agua

OLIG. para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .

Los cambios enzimaticos han sido escasos en la forma ATCC en la que ha
disminuido la Esterasa Lipasa en el agua Oligomineral Bicarbonatada Mixta, y
moderados en el germen de Aislado Clinico en el que el cambio afecté a la
Leucina Arilamidasa, Fosfatasa Acida y a-Glucosidasa en ambos tendieron a
disminuir siendo esto mas acentuado tras la exposicion al agua de la red en
particular las Fosfatasas y Leucina Arilamidasa esta tltima en el germen de
Aislado Clinico; en el agua de la red también este germen disminuyé las
Fosfatasas, a-Glucosidasa, Esterasa Lipasa esta en ambas formas del germen,

habiendo sido en las aguas de control la reduccidn de los gérmenes mayor.

B) Escherichia coli ATCC 25922 y de Aislado Clinico

El microorganismo ATCC ha presentado en el agua oligomineral un perfil en
diente de sierra plano que demuestra un ligerisimo crecimiento seguido de
inhibicion los cuales se repiten para finalizar igualando el niimero de gérmenes
inoculados. La diferencia con el crecimiento en el caldo nutritivo ha sido de
1,15 unidades logaritmicas. En el agua de la red solamente a partir de la segunda
hora, se establecid una progresiva inhibicion que redujo el indculo al final en
0,36 unidades logaritmicas lo cual supone una reduccion del 56,20% ,que en el

agua destilada fue de 92,74%.
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El germen de Aislado Clinico ha mostrado un intenso crecimiento durante la
primera hora en la que casi se iguala con el que tuvo lugar en el medio nutritivo,
pero a partir de ella se inhibid progresivamente para finalizar con una reduccion
del in6culo en 0,12 unidades logaritmicas y una diferencia con el crecimiento en
ese momento en el caldo nutritivo de 1,38 unidades logaritmicas. En el agua de
la red la inhibicion estuvo presente desde el principio lograndose una reduccion
del inéculo del 93,87%, mientras que en el agua destilada la reduccion fue del

86,31%.

Vegetatividad del E. coli a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéeulo Inicial= 5,97 o 5.97 o
RII=Reduccién Inéculo Inicial= 122 -1.26
Ag. Oligom.Bicarb Mixt. (1) | - 0,07 216,94 0,12 24,73
Ag. Destilada (2) 1,14 92,74 0,86 86,31
Ag.Red (3) 0,36 56,20 1,21 93,87

La media () de crecimiento del E. coli ATCC y de Aislado Clinico en el medio
nutritivo ha sido superior y muestra diferencias significativas con el crecimiento
en el agua OLIG. durante toda la exposicion salvo en I* hora de la forma de
Aislado Clinico, en esta forma del germen, su crecimiento en el agua
mineromedicinal ha sido también superior y con diferencias significativas
respecto a las aguas de control en todas las horas. El germen ATCC ha mostrado
un crecimiento menor al del Aislado Clinico pero sin diferencia significativa,
para este numero de experimentos, respecto al crecimiento logrado en las aguas
de control durante las dos primeras horas de exposicion para un p-Valor del

ANOVA de <.0001 .
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La dotacion enzimatica se ha reducido mas en la forma ATCC en la que ha
disminuido las Fosfatasas asi como el Naftol-A-S-Bl-fosfohidrolasa, que en la
cepa salvaje donde ademds de disminuir la Fosfatasa Alcalina disminuye la
Esterasa, la [-galactosidasa y N-acetil-B-glucosaminidasa, aumentando
solamente la Leucina Arilamidasa, en las aguas de control donde el tipo de

cambios ha sido equivalente.

C) Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y de Aislado Clinico

La forma ATCC en este agua oligomineral presentd durante las dos primeras
horas un perfil de sobrevivencia y seguidamente una clara inhibicion que redujo
el in6culo en 0,56 unidades logaritmicas logrando asi una diferencia respecto al
crecimiento en el medio nutritivo de 1,52 unidades logaritmicas. En el agua de
la red tras una notable inhibicion hasta la segunda hora, se mantuvo en meseta
reduciéndose finalmente, no obstante en 89,78%. En el agua destilada la

reduccion fue del 87,99%.

El germen de Aislado Clinico fue mads resistente que el anterior en el agua
oligomineral bicarbonatada mixta, pues se multiplico durante la primera hora
incrementando el inoculo en casi media unidad logaritmica, a partir de ese
momento presentd una ligera inhibicién que se acentud tras la tercera hora y
redujo el indculo en 0,24 unidades logaritmicas al final del experimento, por
todo esto la diferencia respecto al crecimiento de aquel en el caldo nutritivo fue
de 1,20 unidades logaritmicas. En el agua de la red el crecimiento del germen
fue 1gual que en el agua mineromedicinal durante las dos primeras horas, a
partir de las que se inhibi6 progresivamente hasta alcanzar una reduccion del

82,44%. En el agua destilada la reduccion fue del 86,09%.
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Vegetatividad de la Ps. aeruginosa a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5,97 % 5,97 %
RII=Reduccién Indculo Inicial= 20,96 20,96
Ag. Oligom.Biarb.Mixt. (1) 0,56 72,22 0,24 42,42
Ag. Destilada (2) 0,92 87,99 0,86 86,09
Ag. Red (3) 0,99 89,78 0,76 82,44

La media (1) de crecimiento de la Ps. aeruginosa ATCC y de Aislado Clinico
en el medio nutritivo ha mostrado diferencias significativas con el alcanzado en
el agua OLIG. en todos los tiempos de exposicion y asimismo, la forma ATCC,
en cuanto a su crecimiento en esta agua mineromedicinal respecto al alcanzado
en las aguas de control. En el germen de Aislado Clinico se observa mayor
multiplicacion en el agua OLIG. que en su otra forma y no muestra un
crecimiento con diferencia significativa durante las tres primeras horas de
exposicion respecto al presentado en el agua de la red, para un p-Valor de

ANOVA de <.0001 .

Sobre la dotacion enzimatica de ambos tipos de germen el efecto del agua
Oligomineral Bicarbonatada Mixta ha hecho descender la Esterasa, Lipasa, y
Leucina Arilamidasa; por su parte las aguas de control determinaron también
disminuciéon de dichas enzimas excepto la Esterasa lipasa que aument6 en la
forma ATCC expuesta al agua de la red, siendo semejantes estos cambios en el

agua destilada.
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D) Legionella pneumophila Serogrupo 1 cepa Philadelphia

Tras un crecimiento de casi media unidad logaritmica en este agua oligomineral
bicarbonatada mixta en las primeras cuarenta y ocho horas, el germen presento
una progresiva inhibiciéon marcando con ella una diferencia de 1,32 unidades
logaritmicas respecto al crecimiento en su medio nutritivo. Al final del
experimento el indculo se habia incrementado en el agua mineromedicinal en
0,32 unidades logaritmicas. En el agua destilada su multiplicacion y
sobrevivencia fue muy semejante aunque la reduccion en ella logro casi igualar
el inoculo al final del experimento. En el agua de la red la inhibicién fue total ya
en la primera hora. También la exposicion del germen a estas aguas ha

determinado la pérdida de su caracteristica inmunofluorescencia.

Vegetatividad de la L. pneumophila mediada su exposicion a las aguas

SG1
Unidad Logaritmica
Inoculo Inicial= 5.97 %
RII=Reduccion Indculo Inicial= -1 ,6 4
Ag. Oligom. Bicarb. Mixt (1) -0,32 -109.41
Ag. Destilada (2) - 0,09 -23,12
Ag.Red (3) 0 0

La media () de crecimiento de la Legionella pneumophila en el medio nutritivo
ha mostrado diferencia significativa en todos los tiempos de exposicion con el
alcanzado en el agua OLIG. no existiendo esa diferencia, para este nimero de
experimentos, respecto al crecimiento en el agua destilada para un p-Valor de

ANOVA de 0.0007 (en las primeras 48 horas) y <.0001para las demas.

148



Resultados

VEGETATIVIDAD EN AGUA RADIACTIVA (RAD.)
-BALNEARIO DE ALANGE-

A) Stafilococcus aureus Coagulasa (+) ATCC 25923 y de Aislado Clinico

La curva de crecimiento del S. aureus coagulasa (+) ATCC en el agua
radiactiva, para el mismo indculo que en el medio nutritivo, presenta como en
aquel un patrén de crecimiento de los gérmenes, pero con un perfil claramente
distinto, ya que superada la primera hora de multiplicacion ésta ha dado paso a
un progresivo descenso, habiéndose reducido el inoculo en 0,64 unidades
logaritmicas respecto a su cifra inicial, lo cual determina una diferencia de 2,60

unidades logaritmicas frente a su incremento en el caldo nutritivo.

En cuanto a las curvas de crecimiento en el agua destilada y en la de la red, éste
ha sido semejante en ambas, presentandose un porcentaje de reduccion del

in6culo inicial de 88,92% y 95,46% respectivamente.

El perfil de la curva del Staphylococcus aureus de Aislado Clinico en el agua
radioactiva, nos muestra menor nivel de multiplicacién que en la forma ATCC
en todos los tiempos estudiados, reduciéndose en este agua el indculo inicial en
0,32 unidades logaritmicas el porcentaje de reduccion de dicho indculo ha sido
inferior en esta forma del germen y su diferencia final con el crecimiento en el

medio nutritivo ha sido de 2,46 unidades logaritmicas.

En este caso, la curva de crecimiento del germen inoculado en el agua de la red
demuestra que también en ella el germen se ha multiplicado ligeramente
durante la primera hora de exposicion, a partir de la cual su inhibicion fue
progresiva hasta lograr ya a las veinticuatro horas una reduccion del inoculo en

un 64,07% . En el agua destilada la reduccion fue de 93,55% .
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Vegetatividad del S. aureus a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5.97 % 5.97 %
RII=Reduccién Inéculo Inicial= 21,96 2,14
Ag. Rad. (1) 0,64 76,92 0,32 52,08
Ag. Destilada (2) 0,96 88,92 1,19 93,55
Ag. Red (3) 1,34 95,46 0,44 64,07

La media (p) de crecimiento del S. aureus Coagulasa (+) ATCC y de Aislado
Clinico en el medio nutritivo ha sido superior que en el agua RAD. mostrando,
con el alcanzado en ella, diferencia significativa durante todas las horas de

exposicion.

Asimismo, estas dos formas del germen no han presentado diferencia
significativa de crecimiento en el agua RAD. respecto al logrado en las aguas de
control, practicamente a lo largo de toda la exposicidon, para este nimero de
experimentos, habiéndose presentado, sin embargo, significativa la diferencia de
crecimiento en estas dos ultimas aguas respecto al alcanzado en el agua

destilada, todo ello para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .

En cuanto al efecto que el agua radiactiva tiene en las enzimas de ambos tipos
de gérmenes ha resultado, como puede apreciarse en la tabla correspondiente,
ATCC ha presentado cambios enzimaticos,

que el Staphylococcus

particularmente en las Fosfatasas, asi como en la Esterasa Lipasa y o-
Glucosidasa. Por su parte el germen del Aislado Clinico muestra un de cambios
enzimaticos en el sentido de pérdida de enzimas tales como la Leucina
Arilamidasa y a-Glucosidasa, y aumento de la Esterasa Lipasa. El agua de la
red y el agua destilada ha provocado menos cambios enzimaticos en el germen

ATCC, aunque si han disminuido en particular en las Fosfatasas, que el agua
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radiactiva, mientras que en el germen Aislado el agua destilada ha producido

mas cambios sobre las Fosfatasas, la Esterasa Lipasa y a-Glucosidasa.

B) Escherichia coli ATCC 25922 y de Aislado Clinico

En el agua radiactiva, el E. coli ATCC muestra multiplicacion en la primera
hora siendo inferior el perfil de su curva, no obstante, a la que presenta en el
medio nutritivo durante ella. A partir de la segunda hora, es evidente una
progresiva inhibicion hasta el final del experimento en el que el inoculo inicial
se ha reducido en 0,66 unidades logaritmicas que determinan una distancia de

1,91 unidades logaritmicas respecto al crecimiento en el medio nutritivo.

A diferencia de lo que ocurre en el agua radiactiva, el agua destilada y el agua
clorada de la red produjeron inhibicion progresiva desde la primera hora
mostrando una reduccion del inoculo a las veinticuatro horas de 92,74% y

87,67% respectivamente.

Frente al comportamiento de la forma ATCC, el Aislado Clinico de este
microorganismo ha presentado una inhibicion progresiva en el agua radiactiva
desde el inicio de la exposicion logrando una reduccion del correspondiente
in6éculo en 1,02 unidades logaritmicas y una diferencia a su vez de 2,28
unidades logaritmicas respecto al crecimiento en el medio nutritivo siendo
estos resultados mejores aun que en el agua destilada. Los perfiles del
desarrollo del germen en el agua clorada y en la destilada son también de
inhibiciéon desde el principio con una reduccion del indculo de 96,85% vy

86,31% respectivamente.
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Vegetatividad del E. coli a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5.97 % 5.97 %
RII=Reduccién Inéculo Inicial= 2125 21,26
Ag. Rad. (1) 0,66 77,96 1,02 90,50
Ag. Destilada (2) 1,14 92,74 0,86 86,31
Ag.Red (3) 0,91 87,67 1,50 96,85

La media (n) de crecimiento en el medio nutritivo del E. coli ATCC y de
Aislado Clinico ha mostrado diferencia significativa durante toda la exposicion
con el crecimiento alcanzado en el agua RAD., no habiéndose presentado esas
diferencias significativas entre el crecimiento en dicha agua mineromedicinal y
las aguas de control para las dos formas del germen. En caso del germen de
Aislado Clinico sorprende un crecimiento ligeramente mayor en el agua
destilada respecto a las demas a lo largo de la exposicion no habiéndose

mostrado diferencias todo ello para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .

Los cambios enzimaticos producidos por el agua radiactiva en el E. Coli
ATCC han aumentado la Esterasa Lipasa, Fosfatasa Acida B-galactosidasa y
Naftol-A-S-Bl-fosfohidrolasa; en la forma de Aislado Clinico ha disminuido la
Leucina Arilamidasa y [-galactosidasa aumentando la N-acetil-3-
glucosaminidasa. El agua de la red ha disminuido la mayoria de estas enzimas
en ambas formas del germen excepto la Leucina Arilamidasa que aumenta en
la forma de Aislado Cinico. El agua destilada increment6 la fosfatasa alcalina

del germen ATCC y la Leucina Arilamidasa del Aislado Clinico del E. coli
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C) Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y de Aislado Clinico

La Ps. aeruginosa ATCC inoculada en el agua radiactiva, inicialmente se
multiplica ligerisimamente en la primera hora, mostrando notable diferencia
con su perfil de crecimiento con el caldo nutritivo. Desde ese momento se
inhibe progresivamente reduciéndose el inoculo inicial en 0,56 unidades
logaritmicas que suponen a su vez una diferencia con el crecimiento en el
medio nutritivo de 1,52 unidades logaritmicas. En el agua destilada el
comportamiento ha sido muy parecido pero la inhibicién a las veinticuatro
horas fue del 87,99% . La curva en el agua clorada, demuestra una reduccion
progresiva del in6culo desde su siembra, siendo marcada a partir de la tercera

hora, y alcanzando una inhibicion del 93,55% .

La Ps. aeruginosa del Aislado Clinico a diferencia de la anterior, ha
presentado en el agua radiactiva durante todos los momentos de la exposicion,
un perfil de sobrevivencia de los gérmenes aunque desde el inicio se redujo
ligeramente la cantidad inoculada, reduciéndose a las veinticuatro horas en
0,22 unidades logaritmicas el in6culo y presentando asimismo una diferencia
de 1,18 unidades logaritmicas frente al crecimiento en el caldo nutritivo. En el
agua destilada, cuando se supero la primera hora en la que ya se habia reducido
algo el inoculo, la inhibicion continud progresivamente hasta llegar a un
86,09% de la inicial. Frente a estos perfiles, en el agua clorada la P.
aeruginosa del Aislado se ha reducido mas que en las anteriores desde el

primer momento alcanzando a las veinticuatro horas una inhibicion del 68,10%
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Vegetatividad de la Ps. aeruginosa a las 24 horas de exposicion a las aguas

ATCC Aislad. Clin.
Unidad Logaritmica Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5.97 % 5.97 %
RII=Reduccién Inéculo Inicial= 20,96 20,96
Ag. Rad. (1) 0,56 72,46 0,22 39,25
Ag. Destilada (2) 0,92 87,99 0,86 86,09
Ag. Red (3) 1,19 93,55 0,50 68,10

La media (p) de crecimiento de la Ps. aeruginosa ATCC y de Aislado Clinico
en el medio nutritivo ha mostrado diferencias significativas durante toda la
exposicion con el crecimiento alcanzado en el agua RAD. no existiendo
diferencias respecto al crecimiento en dicha agua y el logrado en las aguas de

control para ambas formas del germen, todo ello para un p-Valor de ANOVA

de <.0001 .

En cuanto a los enzimas, el agua radiactiva determiné cambios en el sentido de
aumento en la Esterasa Lipasa, Lipasa, Leucina Arilamidasa y solo
disminucion en Naftol-A-S-Bl-fosfohidrolasa en la P. aeruginosa ATCC . En
la Ps. aeruginosa del Aislado Clinico han disminuido también las mismas
enzimas excepto la Leucina Arilamidasa. Las aguas de control han provocado
disminucion de las enzimas en ambos tipos de gérmenes excepto en el agua de

la red para la forma ATCC en la que ha aumentado la Esterasa Lipasa.

E) Legionella pneumophila Serogrupo 1 cepa Philadelphia

Una vez inoculada la L. pneumophila en el agua radiactiva para valorar el

perfil de su crecimiento, encontramos que el germen se siguid6 multiplicando,

aunque con menor nivel que en su medio nutritivo, durante las primeras
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cuarenta y ocho horas, tras las que, a diferencia de en aquel, redujo su
multiplicacion manteniendo un progresivo descenso hasta pasadas las ciento
veinte horas de observacion que como minimo se efectud, al final de dicha
observacion el incremento sobre el indculo fue de 0,26 unidades logaritmicas
que marca una diferencia de 1,38 unidades logaritmicas frente al crecimiento
en su medio nutritivo. En el agua destilada el perfil es casi idéntico al que
present6 en el agua radiactiva aunque en este caso el inoculo inicial se redujo
en 0,09 unidades logaritmicas. Los porcentajes de reduccién en ambas aguas
fueron de 83,06% y 23,12% respectivamente frente al 100% de reduccion del
in6éculo que tuvo lugar en el agua de la red ya en las primeras horas de la

exposicion.
Este germen conservo tras la exposicidon su reaccion caracteristica de hidrolisis
del hipurato y la positividad de la oxidasa perdiendo sin embargo la positividad

en la inmunofluorescencia inicial.

Crecimiento L. pneumophila mediada su exposicion las aguas

SG1
Unidad Logaritmica
Inéculo Inicial= 5.97 %
RII=Reduccién Indculo Inicial= -1,64
Ag. Rad. (1) -0,26 - 83,06
Ag. Destilada (2) - 0,09 - 23,12
Ag. Red (3) 0 0

La media (p) de crecimiento de la Legionella pneumophila del serogrupo 1 en el
medio nutritivo ha mostrado diferencias significativas respecto al alcanzado en el
agua RAD. pero para este nimero de experimentos no han existido diferencias

entre dicho crecimiento en el agua mineromedicinal y el logrado en el agua

destilada para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .
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- VALORACION CONJUNTA DE LA VEGETATIVIDAD DE LOS
DIFERENTES GERMENES DEL ESTUDIO EN LAS AGUAS AQUI
INVESTIGADAS

A) Staphilococcus aureus Coagulasa (+) ATCC 25923 y de Aislado Clinico

Considerada de manera conjunta la vegetatividad del S. aureus, en su forma
ATCC se observa que se multiplica, salvo en el agua destilada, que se inhibe
progresivamente desde el principio, y puede sobrevivir sin diferencia
significativa entre si, en todas las aguas mineromedicinales investigadas, asi
como en el agua clorada de la red aunque en ésta ultima solo durante la primera
hora, tras la que se inhibe progresivamente. No obstante, se logra en las aguas
mineromedicinales que al final del experimento el inoculo inicial haya
aumentado en promedio solamente 0,23 unidades logaritmicas, distando
asimismo un promedio de 1,73 unidades logaritmicas a las veinticuatro horas
respecto a su crecimiento en el caldo nutritivo frente a las 2,92 y 3,03 unidades
logaritmicas que distan del crecimiento en dicho caldo el agua destilada y el

agua de la red respectivamente.

El germen de Aislado Clinico tiene un comportamiento equivalente al anterior
pero es mas vulnerable que aquel en las aguas mineromedicinales, ya que tras
una ligera multiplicacion, incluso en el agua clorada de la red durante la
primera hora, presenta una progresiva inhibicion en todas, salvo en el agua
bicarbonatada sédica donde dicha multiplicacion se mantiene hasta la segunda
hora, para finalmente presentarse un promedio de disminuciéon del ino6culo en
0,006 unidades logaritmicas y una distancia promedio también del crecimiento
final del germen en el caldo nutritivo de 2,14 unidades logaritmicas siendo de
3,33 y 3,23 unidades logaritmicas respectivamente en el agua destilada y en el

agua de la red.
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La media (u) de crecimiento del S. aureus Coagulasa (+) ATCC en el medio
nutritivo ha sido superior, y ha mostrado diferencias significativas, respecto al
alcanzado en cada una de las aguas mineromedicinales utilizadas en este
estudio y a lo largo de toda la exposicion. Durante la 1* hora destaca su
multiplicacion en el agua B.S. habiendo sido progresivamente menor en las
aguas RAD., OLG., S.S.H., ag. red. y CRB., e inhibiéndose ligeramente en el
ag. dest.; en la 2* hora de exposicion el germen redujo su multiplicacion
anterior practicamente en todas las aguas aunque solo en las de control se
inhibid por debajo del indculo inicial; en la 2% y 3% hora el S. aureus se recupera
e incluso se multiplica en las aguas S.S.H. y CRB. manteniéndose la inhibicién
progresiva en las demas aguas mineromedicinales en las cuales ya a las 24
horas el germen esta cercano, en casi todas, a la cifra del in6culo inicial,
habiéndose reducido de forma notable dicho indculo desde la 3* hora en las

aguas de control, todo ello para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .

La media (u) de crecimiento del S. aureus de Aislado Clinico en el medio
nutritivo ha sido superior y ha mostrado diferencias significativas respecto al
crecimiento alcanzado en cada una de las aguas mineromedicinales utilizadas
en este estudio y a lo largo de toda la exposicion. Durante la 1? hora, destaca su
multiplicacion también en el agua B.S. habiendo sido progresivamente menor
en las aguas RAD., OLIG., S.S.H., CRB. y agua de la red, e inhibiéndose
ligeramente también en el agua dest.; en la 2* hora el germen redujo su
multiplicacion anterior practicamente en todas las aguas aunque solo en las de
control se inhibi6 por debajo del indculo inicial, por otra parte, en la 2* horas el
germen se recupero ligerisimamente en el agua B.S. y en la 3 hora en el agua
CRB.; a las 24 horas se mantiene la reduccion progresiva en todas las aguas
logrando inhibir a este S. aureus, por debajo del inoculo inicial, las aguas C.RB,
OLIG. y notablemente mas las aguas de control, todo ello para un p-Valor de

ANOVA de <.0001 .
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B) Escherichia coli ATCC 25922 y de Aislado Clinico

Valorando conjuntamente el comportamiento de la forma ATCC del E. coli en
las aguas mineromedicinales de la experimentacidn, se observa que, salvo en el
agua sulfatado-sodica hipertonica en la cual se inhibe desde el principio aunque
algo menos que en la destilada, el germen se multiplica ligeramente durante la
primera hora de exposicion a la que sigue una progresiva reduccion para
finalizar con un promedio de inhibicion del inoculo inicial de 0,17 unidades
logaritmicas lo que supone una diferencia respecto al crecimiento del germen
en el caldo nutritivo de 1,39 unidades logaritmicas frente a las 2,36 y 2,62
unidades logaritmicas de diferencia que presenta en el agua destilada y en la de

la red seglin dicho orden.

La forma de Aislado Clinico del E. coli, excepto en el agua radiactiva y en la de
la red donde se inhibe progresivamente desde el comienzo del experimento,
muestra una ligera multiplicacion durante la primera hora incluso en el agua
destilada, asi como un perfil de sobrevivencia que finalmente cambia a
reduccion a las veinticuatro horas hasta lograrse en el conjunto de las aguas
mineromedicinales una inhibicion promedio del inoculo inicial en 0,14
unidades logaritmicas y también una diferencia promedio respecto al
crecimiento del germen en el medio nutritivo de 1,40 unidades logaritmicas; en
las aguas destilada y de la red, la inhibicidon determiné una diferencia respecto
al crecimiento en el caldo nutritivo de 2,12 y 2,47 unidades logaritmicas

respectivamente.

La media (1) de crecimiento del E. coli ATCC en el medio nutritivo ha sido
superior, y ha mostrado diferencias significativas, respecto al alcanzado en cada
una de las aguas mineromedicinales utilizadas en este estudio y a lo largo de

toda la exposicidon excepto en el agua B.S. durante la 1? hora ya que en dicha
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agua, en ese periodo, los gérmenes se han multiplicado algo mas que en el
medio nutritivo; asimismo durante la 1* hora, aunque ya inferior al medio
nutritivo, ha presentado multiplicacién aunque progresivamente menor en las
aguas CRB., y OLG., e incluso ya inferior al indculo en las aguas S.S.H. y
aguas de control; en la 2% hora de exposicidn el germen redujo su multiplicacion
anterior practicamente en todas las aguas inhibiéndose a un nivel inferior al
inoculo inicial en las aguas S.S.H., y aguas de control; en la 3* hora este E. coli
se recupera e incluso se multiplica en las aguas OLIG. y CRB. manteniéndose
la inhibicion progresiva en las demas aguas mineromedicinales, reduciéndose
respecto al inoculo inicial en las S.S.H., RAD., y aguas de control; ya en las 24
horas el germen continud inhibiéndose por debajo del inoculo en las citadas
aguas y ademas en el agua CRB., todo ello para un p-Valor de ANOVA de
<.0001 .

La media (p) de crecimiento del E. coli de Aislado Clinico en el medio nutritivo
durante la 1* hora, ha sido superior y ha mostrado diferencias significativas
respecto al crecimiento alcanzado en las aguas CRB., aguas de control y agua
RAD. inhibiéndose en esta tltima, y ya en este tiempo, por debajo del indculo
inicial; en la 2* y 3% horas la media (p) de crecimiento del germen en el medio
nutritivo presentd diferencia significativa con el menor crecimiento alcanzado
en todas las aguas mineromedicinales y de control alcanzando un nivel inferior
al del inoculo ya en este periodo las aguas de control y el agua RAD.; a las 24
horas se mantiene la reduccién progresiva en todas las aguas logrando la

inhibicion por debajo del inoculo inicial, ademds de las anteriores el agua

OLIG., todo ello para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .
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C) Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y de Aislado Clinico

La forma ATCC de la Ps. aeruginosa tras una ligera multiplicacion durante la
primera hora, salvo en el agua bicarbonatada sodica, asi como en la destilada y
en la de la red en las que desde el principio de inhibe progresivamente, se
redujo al final de la experimentacion en las demas aguas mineromedicinales
hasta disminuir el in6culo inicial en un promedio de 0,39 unidades logaritmicas
alcanzando asimismo una diferencia promedio de 1,35 unidades logaritmicas
respecto al crecimiento en el caldo nutritivo; dicha diferencia fue de 1,88
unidades logaritmicas en el agua destilada y de 2,19 unidades logaritmicas en el

agua de la red.

En el caso del germen de Aislado Clinico se aprecia multiplicacién durante la
primera hora salvo en las aguas radiactiva, destilada y de la red, seguida de
progresiva inhibiciébn tanto en ¢éstas como en las demds aguas
mineromedicinales; el promedio ha alcanzado 0,15 unidades logaritmicas de
inhibicion del indculo inicial y una distancia de 1,11 unidades logaritmicas
respecto al crecimiento de la PS. aeruginosa en el caldo nutritivo; en las aguas
destilada y de la red crecimiento fue 1,82 y 1,69 unidades logaritmicas menor

que en el ya citado caldo nutritivo.

La media () de crecimiento de la Ps.aeruginosa ATCC en el medio nutritivo
ha sido superior, y ha mostrado diferencias significativas, respecto al alcanzado
en cada una de las aguas mineromedicinales utilizadas en este estudio y a lo
largo de toda la exposicion. Durante la 1* hora destaca su multiplicacion en el
agua RAD. habiendo sido progresivamente menor en las aguas S.S.H., OLG.,
CRB., y aun reduciendo el inoculo inicial las aguas de control y el agua B.S. ;
en la 2* hora de exposicion el germen continia su inhibicidon progresiva en
todas las aguas, logrando reducir ahora también en la CRB. el nivel del ino6culo

inicial, aunque se recupera en esta agua y en la B.S. ligerisimamente, y siempre
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por debajo del indculo, ya en la 3% a las 24 horas la Ps.aeruginosa mantiene la
inhibicidn progresiva y su numero es inferior en todas las aguas al del indculo

inicial, todo ello para un p-Valor de ANOVA de <.0001 .

La media (u) de crecimiento de la Ps. aeruginosa de Aislado Clinico en el
medio nutritivo ha sido superior y ha mostrado diferencias significativas
respecto al crecimiento alcanzado en cada una de las aguas mineromedicinales
utilizadas en este estudio y a lo largo de toda la exposicion. Durante la 1? hora,
destaca su multiplicacién en el agua CRB. habiendo sido progresivamente
menor en las aguas OLIG., B.S., y S.S.H., alcanzando un nivel inferior al
in6culo inicial ya las aguas de control y la RAD.; en la 2* hora el germen sigui6
reduciendo su numero en todas las aguas, recuperandose ligeramente en las
aguas S.S.H. y OLIG. reduciendo también el indculo inicial en este periodo el
agua B.S.; en la 3" y 24 horas, tras una ligerisima recuperacion en el agua
RAD., se mantiene la reduccion progresiva en todas las aguas que logran
inhibir a esta Ps. aeruginaosa por debajo del inoculo inicial, salvo el agua
S.S.H. aunque estd en el limite, todo ello para un p-Valor de ANOVA de
<.0001 .

Legionella pneumophila Serogrupo 1 cepa Philadelphia

Inoculada Ia L. pneumophila en las aguas del estudio y en las de control puede
apreciarse como en una de estas ultimas, es decir, en el agua de la red presenta
una inhibicion total desde el primer momento de la exposicidon; en las aguas
mineromedicinales del estudio presentd en todas un perfil de multiplicacion de
1 unidad logaritmica en el caso del agua sulfatada-sddica hiperténica, y en
torno a media unidad logaritmica en las demdas aguas durante las primeras
cuarenta y ocho horas. A partir de ese momento el germen inicia una progresiva

inhibicion que fue mas acentuada en el agua destilada e inmediatamente
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después en el agua radiactiva, presentandose al final del experimento un
promedio de crecimiento del in6culo inicial de 0,46 unidades logaritmicas lo
cual supone una diferencia promedio de 1,18 unidades logaritmicas respecto al
crecimiento de la L. pneumophila en su medio nutritivo, mientras que en el

agua destilada esta diferencia fue de 1,55 unidades logaritmicas.

La media (u) de crecimiento de la L. pneumophila en el medio nutritivo ha sido
superior, y ha mostrado diferencias significativas, respecto al alcanzado en cada
una de las aguas mineromedicinales utilizadas en este estudio y a lo largo de
toda la exposicion. En todas las aguas mineromedicinales e incluso en la
destilada como agua de control se aprecia en las primeras 48 horas una
multiplicacion del germen con muy poca diferencia entre las distintas aguas,
esta proliferacion cesa, se estabiliza hacia las 72 horas y se reduce
progresivamente a partir de ellas hasta el final del experimento pero en ningin
caso se iguala ni reduce el indculo inicial, todo ello para un p-Valor de

ANOVA de <.0001 .
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I1.-Estudio microbioldgico de las aguas e instalaciones crenoterapicas

del Balneario de Alange

Realizado el estudio microbiologico de las aguas del Balneario segtn se describe en

Material y Método los resultados han sido:
A) ESTUDIO DE LABORATORIO
1) Siembra directa de las aguas del manantial y de las aguas servidas (piscinas):

Sembradas e incubadas veinticuatro horas las placas con agua mineromedicinal,
tomada de distintas localizaciones del Balneario y segun lo ya descrito,
asimismo, en Material y Método tenemos como resultado promedio de las

diferentes pruebas:

N° colonias N° colonias
Gram (+) Gram (-)
Manantial (Fria) 0 0
Lagunas (fria) 0 2
P. templada / Burbujas 0 12
Termas (frias) 0 3

Tabla 1

Gérmenes identificados:

Estudiadas con el sistema Enterotube y el sistema API 10 las escasas colonias
aisladas en la piscina templada y piscinas frias (Lagunas del Manantial), el
germen Gram (-) aislado fue Providenzia stuartii y algin otro coliforme, estos

gérmenes son en ambos casos no patdogenos.
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2) Busqueda de L. pneumophila SG 1, de algas y amebas en aguas del manantial,

en las aguas servidas (piscinas) y en las instalaciones balneoterapicas:

Tomadas las muestras de agua correspondientes a las cuatro estaciones de un
periodo anual, fueron sembradas en su correspondiente medio selectivo y una
vez incubadas se procedid a la correspondiente lectura. De forma simultanea se
realizd en las citadas muestras de agua el protocolo de examen de algas y
amebas tal y como ya se ha descrito para este fin en Material y Método

resultando:

L.pneumophila SG 1| Algas Amebas
Manantial (fria) Negativo Negativo| Negativo
Lagunas (fria) Negativo Negativo| Negativo
P. templada / Burbujas Negativo Negativo| Negativo
Terma (fria) Negativo Negativo | Negativo
Alcachofas/duchas _ . _
Negativo Negativo| Negativo
(raspadas)
Grifos (raspado) Negativo Negativo| Negativo
Toberas/salida de aire _ ‘ _
Negativo Negativo | Negativo
(raspado)

Tabla 2

Tal y como puede verse en la tabla la L. pneumophila ha estado AUSENTE en
todas las localizaciones estudiadas y asimismo los exdmenes del sedimento ya en
fresco ya tefiiddo con Giemsa fueron negativos para algas y amebas tal y como
consta en la tabla, habiéndose identificado solamente algunas fibras vegetales

inocuas en el agua de una de las lagunas del Manantial.
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B) ESTUDIO DE CAMPO

1) Filtracion por membrana de las aguas manantiales y servidas (piscinas):

C. totales |C. fecales | C. totales + C. Blue |Pseudomonas
Manantial 0 0 0 0
Lagunas 13 7 16/1 3
P. templada / 190 30 120/12 3
burbujas
Termas 60 15 55/3 9
Tabla 3

En esta tabla se aprecia el resultado promedio tras la filtracion de 100cc. de agua

procedente de los puntos indicados.

2) Test de enzimoinmunoensayo para la deteccion de L. pneumophila en las aguas

¢ instalaciones hidroterapicas:

Verano Otoflo | Invierno | Primavera

I/semana | 1/semana | 2/mes 2/mes
Manantial Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
P. templada/ burbujas | Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
Lagunas Negativo | Negativo | Negativo | Negativo
Termas Negativo | Negativo | Negativo | Negativo

Tabla 4
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3) Test de enzimoinmunoensayo para antigenuria de L. pneumophila en personal

del balneario:

Recogida la orina en recipiente estéril se procedio a la realizacion del test

segiin las indicaciones del mismo a un total de 26 personas de entre los

empleados que estan en contacto habitual con el ambiente y técnicas

balneoterapicas siendo su distribucion:

Antigenuria de L. pneumophila. Personal del balneario

i A - 1210 afi. -
Personal | @ J |20-40 afi. ed. |41 y + afios ed. Expos. 11y + afi. expos.
Explorado 20 6 65% 35% 3% 270,
Tabla 5

El resultado del test fue NEGATIVO en el 100% de los casos.
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Discusion

DISCUSION

|.- Sobre los resultados del estudio experimental realizado con las formas

ATCC y de Aislado Clinico de los gérmenes y aguas incluidos en la

investigacion.

Iniciamos esta discusion para valorar los resultados obtenidos al exponer a cada
uno de los gérmenes con las distintas aguas, a partir de las correspondientes curvas
de vegetatividad y la consideracion de la significancia estadistica asi como las

modificaciones enzimaticas.

No es posible contrastar nuestros resultados con otras investigaciones semejantes,
dado que los estudios existentes que hemos encontrado, a proposito de Ia
sobrevivencian de los gérmenes, valoran ésta, no en la forma experimental que aqui
planteamos, sin6 sobre todo, como observacion de la evolucién de los
microorganismos en los medios en los que habitualmente estan presentes, lo cual,
no obstante, nos permite una primera argumentacion para justificar nuestros

hallazgos.

Asimismo, ain cuando los resultados de este estudio, en gran medida confirman la
hipétesis, hemos de tener en cuenta que la cantidad de gérmenes incluida en los
indculos de la experimentacidn, o sea, la cantidad estandarizada en microbiologia
para las curvas de inhibicion frente a antibidticos, es una cantidad incomparable
con el aporte natural de gérmenes que se hace en la balneacion, donde ademas los
gérmenes, al exponerse a los parametros de cada agua, diferentes, sin duda, a los
idoneos para su desarrollo habitual, se alteran, tal y como hemos comprobado en el

capitulo de resultados, y como asimismo ocurre cuando se exponen a distintos
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medios. Por otra parte, el nimero de gérmenes que pueden aportarse durante la
balneacion, es muchisimo menor al que se elimina en un proceso infeccioso, que es
el que se ajusta a los citados indculos que hemos realizado, y ademads a una dilucion

181 a 184
claramente mayor® ",

- VALORACION DE CADA GERMEN EN LAS DISTINTAS AGUAS

S. aureus ATCC 25923 y de Aislado clinico en Agua S.S.H.

El S. aureus en sus dos formas, tal y como puede verse en la correspondiente curva,
aunque en este agua S.S.H. sobrevive y aun se multiplica, a pesar de la riqueza en
solutos del agua, no se desarrolla en ella como lo hace en el medio nutritivo donde
el indculo inicial aumenta, ya durante la primera hora, en mds de una unidad
logaritimica respecto a como lo hace en el agua mineromedicinal. Durante esa
primera hora de exposicion los gérmenes que sobreviven en el agua no se
diferencian significativamente de los que sobreviven en las aguas clorada y
destilada. Para este germen, segin lo anterior, el agua mineromedicinal no es un
medio nutritivo, a pesar de su riqueza en azufre y otros oligoelementos, con efecto
trofico, como los que en conjunto este germen puede encontrar en la piel y mucosas
que en general coloniza, y su crecimiento en ella en una balneacidon parece suponer
el mismo riesgo que si la balneacidon se practicara en una piscina con agua clorada

en niveles de potabilizacion.

La ligera multiplicacion que presenta en la segunda y tercera hora, que se reduce

sin embargo ya a las veinticuatro, demuestra una capacidad adaptativa del germen
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al agua pero su multiplicacion y por tanto vitalidad es incomparablemente menor a

la que muestra en el medio nutritivo

El S. aureus Coag. (+) ATCC sobrevive mas facilmente que la forma del germen
Aislado Clinico en las aguas S.S.H. y su multiplicacion en ellas no difiere
significativamente de la que alcanza durante la primera hora para ambas formas del

germen en las aguas de control.

Los cambios enzimaticos evidenciados por el sistema APl ZYM a la tercera hora de
exposicion a las aguas mineromedicinal y destilada y clorada de la red como aguas
de control demuestran que aunque el germen ha sobrevivido, el descenso de sus
enzimas, avisa de que la exposicion a dichas aguas es, o le resulta, estresante.
Dicho germen ha presentado ademas un porcentaje global de cambios enzimaticos
semejante a los que le ocasiona el agua clorada en el caso de la forma ATCC y un

porcentaje ligeramente superior para el Aislado Clinico.

E. coli ATCC 25922 y de Aislado clinico en agua S.S.H.

Aqui la forma E. coli ATCC muestra un comportamiento claramente distinto al
presentado por la forma de Aislado Clinico. El germen ATCC ya desde la primera
hora reduce en % de unidad logaritmica el indculo inicial, reduccion que mantiene
por debajo de dicho indculo durante todas las horas de exposicion, distinguiéndose
significativamente del crecimiento que alcanza en el medio nutritivo y no
presentando diferencia significativa con el crecimiento que esta forma ATCC del
germen ha mostrado con las aguas de control hasta superar la segunda hora de

exposicion.

El germen de Aislado Clinico, por el contrario, parece encontrar en el agua S.S.H. y

asimismo en el agua clorada de la red una oferta de medio nutritivo, ya que durante
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su primera hora de exposicion este germen aumenta el nimero del inoculo inicial
en las dos aguas nombradas sin diferencia significativa en relaciéon a como lo
aumenta en el medio nutritivo. A partir de esta primera hora aquella multiplicacion
del in6culo se reduce en ambas aguas, también sin diferencia entre ellas, pero si con

diferencia significativa respecto a su multiplicacion en el medio nutritivo.

Para este germen, la balneacion asimismo durante mas de dos horas en este agua
mineromedicinal no aumentaria el riesgo respecto a la balneacion en el agua

clorada en niveles de potabilizacion.

Las aguas S.S.H. producen a las dos formas de este microorganismo un porcentaje
considerable de cambios enzimaticos que es mayor en la forma de Aislado Clinico
que en la de ATCC, apreciandose un aumento del nivel de enzimas en el agua
S.S.H. respecto a las aguas de control lo que coincide con sobrevivencia en la

primera y mayor inhibicién en la segunda.

P. aeruginosa ATCC 27853 y de Aislado clinico en agua S.S.H.

El comportamiento de las dos formas del germen es relativamente parecido en
ambos casos y ponen de manifiesto que el agua S.S.H. no le resulta un medio
nutritivo, a pesar la facil sobrevivencia de la P. aeruginosa en distintos tipos de
agua a nivel ambiental, ya que respecto a su crecimiento en este agua
mineromedicinal ha reducido el inoculo inicial en cantidad importante. Durante la
primera hora no se han mostrado diferencias significativas en cuanto a su
multiplicaciéon en dicha agua y en las aguas de control, por lo que una posible
balneacion en ella no parece ofrecer mas riesgo que la balneacion en una piscina

clorada.

171



Discusion

La disminucion de las enzimas que ha presentado este germen en las aguas de
control frente a lo que ha ocurrido en el agua mineromedicinal para la forma ATCC
explicaria la mayor inhibicidon que ha tenido en aquellas; la disminucion de enzimas
del germen Aislado Clinico en las tres aguas estudiadas, nos permite pensar que
aunque en la mineromedicinal no se ha inhibido, sin embargo esta estresado. La
forma del germen Aislado Clinico ha mostrado un porcentaje de cambios
enzimaticos debidos al agua de la red respecto proximo a los conseguidos en el

agua S.S.H.

Staphilococcus aureus Coag. (+) ATCC 25923 y de Aislado Clinico en agua B.S.

Las dos formas del S. aureus Coag. (+) en este agua han mostrado una reduccion
del indculo inicial en la primera hora respecto al crecimiento en el medio nutritivo
con diferencias significativas, las cuales se han mantenido para las horas restantes
de exposicion, sin embargo la media de crecimiento no ha presentado esas
diferencias significativas en el agua mineromedicinal y en el agua de control para
dicho tiempo en la forma ATCC y para las tres primeras horas en la forma de
Aislado Clinico. Vista la equivalente sobrevivencia del indculo en estos dos tipos
de agua, la balneacion en la mineromedicinal supone el mismo riesgo que la
balneacion en una piscina clorada en niveles de potabilizacion ain cuando hemos
de tener en cuenta que los cambios enzimaticos reducen posiblemente el riesgo por

el estrés bacteriano que parece el agua determinar.

En efecto, el porcentaje de cambios enzimaticos es de -moderado a alto- en ambas
formas del germen siendo mayor en la forma ATCC que en la forma de Aislado
Clinico en lo que corresponde al agua B.S., no difiriendo en la practica de lo que se

obtenido al exponerse a las aguas de control.
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E. coli ATCC 25922 y de Aislado clinico en agua B.S.

El E. coli en sus dos formas ATCC y de Aislado Clinico, no ha mostrado para este
numero de experimentos diferencias significativas de crecimiento en la 1* hora en
el medio nutritivo en el agua B.S. respecto desarrollo alcanzado en al agua de la
red, multiplicindose en todas ellas de forma muy semejante de manera que el
indculo inicial ha aumentado a la vez y por igual a como lo hacia en el medio
nutritivo del que ya comienza a diferir a partir de la primera hora momento en el
que sigue no obstante sin diferenciar su crecimiento del que alcanza en el agua

clorada de la red.

Su inhibicion progresiva finaliza igualando a las 24 horas el indculo inicial. Si estas
aguas bicarbonatadas se contaminaran en niveles altos con este germen presentarian
durante la primera hora tras la contaminacion un riesgo equivalente al que se

tendria en una piscina con agua clorada en niveles de potabilizacion.

El E. Coli de Aislado Clinico presenta mayor porcentaje de cambios enzimaticos
que la forma ATCC, no difiriendo tampoco en préctica de lo que ocurre para ambas
formas en las aguas de control lo cual permite pensar que el nivel de posible estrés
del germen al ser semejante en ambos tipos de agua, la mineromedicinal ha logrado

parecidos efectos en el germen a los del agua clorada de la red.

P. aeruginosa ATCC 27853 y Aislado Clinico en agua B.S.

La P. aeruginosa en su forma ATCC redujo en el agua mineromedicinal el indculo
inicial desde la primera hora en % de unidades logaritmicas manteniéndose en esa
tendencia con una ligera recuperacion hasta las 24 horas, ese mismo perfil es el
presdentado en las aguas de control sin diferencia significativa con aquella. El

Aislado Clinico ha mostrado una tendencia a la inhibicion del indculo salvo en la
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primera hora, todo ello también sin diferencia significativa con las aguas de control.
Como en las aguas mineromedicinales ya vistas, también en este agua el germen, a
pesar de su capacidad para sobrevivir en aguas ambientales, se ha mostrado
vulnerable no resultando tampoco el agua B.S. un medio nutritivo para el
microorganismo. La balneacion en este agua mineromedicinal no parece suponer

mas riesgo que la balneacion en agua clorada en niveles de potabilizacion.

Por otra parte la P. aeruginosa de Aislado Clinico presenta mayor porcentaje de
cambios, enzimaticos en el sentido de disminucion de las enzimas disponibles, que
la forma ATCC superando a los que presenta en las aguas de control lo cual
coincide con mayor inhibicion del germen en el agua aunque también seria posible
un aumento de las enzimas con resultado de inhibicion del germen ya que a veces

las enzimas se activan para producir la autolisis.

S. aureus Coag.(+) ATCC 25923 y Aislado Clinico en agua CRB.

Este S. aureus ATCC y de Aislado Clinico ha diferido significativamente en cuanto
al crecimiento alcanzado en el agua C.G. y el obtenido en su medio nutritivo,
manteniendo un nivel de sobrevivencia discreto sin aumentar casi el namero de
gérmenes del inoculo inicial y con ligera tendencia a la inhibicion, la cual fue ya un
hecho al acercarse a las 24 horas de exposicion para el caso de la forma de Aislado
Clinico; el crecimiento de la forma ATCC en el agua mineromedicinal no se ha
distinguido del logrado en el agua clorada pero si ha sido significativamente
diferente al respecto a partir de la primera hora para la forma del germen Aislado
Clinico. Si este germen estuviera presente durante la balneacion en este agua en la
primera hora de exposicion tampoco representaria mayor riesgo que la balneacion

en agua clorada en niveles de potabilizacion.
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El porcentaje de cambios enzimaticos presentado por este germen al exponerse al
agua mineromedicinal CRB. es muy proximo para sus dos formas entre si y
equivalente al logrado tras su exposicion a las aguas de control, teniendo tendencia
en todos los casos a la disminucion de las enzimas lo cual es coherente con su

tendencia a la inhibicion en las aguas.

E. coli ATCC 25922 y de Aislado Clinico en agua CRB.

El E. coli ha mostrado una notable multiplicacion del indculo inicial en el agua
mineromedicinal durante la 1* hora sobre todo en su forma ATCC que no difiri6
significativamente del crecimiento logrado en el medio nutritivo, superando a la
que logréo en las aguas de control aunque se iguald con ellas en la 2* hora
sobreviviendo aunque ya con tendencia a la inhibicion en el agua mineromedicinal,
pero con mayor nivel que en las citadas aguas de control durante la 3* y hasta las 24
horas de exposicidn esto tltimo con una diferencia ya significativa; sin embargo la
forma de Aislado Clinico ha mostrado una sobrevivencia equivalente sin diferencia
significativa en el agua CRB. y en las aguas de control hasta alcanzar las 24 horas
no aumentando su in6culo inicial ni en el agua mineromedicinal ni en las de control
a pesar de la tendencia a sobrevivir que presenta este germen en el ambiente y en
las aguas hasta ahora vistas de esta investigacion. El pH acido 6 limite del agua
podria, en este caso, explicar este comportamiento del germen, la balneacion en ella
si estuviera presente el microorganismo no ofreceria mas riesgo que la balneacion

en un agua clorada en niveles de potabilizacion.

El porcentaje de cambios enzimaticos determinados por la exposicion al agua
mineromedicinal y al agua clorada de la red ha sido semejante para ambas formas
del germen, presentado, no obstante, la forma de Aislado Clinico mayor porcentaje

de cambios con tendencia a la disminucion de las enzimas, lo cual es coherente con
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el comportamiento de inhibicién 6 latenciacion que ha presentado en su exposicion

al agua.

P. aeruginosa ATCC 27853 y Aislado Clinico en agua CRB.

Este germen en su forma ATCC, muestra diferencias significativas de crecimiento
en el agua CRB. respecto al alcanzado en el medio nutritivo durante toda la
exposicion, no presentando dichas diferencias durante las tres primeras horas de la
misma en el agua mineromedicinal respecto a sobrevivencia alcanzada en el agua
de la red para este nimero de experimentos, habiéndose mantenido en todas en el
nivel del indculo inicial. En la forma de Aislado Clinico, durante la primera hora el
germen ha presentado mayor sobrevivencia y multiplicacion del indculo inicial en
nivel proximo al que alcanza en el medio nutritivo pudiéndose decir que las
condiciones de esta agua parecen serle favorables, la diferencia significativa de
crecimiento durante la primera hora en el agua CRB. y en las aguas de control
exigiria durante la balneacion una renovacion constante del agua para evitar en ella

su multiplicacion.

En cuanto a los cambios enzimaticos, la forma ATCC del germen ha presentado
mayor porcentaje de cambios que la forma de Aislado Clinico, y ambas mayor
porcentaje que las aguas de control, siendo en todas en el sentido de aumento de las
enzimas. En este caso si observamos la forma ATCC que no ha multiplicado el
in6culo, el hecho de que no obstante hayan aumentado sus enzimas al exponerse al
agua CRB. podria explicarse como base de su autofagia para sobrevivir en el agua
que realmente podria estar vulnerandolo. En la forma de Aislado Clinico el
aumento de las enzimas podria responder no solo a su efectiva multiplicaciéon en el
agua sind también a una autofagia del germen ya que pasada la primera hora se
inhibe bruscamente manteniéndose en el nivel del in6culo, de cualquier forma el

potencial estrés de la bacteria habria que constatarlo.
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S. aureus ATCC 25923 y Aislado Clinico en agua OLIG.

Este S. aureus, en su forma ATCC durante la primera hora ha multiplicado el
indculo inicial en el agua OLIG. hasta alcanzar casi 2 unidad logaritmica teniendo
este mismo comportamiento en el agua clorada de la red respecto al que no ha
mostrado diferencia significativa, no obstante ambos crecimientos se han
diferenciado significativamente del alcanzado en ese tiempo en el medio nutritivo,
una mera sobrevivencia con tendencia a la inhibicidn e igualacién al indculo inicial
al cabo de las 24 horas sin diferencia en el agua mineromedicinal y en la de la red,

informan de quede el germen no se desarrolla favorablemente en este agua.

En el comportamiento del Aislado Clinico, salvo en la primera hora se demuestra
una tendencia semejante en el agua mineromedicinal pero con diferencia
significativa de menor crecimiento en las aguas de control. La balneacion en este
agua OLIG. si se contaminara con el microorganismo dado que en la primera hora

mantiene cierta vegetatividad obligaria a la renovacion 6 a su frecuente dilucion.

El porcentaje de cambios enzimdticos ha sido mayor en la forma de Aislado
Clinico que en la forma ATCC en los cuales ha tendido a la disminucion de las
enzimas lo cual es coherente con su tendencia a la inhibicion de ambas formas en el
agua mineromedicinal, habiendo sido algo mayor dicha disminuciéon de enzimas
tras la exposicion del germen a las aguas de control en las que podria haber

encontrado la bacteria mayor vulneracion.

E. coli ATCC 25922 y Aislado Clinico en agua OLIG.

Las formas del germen ATCC y de Aislado Clinico ha mostrado un crecimiento
superior en el medio nutritivo y con diferencias significativas con respecto al

alcanzado en el agua OLIG. y asimismo respecto a las de control, salvo en la forma
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de Aislado Clinico durante la 1* hora en la que el numero de germenes inoculados
se multiplicd por igual en el medio nutritivo y en este agua mineromedicinal. Por
otra parte la forma ATCC no mostré diferencia de crecimiento en el agua
mineromedicinal y en las aguas de control durante las dos primeras horas de
exposicion para este numero de experimentos, sin embargo la de Aislado Clinico si
presentd diferencia significativa de crecimiento entre el agua OLIG. y el agua
clorada de la red; La ubicuidad de este germen se muestra una vez mas en esta agua
que como en las ya vista crece aunque sea tan diferente su composicion, en este
caso la condicion hipotonica del agua podria no obstante haber determinado la
inhibicion brusca que al cabo de la segunda hora de exposicion experimenta el
germen dado que el paso del agua a través de las membranas esta sobradamente
comprobado y pudiendo determinar estallido del germen por atraccidon del agua a su

interior cargado de presidén osmotica.

El porcentaje de cambios enzimaticos producidos por el agua OLIG. ha sido
superior en la forma de Aislado Clinico respecto al que ha tenido lugar en la forma
ATCC y ligerisimamente mayor el que se produjo al enfrentarse a las aguas de
control ambas formas del germen, asimismo los cambios han tendido a la
disminucion de los enzimas lo cual es coherente con la tendencia a la inhibicion del

germen sobre todo a la tercera hora de exposicion.

P. aeruginosa ATCC 27853 y Aislado Clinico en agua OLIG.

La P. aeruginosa utilizada en este estudio ha mostrado diferencias significativas de
crecimiento en el medio nutritivo donde aument6 hasta una unidad logaritmica en
su multiplicacion respecto al crecimiento en el agua OLIG. en todos los tiempos de
exposicion, sobre todo en su forma ATCC, la cual a su vez, mostr6é diferencia
significativa respecto a su crecimiento en las aguas de control; en la forma de

Aislado Clinico no han existido diferencias durante las tres primeras horas, para
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este numero de experimentos, entre la multiplicaciéon del germen en el agua
mineromedicinal y la alcanzada en el agua clorada de la red en las cuales multiplico
Y4 de unidad logaritmica su inéculo inicial lo que no obstante supone una diferencia
significativa de crecimiento tambien para esta forma del germen respecto a como se
multiplica en el medio nutritivo. La condicién ubicua y oligotrofa del germen es la
que le ha permitido posiblemente sobrevivir por igual en el agua mineromedicinal y
en la clorada de la red en las que, no obstante, también se inhibe casi por igual. La
balneacion en este agua mineromedicinal si estuviera contaminada por este germen
no supondria, tambien en este caso, mayor riesgo que si estuviera clorada en

niveles de potabilizacion con los que sin embargo se alterararia.

El porcentaje de cambios enzimaticos producido por el agua OLIG. ha sido
notablemente inferior al determinado por las aguas de control para el germen
ATCC y proximo, sin embargo, en el caso del germen de Aislado Clinico siendo
para ambos en el sentido de disminucidn de las enzimas lo cual se corresponde con
su tendencia a la inhibicion por lo que cabe suponer que la exposion a las aguas le

resulta vulnerante.

S. aureus Coag.(+) ATCC 25923 y de Aislado Clinico en agua RAD.

-Balneario de Alange-

Este germen en su forma ATCC se ha multiplicado ligerisimamente en este agua
mineromedicinal durante la primera hora, aunque respecto a su crecimiento en el
medio nutritivo mostrd diferencia significativa con el alcanzado en aquella en la
que a su vez su desarrollo no difiri6 significativamente con el logrado en las aguas
de control; durante el tiempo de exposicion restante su tendencia fue a la inhibicion
lograndose la reduccion por debajo del inoculo. El S. aureus de Aislado Clinico se
comportd de manera semejante con ligera sobrevivencia inhibiéndose finalmente

también en este agua RAD. sin diferencia significativa respecto a como lo hizo en
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el agua clorada de la red durante toda su exposicion frente a la inhibiciéon que
mostré desde el principio en el agua destilada, es por lo que la balneacion en este
agua ofrece un riesgo equivalente a la balneacion en agua clorada en niveles de

potabilizacion.

El porcentaje de cambios enzimaticos del germen ATCC ha sido superior en este
agua mineromedicinal que en las aguas de control y en el sentido de compensacion
de la reduccion de ciertas enzimas frente al aumento de otras, como son la
Esterasa-Lipasa y la a-Glucosidasa no obstante todas implicadas en el metabolismo
y mantenimiento de estructuras externas e internas del germen, siendo equivalente

el resultado de cambios en el caso del germen de Aislado Clinico.

E. coli ATCC 25922 y de Aislado Clinico en agua RAD.

-Balneario de Alange-

El E. coli en su forma ATCC se ha multiplicado como el germen anterior durante la
primera hora de forma semejante, aunque ligeramente inferior en el agua RAD.,
que en el medio nutritivo, a continuacion ha iniciado una inhibiciéon que ya en la
segunda, tercera y 24 horas ha hecho que se reduzca finalmente en mas de % de
unidad logaritmica el inoculo inicial en el agua mineromedicinal, siendo la
reduccion semejante, y sin diferencia significativa, con la presentada en las aguas
de control. La forma de Aislado Clinico ha mostrado crecimiento en el medio
nutritivo con diferencias significativas respecto al alcanzado en el agua RAD. en la
cual este germen ha inhibido el indculo inicial desde la primera hora hasta reducirlo
en una unidad logaritmica a las 24 horas mostrando escasa diferencia con lo
ocurrido en el agua clorada de la red solamente a esta ultima hora de la exposicion;
este comportamiento permite pensar que la balneacidon en este agua no parece

ofrecer mas riesgo que la balneacion en agua clorada en niveles de potabilizacion.

180



Discusion

El porcentaje de cambios enzimdticos del germen ATCC en el agua
mineromedicinal y las de control ha sido semejante entre si, mientras que en el
germen de Aislado Clinico el porcentaje de cambios en dichas aguas de control
superd al logrado en el agua mineromedicinal, donde la tendencia a la inhibicion
del germen no se ha correspondido, sin embargo, con una gran tendencia a los
cambios enzimaticos aunque estos han sido, sobre todo, en la Leucina Arilamidasa,
y B-galactosidasa que tiene funciones de permitir la penetracion a traves de la pared
de elementos para la funcion de fermentacion, es decir, el germen presenta a modo
de una “congelacion de su actividad metabolica al tiempo que una reducion de su

vitalidad” todo ello a pesar de su capacidad de sobrevivir en muchos medios.

P. aeruginosa ATCC 27853 y de Aislado Clinico en agua RAD.

-Balneario de Alange-

La P. aeruginosa ATCC y de Aislado Clinico, han presentado un crecimiento en el
medio nutritivo con diferencia significativa durante toda la exposicion con respecto
al alcanzado en el agua RAD. en la cual se ha inhibido el indéculo inicial
practicamente desde la primera hora de exposicion sobre todo el Aislado Clinico.
En las aguas de control la inhibicion ha sido equivalente a la alcanzada que en el
agua RAD. para este nimero de experimentos, la balneacion en este agua RAD. no
parece ofrecer mas riesgo que la balneacion en agua clorada a niveles de

potabilizacion.

El porcentaje de cambios enzimdticos ha sido semejante en el agua
mineromedicinal y en las de control para la forma del germen ATCC mientras que
dicho porcentaje de cambios fue algo superior en las aguas de control que en el
agua RAD. para la forma de Aislado Clinico habiéndose modificado en este caso
sobre todo hidrolasas y lipasas que nos hablan de sobrevivencia y funcion

metabolica propiamente dicha del germen.
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-VALORACION DE CADA GERMEN EN EL CONJUNTO DE LAS AGUAS

S. aureus Coag.(+) ATCC 25923 y de Aislado Clinico

La forma ATCC de este germen se ha multiplicado durante la 1* hora en el
conjunto de las aguas mineromedicinales y en el agua clorada de la red sin
presentar diferencias significativas entre si, aunque esta multiplicacion ha diferido
significativamente con la presentada en el caldo nutritivo, no obstante, donde
menos ha crecido en dicho tiempo es en el agua RAD., durante la 2* hora se
aprecia, en general, ya una reduccion de la multiplicacion manteniendo el germen
solo sobrevivencia aunque en las aguas de control ya mostré6 una reduccion
respecto al inéculo la cual fue muy acentuada en la 3* hora y a las 24 horas
difiriendo significativamente de la vegetatividad que mantuvo en esas horas en las
distintas aguas mineromedicinales, salvo en el agua RAD., que no ha mostrado

diferencias con las aguas de control.

El germen de Aislado Clinico ha seguido un comportamiento muy parecido al
anterior pero con niveles de multiplicacion en meseta ligeramente superior a los de
la forma ATCC sin diferencia significativa de crecimiento en las distintas aguas
durante la 1* y la 2 hora incluida el agua de la red aunque estas diferencias si se
mostraron en la 3* horas con respecto al agua de control y asimismo a las 24 horas
con este agua y el agua OLIG., CRB. y RAD. en las que presentd una clara

inhibicion a las 24 horas.

La condicién de Gram (+) de este germen que incluye la presencia en su pared de
acidos teicdicos y lipoteicoicos que junto a los polimeros de la N-acetilglucosamina
y el 4acido N-acetilmuramico fundamentalmente le dan estructura y sin duda

resistencia. No obstante, acaba mostrandose vulnerable en las aguas
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mineromedicinales, posiblemente por los cambios del pH, capaces de seleccionar la
sobrevivencia de diferentes microorganismos, asi como por la presencia de los
compuestos inorganicos de las aguas frente a los que aun siendo una bacteria
halofila al no comportarse como oligotrofa no parecen favorecerla, y/6 por la
diferente presion de oxigeno a la que también es sensible, aun cuando podria ser
anaerobio facultativo. Estas condiciones presentes en las aguas no son las
habituales de los medios en los que este germen se desenvuelve habitualmente, que

tienen incluso menor actividad de agua como son las heridas, mucosas y la
1852187

pie
La forma del germen Aislado Clinico es la que se puede aportar por los baiiista al
agua de las piscinas, y es, de las dos formas del germen, la que se ha comportado de
manera mas vulnerable finalmente en la experimentacion. Recientes estudios ponen

de manifiesto que el S.aureus Coag. (+) no suele estar presente en las aguas de

distintos balnearios investigados'™.

Por lo que respecta a los cambios enzimaticos de este germen en el conjunto de las
aguas se observa que es el germen con menor porcentaje de cambios con respecto a
los demas gérmenes del estudio, siendo a su vez la forma ATCC la que ha mostrado
esos escasos cambios que sugieren que el germen logra mantener su resistencia, ya
que esta dotado de fosfatasas, tanto alcalinas como dacidas, que le confieren
adaptabilidad asi como glucosidasas que le aseguran su metabolismo y lipasas que

o . : . 1189,190
le facilitan su sobrevivencia en la piel ™ .

Consideramos que el control de dicho germen en las piscinas debe hacerse con una
adecuada renovacidn del agua y/o su dilucion, 6 asimismo con el empleo de filtros
de arena, no obstante consideramos que la presencia de este germen en las aguas no
representa una gran amenaza para los bafiista salvo que sufran una situacion
orgadnica muy comprometida lo que no suele ser compatible con el tratamiento

191,192
termal* 12,
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E. coli ATCC 25922 y de Aislado Clinico

La forma ATCC de este germen se ha multiplicado activamente, en general,
durante la 1* hora en el conjunto de las aguas mineromedicinales manteniéndose, en
el nivel del inoculo en el agua clorada de la red tanto en la 1* como en la 2* hora,
aunque en esta Ultima ya ha mostrado diferencias significativas en el crecimiento
alcanzado en el medio nutritivo y el presentado en el conjunto de las aguas
mineromedicinales aunque estas diferencias tanto en la primera como en la segunda
hora no han sido significativas entre las distintas aguas ni con las aguas de control,
prolongandose esta situacion hasta las 24 horas en las cuales el germen ya se
inhibid incluso por debajo del indculo en el agua RAD y en las ciatadas aguas de

control.

La forma de Aislado Clinico ha presentado un comportamiento muy semejante al
anterior respecto a su multiplicacidn inicial salvo en el agua CRB., RAD y aguas de
control en las que su tendencia a la inhibicion sobre todo en el agua RAD no ha

diferido significativamente de la presentada en el agua clorada de la red.

Este germen es el primero de los Gram (-) utilizados en este estudio, de ¢l cabe
decir que cuenta con gran capacidad de adaptacion que muestra en todos los
ambientes a pesar de que la capa de peptidoglicanos que presenta en su pared es
laxa, cuenta, no obstante, con una capa de lipoproteinas y lipopolisacaridos que le
confieren estabilidad. La condicion de enterobacteria que sin duda le proporciona
esa gran adaptabilidad a los distintos ambientes podrian explicar su multiplicacion
en meseta en el conjunto de las aguas mineromedicinales y aunque pueda
comportarse como oligoautotrofo su sobrevivencia es limitada si no dispone de
materia organica, tal y como se ha comprobado en distintos trabajos, lo cual estd a
favor de su tambien limitada presencia en las aguas mineromedicinales tal y como

en nuestro caso ha ocurrido sobre todo en el agua CRB. donde distintos estudios
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demuestran escasa o nula presencia microbiana en general y asi mismo en el agua

RAD'®

Diferentes investigaciones han demostrado que la presencia del E. coli en aguas a
temperatura ambiente puede ser prolongada pero que las aguas mineromedicinales
aunque sean hipotermales no constituyen un ambiente propicio para su desarrollo y
proliferacion, disminuyendo, ademas, notablemente su multiplicacion a medida que
aumenta la temperatura del agua, lo cual evita el riesgo de su presencia en las aguas
de bafio. Este patégeno tampoco ha estado presente, en general, en las aguas

. 193 a 195
termales de numerosos centros estudiados = 7.

En cuanto a los cambios enzimaticos, ocasionados por las aguas mineromedicinales
en este germen, han sido muy altos y proximos a los determinados en €l por las
aguas de control. La abundancia de cambios en las fosfatasas. &cida y alcalina,
galactosidasas, fosfohidrolasas y esterasas demuestran actividad metabolica, pero
en este caso puede ser por autoconsumo ya que el medio mineromedicinal al que se

. - 196a198
ha expuesto carece de materia organica " .

La presencia de este germen en las piscinas, aunque de ninguna manera es deseable
que ocurra, supondria una relativa amenaza ya que el conjunto de cambios
enzimaticos que en €l ocasiona el contacto con las aguas mineromedicinales sugiere
un claro estrés'” en la bacteria, que es, en este caso precisamente, muy proximo al
que le ocasionan las aguas de control, en particular el agua clorada en niveles de

potabilizacion.

Vistos estos resultados, a pesar de la resistencia del germen, clorar las piscinas no
higienizaria mas que el efecto que ya tienen, segiin nuestro estudio, las aguas
mineromedicinales sobre dicho germen, que por otra parte es un germen ubicuo, es

decir, altamente adaptativo a cualquier ambiente, incluido los medios en los que se
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practica la cloracion habida cuenta, ademas, que no surgen tampoco en los

balnearios brotes de la patologia causada por este agente.

P. aeruginosa ATCC 27853 y de Aislado Clinico

La forma ATCC de este germen ha mostrado en el conjunto de las aguas solamente
una ligera sobrevivencia con clara tendencia a la inhibicidon a partir de la 2* hora,
salvo en el agua B.S. donde dicha inhibicion fue mayor, incluso, que en las aguas
de control ya desde el inoculo, pero en este agua a partir de la 2* hora de exposicion
el germen se multiplico, dando un perfil de recuperacion en dos tiempos, semejante
a lo que ocurre con su crecimiento en el medio nutritivo, continuando en todo

momento, no obstante, por debajo del nivel del inéculo.

Aunque no hubo diferencias significativas en el conjunto de las aguas entre si, si las
hubo entre éstas respecto a las aguas de control y en las dos primeras horas,
también, respecto al agua B.S., sin embargo, cabe decir que esta forma del germen

presenta baja sobrevivencia en las aguas mineromedicinales en general.

La forma del germen de Aislado Clinico, ha mostrado mas capacidad de
multiplicacion que el germen ATCC, pero su crecimiento en el medio nutritivo ha
sido significativamente superior que el conseguido en las aguas de control. Destaca
entre ellas la sobrevivencia en la CRB. durante la 1? hora, al cabo de la cual en ella
ya presenta inhibicion. En el agua RAD. tras inhibicion durante la 1* hora sin
diferencia con el agua de la red, se presenta una ligerisima multiplicacion seguida
de sobrevivencia en meseta auque por debajo del indculo hasta el final de la

exposicion, la cual fue mas acentuada aun en el agua B.S.

Este germen Gram (-) con frecuencia esta presente en las aguas dada su gran

capacidad de adaptacion y presenta un perfil de crecimiento en dos tiempos donde
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se aprecia capacidad de recuperacion frente a la inicial tendencia a la inhibicion.
Tiene también una gran tolerancia a las oscilaciones fisicas del ambiente donde es
capaz de mostrar distintos mutantes con diferente virulencia, libera exotoxinas y se
constituye patdogeno oportunista para personas con bajo nivel de defensas. Este
germen, en sus distintas especies, pertenece a la categoria de los
oligocarbotolerantes moderadamente halofilas y puede desarrollarse en las aguas y
permanecer viables durante mucho tiempo pudiendo potenciarse si en ese agua
estuvieran presentes otros gérmenes tales como Aeromona hydrophila, asimismo se
la ha encontrado en piscinas de hidroterapia y recreo, asi como en medios donde

: 200 a 202
puedan crecer biofilms™" * ~~.

El porcentaje de cambios enzimaticos no ha sido homogéneo en las distintas aguas
apareciendo para la forma ATCC el menor porcentaje de cambios en el agua OLIG.
y, en la forma de Aislado Clinico, en el agua S.S.H., siendo en conjunto el
porcentaje de cambios, moderado y ligeramente inferior en las aguas
mineromedicinales para la forma de Aislado Clinico que en el agua de la red. Por
otra parte los considerables cambios enzimaticos sobre la esterasa, esterasa-lipasa y
leucina arilamidasa, de acuerdo con su inhibicion, parecen sugerir autoconsumo del
germen en el que también se reduce la fosfatasa acida, siendo todo ello préximo a
lo que en ¢l produce el agua de la red, todo lo cual nos hace pensar que aunque
estuviera presente el germen en las piscinas, el estrés, puesto de manifiesto por

. . , . ;e . 203,204
dichos cambios, habra modificado sus caracteristicas esenciales™ ",

Ademas, al haber sido, incluso, mas apreciable los citados cambios enzimaticos en
el germen Aislado Clinico, podemos pensar que efectivamente las aguas son
capaces de alterar el equilibrio interno del germen lo cual justificaria que aunque
este microorganismos se ha encontrado en manantiales de aguas mineromedicinales
como consecuencia de la falta de proteccion del acuifero, tampoco parece
protagonizar brotes de personas infectadas por su causa en los balnearios. No

obstante, dada su tendencia a la multiplicacion durante la 1* hora de exposicion, es
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deseable la utilizacién de filtros de arena, la renovacion constante del agua de

balneacion y la vigilancia de los perimetros de proteccion de los manantiales'”>.

Visto todo lo anterior, y a modo de sintesis, en las aguas mineromedicinales
utilizadas para el estudio, los gérmenes que han presentado menor vegetatividad
son S. aureus en su forma de Aislado Clinico, P. aeruginosa ATCC, S. aureus
ATCC, P. aeruginosa Aislado Clinico, E. coli Aislado Clinico y E. coli ATCC
habiendo presentado este ultimo germen, que es el que se ha mostrado mas activo
en todas las aguas aqui estudiadas, el mayor porcentaje de cambios enzimaticos, lo
cual sugiere que aunque haya sido el germen mas resistente en las aguas, parece

asociarse a un mayor estrés 6 al menos a una mayor actividad adaptativa.

L. pneumophila SG 1, cepa Philadelphia

Se reconoce desde los primeros brotes de legionelosis hasta el momento presente,
gracias a los multiples estudios que se han efectuado, que las bacterias de la
Familia Legionellaceae son ubicuas y pueden encontrarse por tanto en el ambiente
natural y asimismo en el ambiente comunitario. Favorecen su crecimiento la
presencia de biofilms e igualmente que el ambiente oscile en un amplio rango de

temperaturas, de pH y de oxigeno disuelto en el agua.

La L. pneumophila en nuestro estudio se ha comportado como un germen con alto
nivel de vitalidad en su medio nutritivo donde solo inicia un ligero descenso al cabo
de muchas horas de crecimiento. En las aguas mineromedicinales, en general, se ha
desarrollado de manera semejante multiplicdndose en todas ellas durante las
primeras horas de exposicion. Mas tarde ya inicia, también en casi todas, una
reduccion manteniéndose un tiempo en meseta y mostrando después en ellas un
progresivo descenso, sobre todo en el agua destilada. Las aguas en las que muestra

mas comodidad para su multiplicacion son las mas ricas en elementos de
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Pseud. aer. ATCC Vegetatividad en:

Ag. RAD. Ag. Red Ag. B.S.
(Méxima 1h) (Minima 1h) (Minima 1h)
Ag. CRB. Ag. RAD. Ag. Red
(Méaxima 3h) (Minima 3h) (Minima 3h)

Vegetatividad de Pseud. aer. ATCC

301



Pseud. aer. Aisl. Clin. en Ag. CRB. (1h y 3h exposicion)

Vegetatividad Maxima




Pseud. aer. Aisl. Clin. en Ag. B.S. (1h y 3h exposicion)

Vegetatividad Minima




Pseud. aer. Aisl. Clin. en Ag. Red (1h y 3h exposicion)

Vegetatividad en el agua de control




Legionella pneumophila SG1 en Ag. S.S.H. (+ crecimiento 48h y 96h)
y Ag. Red (inhibida)

Ag. Red

wg SSH.
96 h
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—_—

Legionella pneumophila SG1 Ag. RAD (- crecimiento en 48h y 96h)
y Ag. Red (inhibida)
Ag. Red
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