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Resumen

Se ha estudiado comparativamente la diversidad microbiana y las principales caracteristicas
fisico-quimicas de 10 Balnearios y 21 manantiales espafioles, de aguas mineromedicinales
clasificadas como hipertermales, utilizadas en diversos tratamientos terapéuticos y
balneoterapia. Se ha llevado a cabo la recopilacion y el analisis de los datos procedentes de los
trabajos pluridisciplinares realizados por la Comision de Aguas Mineromedicinales de la Real
Academia Nacional de Farmacia, durante los ultimos 25 afios. Los manantiales no contienen
microorganismos patogenos ni indicadores de contaminacion fecal, por lo que desde un punto
de vista sanitario cumplen la normativa microbiolégica para aguas potables. Estos manantiales
tienen una gran diversidad microbiana, predominando los bacilos y cocos Gram positivos de
los Phyla Firmicutes y Actinobacteria y bacilos Gram negativos del Phylum Proteobacteria;
solo en un caso se han encontrado bacterias del Phylum Bacteroidetes. Las poblaciones
microbianas en los manantiales hipertermales son predominantemente meséfilas y oligotrofas,
que se adaptan a las altas temperaturas. Las principales actividades metabolicas de las bacterias
autoctonas son proteoliticas, amiloliticas y amonificantes. Los géneros méas frecuentes
encontrados en todos los manantiales son Pseudomonas (81%), Bacillus (76%),
Staphylococcus (67%), Cellulomonas (57%), y Micrococcus (52%); y con menor frecuencia
Enterobacter y Arthrobacter (52%). EI conocimiento y estudio de la microbiota autoctona de
las aguas mineromedicinales es importante por su valor ecoldgico y cientifico, ya que ain se

desconocen muchos de los mecanismos de adaptacion y resistencia a condiciones extremas.

Palabras clave: Manantiales hipertermales. Biodiversidad. Balneoterapia. Calidad sanitaria.

1. Objetivos. Introduccion y antecedentes.

El objetivo de este Trabajo Fin de Grado ha sido analizar comparativamente la
diversidad microbiana y las principales caracteristicas fisico-quimicas de 10 Balnearios y 21
manantiales esparioles, de aguas mineromedicinales clasificadas como hipertermales, utilizadas
en diversos tratamientos terapéuticos. Las aguas minerales de balnearios termales presentan
una gran diversidad de microorganismos autoctonos caracteristicos de cada tipo de agua y que
dependen de sus propiedades fisicoquimicas (temperatura, pH, composicion, nutrientes) y.de la
relacién entre los organismos y el ambiente. Desde un punto de vista ecoldgico, es importante
conocer dicha diversidad y caracterizar los factores que la determinan, coémo esta organizada en
la comunidad microbiana y que valor tiene para la estructura y funcion de toda la comunidad.

Actualmente existe un gran interés por el estudio de la biodiversidad en ambientes extremos
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con el fin de determinar qué caracteristicas permiten a estos microorganismos sobrevivir y qué
funcién tienen en los ciclos biogeoquimicos de la naturaleza. Las aguas minerales
hipertermales de los balnearios son uno de estos habitats extremos debido a sus altas
temperaturas y elevadas concentraciones de sales, condiciones desfavorables para la vida de
muchos seres vivos. Sin embargo, se sabe que estas aguas minerales, como cualquier ambiente
acuatico natural, poseen una microbiota caracteristica de cada tipo de agua. También pueden
encontrarse en ellas microorganismos aloctonos, procedentes de otros héabitats (suelo, heces,
vegetales), considerados como contaminantes pero que coexisten con los autdctonos,
adaptandose a las condiciones adversas, siendo los de mayor interés sanitario Salmonella,
Escherichia coli, Clostridium perfringens, Pseudomonas aeruginosa y Legionella. La
presencia de estos microorganismos patdgenos puede suponer un riesgo sanitario para los
usuarios de los balnearios, ya que estas aguas se utilizan en tratamientos terapéuticos tanto por
via oral como tépica.

Las distintas propiedades atribuidas a las aguas son debidas a sus parametros fisicoquimicos,
como pH sales disueltas en ellas, por lo que cada manantial tiene unos usos distintos.

o Por via oral, el tratamiento con aguas mineromedicinales puede tener efectos sobre:

e Aparato digestivo: acciones diversas sobre el estomago, intestino, higado y vias
biliares.

e Aparato urinario: El pH elevado del agua evita la precipitacion de oxalatos y uratos,
previniendo formacion de célculos. Asimismo, las aguas pueden tener efectos
diuréticos

e Sistema nervioso vegetativo: Los iones calcio se comportan como reguladores del
equilibrio neurovegetativo

e Prevencidn de caries: Debido a presencia de fluoruros en el agua.

o Por via topica, la administracion se realiza en forma de bafios generales o parciales,
duchas y chorros ya que la accion fundamental de la aplicacion tdpica se debe a las
caracteristicas fisicas del agua (mecanicas y térmicas). Ademas, el agua y los elementos
minerales disueltos en ella pueden ser absorbidos a través de la piel y ejercer sus
acciones a nivel local y general.

o Existen otros tipos de terapia, como por ejemplo, la balneoterapia, que puede ser
considerada como una terapia de accion estimulante de la capacidad de defensa

orgénica y como un factor de accion general inespecifico.



0 No se deben olvidar factores derivados ambiente balneario y que se pueden dar en todos
aquellas personas sometidas a la cura termal: disminucién de estrés, contacto con la
naturaleza, relacion con otras personas, etc

o La via inhalatoria tiene también cierto interés y es aplicada en algunos casos en forma
de ducha y pulverizacion faringeas, en afecciones de vias respiratorias altas.

2. Metodologia
Se ha llevado a cabo la recopilacion y el analisis comparativo de los datos procedentes

de los trabajos pluridisciplinares realizados por la Comisiéon de Aguas Mineromedicinales de la
Real Academia Nacional de Farmacia. Esta investigacion se ha centrado en los aspectos
fisicoquimicos y microbiologicos de los manantiales hipertermales esparioles, estudiados en los
ultimos 25 afios.

Los Balnearios y manantiales analizados en esta memoria son:

Granada Alhama de Granada Bafo arabe

Bafio nuevo
Lérida Caldas de Bohi Aguas de Bafos

Estufas

Fuente del Bosch

Fuente Tartera

Canen
Lugo Termas Romanas de Lugo | Termas Romanas de Lugo
Murcia Fortuna Fortuna
Pontevedra | La Toja Puerta

Mar

Capilla
Navarra Fitero Bécquer

Palafox
Murcia Archena Archena
Zaragoza | Jaraba La Pefia

San Luis

San Vicente

La Virgen
Barcelona | Blancafort La Garriga Blancafort La Garriga
Castellon | Villavieja Villavieja

3. Resultados y discusion

3.1. Caracteristicas fisicoquimicas
3.1.1. Temperatura
La caracteristica comun a todos los manantiales de este estudio es la elevada
temperatura de las aguas, clasificandose como hipertermales (temperatura superior a 37 °C) ),
excepto los del balneario de Jaraba (La Pefia, San Luis, La Virgen) @, actualmente clasificados

oficialmente como hipotermales (menor de 35 °C) ® (Fig. 1).



Estos Gltimos se han incluido en este estudio ya que
antiguamente la temperatura de emergencia del agua
era superior. Esta es una caracteristica que viene
observandose en algunos manantiales termales.

3.1.2. Dureza

En cuanto a dureza del agua, la
mayoria de los manantiales estudiados son de aguas
extremadamente duras (méas de 400mg/L)"Y; excepto
los de Caldas de Bohi, Termas Romanas de Lugo y
Blancafort La Garriga que son de aguas muy blandas
(entre 0 y 100 mg/L) (Fig. 2). Destacan por su elevada
dureza los manantiales de La Toja (Puerta, Mar y
Capilla), superando los 3 000 mg/L de CaCO; ©.

3.1.3. Bicarbonatos

La Directiva Comunitaria 80/777CE indica

que un agua bicarbonatada serd aquella que contenga
mas de 600 mg/L. Ninguno de los manantiales supera
esta cifra. Nuevamente, los de La Toja, junto con los
manantiales de Jaraba, son los mé&s bicarbonatados
(Fig. 3).

3.1.4. Hierro

En concentracién de hierro son de
nuevo los manantiales de La Toja los mas
ferruginosos, (7 000-8 000 mg/L); y en menor medida,
el manantial del balneario de Archena (1 000 mg/L)

(Fig. 4).

3.1.5. Sulfatos
En concentracion de sulfatos destacan los
manantiales del Balneario Fitero y el Balneario
Fortuna 1 300 mg/L y 800 mg/L) (Fig. 5).
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Figura 1. Temperatura de emergencia de
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Figura 2. Dureza total delos manantiales
hipertermales.
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Figura 3. Concentracién de bicarbonatos
de los manantiales hipertermales.
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Figura 4. Concentracion de hierro de los

manantiales hipertermales.




3.1.6. Sodioy cloruros

Los niveles de cationes sodio y
aniones cloro son notablemente altos en los
manantiales  del
(8 000 mg/L y 16 000 mg/L, respectivamente) (Figs.
6y7).
localizacion, a nivel del mar y en su proximidad. Los

balneario de la Toja

Esto es probablemente debido a su
tres manantiales poseen una composicion muy
similar, lo que hace pensar que su agua proviene de
la misma fuente que emerge por tres puntos
distintos®.
3.2. Microorganismos totales y viables

El recuento de los microorganismos totales y viables,
actualmente se realiza sistematicamente por dos
métodos: epifluorescencia (naranja de acridina 0,1%)
y citometria de flujo (tifendo con isotiocianato de
fluoresceina 50 pum/mL, y yoduro de propidio
0,005%;
respectivamente).

que tifien las células vivas y muertas,
Una de

nuestro analisis comparativo, ha sido precisamente el

las dificultades en

cambio en los métodos utilizados para este tipo de
recuentos, desde 1984 (Archena). Esto ha limitado la

interpretacion de los datos de los que se dispone y las

conclusiones finales.

En los manantiales de Alhama de Granada®, se ha
encontrado un elevado nimero de microorganismos
totales (alrededor de 1x10° UFC/ml), de los cuales el
92-95% estan vivos (Figs. 8y 9).

En el balneario de Termas Romanas de Lugo®, se
obtuvo un nimero muy elevado de microorganismos
totales (1,1x10° UFC/ml), sin embargo, sélo un
18,2% de éstos son viables (Figs. 8y 9).
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Figuras 6 y 7. Concentracion de sodio y
cloruros de los manantiales hipertermales.
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Figura 8. Numero de microorganismos
totales y viables/ml de los manantiales
hipertermales.




En los manantiales de la Toja® el nimero de |

(1-1,6x10° UFC/ml) (Puerta 9,2x10° UFC/ml; Mar
1,5x10° UFC/ml; Capilla 1,7x10° UFC/ml); y
como en Lugo, hay muy pocos vivos (4-12%).

microorganismos totales es también muy elevado | - | ; l”

I 1l

(Figs. 8 y 9). Es posible que las extremas : 1 total de microorganismos/mi

NE viable de microorganismos/ml

condiciones de temperatura del agua y elevada

., . . Figura 9. Numero de microorganismos
concentracion de sales, limiten el crecimiento de | {ptales y viables UFC/ml de los manantiales

hipertermales (escala logaritmica).

los microorganismos.
En los manantiales del Balneario de Fitero® se encuentran un niimero de microorganismos
bajo (2,1x10° y 1,2x10° UFC/ml). De éstos, en el manantial Bécquer, donde mas
microorganismos se detectaron, solo el 40% estan vivos, mientras que en el manantial Palafox
el 91,6% estan vivos (Figs. 8y 9).
Asi mismo, en Jaraba ®, en los manantiales La Pefia, San Luis y San Vicente, también se
encontré un nimero bajo (2x10* - 3x10* UFC/ml), siendo superior en el manantial Pilas (La
Virgen) (2,1x10° UFC/mlI). En todos los casos el niimero de microorganismos viables esta entre
el 75% vy el 85%.( Figs. 8 y 9). Estas cifras tan similares sugieren que todos los manantiales
proceden de un mismo origen geotermal.
En el balneario Blancafort La Garriga”, el nimero de microorganismos totales encontrado ha
sido muy bajo (112 UFC/mI), de los cuales el 62,5% estaba vivo. (Figs. 8 y 9). Es posible que
la baja cantidad de microorganismos se deba a la elevada temperatura del manantial (la mas
alta de los estudiados, 60 °C) (Fig. 1).
En el manantial de Villavieja®, EI nimero de microorganismos totales ha sido bajo (4,7x10*
UFC/ml), siendo el porcentaje de vivos 72,2% (Figs. 8 y 9).
En los balnearios de Caldas de Bohi, Fortuna y Archena no habia informacion suficiente sobre
recuento de microorganismos para poder ser incluida, debido a la metodologia.

3.3. Bacterias aerobias viables heterotrofas y oligotrofas
El recuento de las bacterias viables se realiza por el método de dilucion en placa en los medios:
agar recuento en placa (PCA) (heterotrofas)® y agar R2A (oligotrofas)'?, incubando a 22 °C
durante 5 dias, y a 37 °C y 45 °C 2 dias.
En los manantiales de Alhama de Granada se ha detectado un niimero muy bajo de bacterias
heterotrofas (<10 UFC/ml) y oligotrofas (<100 UFC/ml). EI nimero de bacterias heterotrofas y
oligotrofas son similares respectivamente a las tres temperaturas (Figs. 10, 11, 12), lo que

probablemente indica que la mayoria son mesofilas y que se han adaptado a vivir a las
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temperaturas del manantial (40-42 °C). Asimismo, se observa que hay mayor crecimiento en el

medio minimo (R2A) que en el medio nutritivo (PCA), lo que indica que la poblacion

predominante es oligotrofica.

En los cinco manantiales de Caldas de Bohi"
(Bafos, Estufas, Bosch, Tartera y Canen) el nimero
de bacterias heterotrofas y oligotrofas ha sido muy
bajo (50-600 UFC/ml), a las tres temperaturas.
Excepto en el manantial Estufas, en el que no
crecen a 22 °C ni heterotrofas ni oligotrofas, pero si
a 37°C y 45°C. En éste ultimo, las oligotrofas
crecen especialmente bien a 45 °C (3x10° UFC/mI),
lo que indica presencia de una poblacion termdfila y
oligotrdfica. (Figs. 10, 11, 12).

En el balneario de Termas Romanas de Lugo® hay
un numero bajo de bacterias heterotrofas y
oligotrofas (alrededor de 350 UFC/ml) a las tres
temperaturas. Las diferencias entre las distintas
temperaturas y medios son pequefias, 1o que indica
que probablemente sean bacterias que crecen en un
rango amplio de temperaturas (Figs. 10, 11, 12).

En el balneario Fortuna®™® (Termas) se realizaron
cuatro tomas de muestra, en distintos meses.
Especialmente, en la ultima muestra se obtuvo un
nimero elevado (9x10%-5x10%) tanto de bacterias
heterotrofas como oligotrofas, a las tres temperaturas
de incubacion. En tomas anteriores, el nimero de
bacterias fue inferior. Ademas de este resultado, la
observacion de que crecen mejor a 37 °C que a 22 °C

y mejor en agar nutritivo que en medio minimo,
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Figura 10. Bacterias viables heterotrofas y
oligotrofas a 22°C, de los manantiales
hipertermales.
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Figura 11. Bacterias viables heterotrofas y
oligotrofas a 37°C de los manantiales
hipertermales.
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Figura 12. Bacterias viables heterotrofas y
oligotrofas a 45°C de los manantiales
hipertermales.

hace pensar que en el momento de la toma de la muestra pudiera haber habido una

contaminacion del agua por bacterias aloctonas. No se detectaron bacterias termdfilas estrictas.

(Figs. 10, 11, 12).

En los manantiales de la Toja®, en las muestras tomadas en superficie, tanto el nimero de

heterotrofas como de oligotrofas, fue similar 22 °C y 37 °C y muy bajo a 45 °C: Puerta (40-300
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UFC/ml), Mar (100-600 UFC/ml) y Capilla (2-100 UFC/ml). En el manantial Capilla
practicamente no hay crecimiento a la temperatura mas elevada (Figs. 10, 11, 12).

En los manantiales del balneario Fitero® se ha encontrado un nimero bajo de bacterias
heterotrofas (150-250 UFC/ml) y oligotrofas (15-50 UFC/ml) a 22°C y 37°C en ambos
manantiales (Bécquer y Palafox). Sin embargo, a 45 °C practicamente no hay crecimiento, lo
que indica que las bacterias existentes son principalmente mesdéfilas. Ademas, en Palafox se
observa mayor crecimiento de bacterias oligotrofas que heterotrofas a 37 °C (360 UFC/mlI)
(Figs. 10, 11, 12). La baja presencia de especies aldctonas indica la buena proteccion de los
puntos de emergencia de las aguas de los manantiales.

En el balneario de Archena™, el nlimero de bacterias heterotrofas y oligotrofas encontrado
(100-300 UFC/ml) fue superior a 22°C y 37°C que a 45°C, lo que hace pensar que la
microbiota autdctona oligotrofa crece mejor a menores temperaturas. En un ensayo se detectd
mayor presencia de bacterias aloctonas (37 °C y medio nutritivo) (Figs. 10, 11, 12).

En todos los manantiales de Jaraba® se ha obtenido una bajisima cantidad de bacterias
heterotrofas y oligotrofas a las tres temperaturas (<10 UFC/ml). Esto indica que la proteccion
de aguas de los manantiales es adecuada. La poblacion existente parece ser oligotréfica (Figs.
10, 11, 12).

En el balneario de Blancafort La Garriga” el nimero de bacterias heterotrofas y oligotrofas ha
sido bajo (<100 UFC/ml), a las tres temperaturas de cultivo, algo que probablemente se deba al
pH alcalino y la elevada temperatura del agua (60 °C). A pesar de que Blancafort tiene las
aguas que emergen a la temperatura mas elevada de todos los manantiales estudiados, el
crecimiento a 45 °C es muy escaso. Hay mas bacterias heterotrofas que oligotrofas. (Figs. 10,
11, 12), por lo que la poblacion es termofila facultativa heterotrofa.

El balneario de Villavieja® presenta un niimero de bacterias heterotrofas (2x10° UFC/mI) y
oligotrofas (7x10® UFC/mI) elevado a las temperaturas de cultivo 22 °C y 37 °C. La poblacién
de este manantial esta constituida mayoritariamente por bacterias oligotrofas mesofilas, que se
han adaptado a la temperatura del manantial (39 °C) (Figs. 10, 11, 12).

3.4. Tipos morfologicos y clasificacion taxonomica
En relacion con las bacterias heterotrofas, las aguas hipertermales presentan una mayor
proporcion de bacterias Gram positivas de los Phyla Firmicutes y Actinobacteria, mientras que
en las mesotermales predominan los bacilos Gram negativos del Phylum Proteobacteria y los

cocos Gram positivos. La elevada temperatura de las aguas hipertermales puede ser la causa de



esta diferencia, ya que las bacterias Gram positivas son mas resistentes al calor y a la
concentracion de sales.

Esto ocurre en el balneario de Alhama de Granada'®, ya que un 80% de las bacterias son Gram
positivas. Los bacilos Gram positivos encontrados son Bacillus y bacilos regulares no
esporulados, mientras que los cocos Gram positivos pertenecen a los géneros Staphylococcus y
Micrococcus. Las bacterias Gram negativas no fermentadoras son en su mayoria de los géneros
Pseudomonas, Stenotrophomonas, Burkholderia y Alcaligenes.

En el manantial de Lugo® se observa que un 50% de las bacterias encontradas son bacilos
Gram positivos de los Phyla Firmicutes y Actinobacteria, en su mayoria Bacillus (aunque
también se han encontrado Arthrobacter y Cellulomonas). Bacillus se encuentra distribuido por
la naturaleza ampliamente, encontrdndose tanto en suelo como en aguas, ya sean termales o
aguas naturales, ya que es muy resistente a condiciones subdptimas. Los bacilos Gram
negativos encontrados, del Phylum Proteobacteria representan el 34,4% de las cepas, y
predominan Enterobacter y Pseudomonas, muy frecuentes en aguas minerales (Figs. 13y 14).
En el balneario de la Toja® se observa una gran predominancia de bacilos Gram positivos del
Phylum Firmicutes con respecto a otros tipos de bacterias. En este caso, también Bacillus es el
género predominante. No se puede determinar la causa de su presencia, podrian ser autoctonas
0 bien proceder del suelo o de filtraciones de agua de mar. Se han aislado varias cepas
pigmentadas en amarillo, rosa y naranja, que son frecuentes en aguas termales y suelos salinos
(lo que concuerda con las caracteristicas del agua de los manantiales estudiados). Respecto a
los bacilos Gram negativos aislados, se han encontrado diversas especies de Enterobacter y
Pseudomonas, que también se hallan en otros manantiales (Pseudomonas, en concreto, es muy
frecuente, aparece en el 80% de los manantiales estudiados) (Figs. 13 y 14). No se encontro
Pseudomonas aeruginosa.

En los cuatro manantiales de Jaraba® predominan los bacilos Gram negativos del Phylum
Proteobacteria. Esta poblacion mayoritaria es distinta a los otros manantiales estudiados en
este trabajo, lo que puede deberse a la menor temperatura del agua de los manantiales
(alrededor de 27 °C). De los bacilos Gram negativos no fermentadores, el género Pseudomonas
es el mas abundante. De los bacilos fermentadores, destaca Enterobacter cloacae, presente en
los manantiales de San Vicente, San Luis y especialmente en La Pefia. En éste ultimo
constituye mas del 80% de todas las cepas encontradas. E. cloacae es frecuente en aguas
minerales y mineromedicinales. De los pocos cocos Gram positivos que se encuentran, en su
mayoria pertenecen al género Staphylococcus, y es probable que Ileguen al agua del manantial

procedentes de fuentes externas, ya sea lluvia, suelo o aire (Figs. 13 y 14). Es importante

10



sefialar que en los manantiales de San Vicente y Pilas (La Virgen) se ha encontrado una gran
diversidad de microorganismos, mientras que en La Pefia s6lo se han encontrado cinco especies
distintas.

En el balneario de Villavieja®, como en los balnearios de Jaraba, la mayor parte de los
microorganismos presentes son bacilos Gram negativos (70%), seguidos de bacilos Gram
positivos (25%). El género mas frecuente ha sido Pseudomonas, especialmente la especie
P. pseudoalcaligenes. Los bacilos Gram positivos detectados son principalmente Arthrobacter

y Leifsonia, y una pequefia cantidad de Bacillus (Figs. 13y 14).
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Figura 13. Clasificacion morfologica de las | Figura 14. Clasificacion taxondmica de las
bacterias de los manantiales hipertermales. bacterias de los manantiales hipertermales

En los trabajos sobre los balnearios de Caldas de Bohi, Fortuna y Archena no habia
informacidn suficiente sobre la clasificacion morfoldgica y taxondmica de la microbiota de sus
aguas. Asimismo, los datos publicados de los balnearios de Fitero y Blancafort tampoco
recogen informacion suficiente en estos aspectos, por lo que no se han podido incluir en este
trabajo. Esto es debido a la antigliedad de dichos trabajos y a la metodologia utilizada.

3.5. Microorganismos de interés sanitario
Las aguas mineromedicinales se utilizan en los balnearios con fines terapéuticos, por lo que
deben tener ausencia de bacterias que indiquen contaminacion fecal y de microorganismos
patdgenos que puedan transmitirse a través del agua por via oral o tépica.
No se han encontrado indicadores fecales (E. coli, Enterococcus y Clostridium sulfito
reductores) ni bacterias patdgenas (Salmonella, Legionella, y S. aureus) en 250 ml de agua, en
ninguno de los manantiales estudiados.
En muchos de los manantiales estudiados se han encontrado bacterias del género Pseudomonas
spp; y solo en algunos se detectd Pseudomonas aeruginosa. Esta bacteria es comdn y puede
encontrarse en suelos y en aguas superficiales contaminadas con aguas residuales.

P. aeruginosa es un patégeno oportunista clinicamente significativo, especialmente en el caso
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de personas inmunodeprimidas. Cuando no existen otras bacterias patdgenas, la presencia de
Pseudomonas puede ser debida a contaminacion transitoria por suelo o filtraciones de agua.
Por tanto, la normativa espafiola de aguas de consumo humano no permite su presencia en
aguas de bebida envasadas (RD 1744/2003 y RD 1798/2010) ni en balnearios (manantiales).
P. aeruginosa es capaz de vivir con escasos nutrientes y a temperaturas de 42 °C, lo que hace
posible su supervivencia en estas aguas. Asimismo, en algunos bafios se han encontrado un
numero bajo de coliformes, estreptococos y/o esporas de clostridios. Ya que en ninguno de los
manantiales se han encontrado indicadores fecales, se puede considerar, que pueden proceder
de filtraciones desde el suelo o de otras aguas. Sin embargo, seria recomendable, para evitar la
presencia de estas bacterias, la desinfeccion de arquetas y canalizaciones, asi como el

aislamiento de la captacion para evitar filtraciones.

3.6. Microorganismos de interés ecologico
Las bacterias proteoliticas, amiloliticas, celuloliticas, amonificantes, nitrificantes y sulfato
reductoras, se determinan por la técnica del nimero méas probable (NMP), utilizando los
medios descritos en Pochon y Tardieux “* y el medio de Starkey™
incubando a 30 °C, 15 dias.

Las principales actividades metabdlicas de las bacterias autdctonas son amonificantes,

para las ultimas, e

proteoliticas y amiloliticas. Algunos de los manantiales sulfatados estudiados también
presentan bacterias sulfato-reductoras en numero bajo. Estas comunidades microbianas
desempefian un papel fundamental en los ciclos del carbono, nitrogeno y azufre transformando
los compuestos organicos, proporcionando los nutrientes esenciales para la viabilidad y
equilibrio del ecosistema y contribuyendo a la depuracion de los contaminantes organicos. En
ambientes con concentraciones bajas de compuestos organicos, son las bacterias oligotroficas
las que tienen una mayor capacidad para utilizarlos, reciclando el carbono.

En el Balneario de Alhama de Granada™ , el manantial Bafio Arabe posee mayor niimero de
bacterias proteoliticas y amonificantes (1,4x10°> NMP/ml) que las presentes en el Bafio Nuevo
(1,8-5x10° NMP/ml). Estas bacterias pertenecen, principalmente, a los géneros: Bacillus,
Micrococcus y Pseudomonas. Las bacterias amonificantes (Bafio Arabe 1,4x10° NMP/ml;
Bafio Nuevo 6,3x10° NMP/ml) son Bacillus y Pseudomonas. Las bacterias celuloliticas
pertenecen al género Cellulomonas. Se observa que so6lo se han detectado bacterias nitrificantes
(40 NMP/ml) en el Bafio Arabe (del género Arthrobacter). En ambos manantiales se han
encontrado bacterias sulfato reductoras que producen sulfhidrico y bacterias quimioautotrofas

(Thiobacillus, Thiovulum y Beggiatoa) (Fig. 15).
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En los manantiales de Caldas de Bohi*? (Fig. 15) se han aislado el mayor nimero de
microorganismos  proteoliticos y amiloliticos (>2,4x10° NMP/ml), aunque variable
dependiendo de los distintos manantiales.

En el manantial de Termas Romanas de Lugo® se han encontrado un niimero elevado de
bacterias amiloliticas y proteoliticas (1,5-4x10* NMP/ml), pero un nimero muy elevado de
bacterias amonificantes (1,1x10° NMP/ml; por encima de la sensibilidad del método usado)
(Fig. 15).

En el balneario Fortuna®® predominan las bacterias proteoliticas (2,4x10° NMP/ml), aunque el
nimero de amiloliticos y amonificantes también es alto (1,5-2,4x10* NMP/ml) (Fig. 15).

En el Balneario de La Toja®, en los tres manantiales destaca el nimero de bacterias
amonificantes (4,6x10*2,4x10° NMP/ml), que se han identificado como Bacillus y
Enterobacter. En menor cantidad, se encuentran las amiloliticas (7,5x10° NMP/ml) (Bacillus,
Pseudomonas, Micrococcus, Cellulomonas). (Fig. 15)

En el Balneario Fitero®, mientras que en el manantial Bécquer destaca el nimero de bacterias
proteoliticas (4,8x10* NMP/ml), en el manantial Palafox predominan las bacterias amiloliticas
y amonificantes (7,5-9,4x10° NMP/ml). A pesar de que estas aguas poseen un elevado
contenido en sulfatos (>1 300 mg/L), no se han detectado bacterias sulfato reductoras (es posible
gue existan, pero en un numero demasiado pequefio para su deteccion) (Fig. 15).

En el Balneario de Archena ® se han encontrado bacterias amiloliticas (Bacillus, Enterobacter
y Pseudomonas); y proteoliticas (Pseudomonas spp., Pseudomonas putida, P. aeruginosa y
Staphylococcus y amonificantes (2,4x10° NMP/ml). También se han detectado bacterias sulfato
reductoras (21 NMP/ml) (Fig. 15).

En el Balneario Jaraba®® se ha encontrado un niimero muy bajo de microorganismos (menos de
10*/100ml). En todos los manantiales salvo en Pilas (La Virgen), en su mayoria son
amonificantes, del género Pseudomonas, aunque también se observan proteoliticos,
amiloliticos y celuloliticos. En el manantial Pilas destacan los amiloliticos (Pseudomonas).
(Fig. 15)

En el Balneario Blancafort La Garriga'”, el nimero de microorganismos proteoliticos,
amiloliticos y amonificantes es muy bajo (50 NMP/ml de media) (Fig. 15).

En el Balneario Villavieja® se han encontrado  bacterias  proteoliticas
(Stenotrophomonas maltophilia y Leifsonia aquatica), amiloliticas (Bacillus y Leifsonia) y
amonificantes (Arthrobacter) (2,4x10* NMP/ml). Ademés se han encontrado bacterias sulfato
reductoras (43 NMP/ml), del género Desulfovibrio (Fig. 15).
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Figura 15. Microorganismos de interés ecoldgico (NMP/100mL) de los manantiales hipertermales.

3.7. Diversidad bacteriana
Se ha estudiado la diversidad bacteriana y la frecuencia con la que aparecen en los distintos
manantiales hipertermales los géneros y especies mas importantes (Figs. 16 a, b). El género
mas frecuente es Pseudomonas, encontrado en un 81% de los manantiales estudiados, seguido
de Bacillus, presente en un 76,2% de ellos. Staphylococcus ha sido encontrado en un 66,7%,
Cellulomonas en un 57,1%, Micrococcus en un 52,4% y Arthrobacter en un 38% (Fig. 17).
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En el balneario de Alhama de Granada®, se han aislado 53 cepas de bacterias (27 en el Bafio
arabe y 26 en el Bafio nuevo).

En el balneario de Lugo® se aislaron 78 cepas, de las cuales sélo fueron identificadas 64.

En el Balneario La Toja®, se han aislado 43 cepas en el manantial Puerta, 34 en el manantial
Mar y 16 en el manantial Capilla.

En el Balneario Fitero®, se aislaron 43 cepas en el manantial Bécquer y 55 en el manantial
Palafox.

En el balneario Jaraba®®, se encontraron se han aislado 254 cepas de bacterias heterotrofas de
las cuales 244 han sido identificadas. 66 de las cepas se aislaron del manantial San Vicente, 44
de San Luis, 32 de la Pefiay 69 de La Virgen (Pilas).

En el Balneario Blancafort La Garriga”, se hallaron 42 cepas, 26 bacilos y 16 cocos. 7 cepas
no pudieron ser identificadas.

En el balneario de Villavieja® se han encontrado 45 cepas de bacterias viables. La especie més
frecuente ha sido Pseudomonas pseudoalcaligenes. Esta especie esta caracterizada por ser

oligotrofica y crecer a 42 °C, siendo una especie muy adaptada a las condiciones del

manantial.
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Figura 16. (a) Principales géneros y especies de la microbiota autoctona de los manantiales
hipertermales.
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Figura. 16 (b). Principales géneros y especies de la microbiota autéctona de los manantiales

hipertermales.
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Figura 17. Porcentaje de manantiales hipertermales en los que aparecen
los géneros y especies mas frecuentes.

Conclusiones

e Los manantiales hipertermales estudiados no contienen microorganismos patégenos ni
indicadores de contaminacion fecal, por lo que desde un punto de vista sanitario
cumplen la normativa microbioldgica para aguas potables.

e Las bacterias heterotrofas corresponden a bacilos y cocos Gram positivos y bacilos
Gram negativos.

e En todos los manantiales hipertermales, los géneros mas frecuentes son Pseudomonas
(81%), Bacillus (76%), Staphylococcus (67%), Cellulomonas (57%) y Micrococcus
(52%); y con menor frecuencia Enterobacter y Arthrobacter (38%).

e En todos los manantiales se identificaron una gran variedad de especies, muchas de
ellas pigmentadas, siendo Stenotrophomonas maltophilia la especie més frecuente entre
éstas Ultimas(en el 19% de los manantiales)

e Las poblaciones en los manantiales hipertermales son predominantemente mesoéfilas y
oligotrofas, que se adaptan a las altas temperaturas. Cuanto mas extremas son las
condiciones fisico-quimicas de las aguas, menor es el nimero de bacterias totales y
viables; probablemente éstas Gltimas se encuentran en estado de latencia viable no
cultivable.

e Las principales actividades metabdlicas de las bacterias autdctonas son proteoliticas,
amiloliticas y amonificantes. Estas comunidades desempefian una funcion fundamental
en los ciclos biogeoquimicos, transformando los compuestos organicos y contribuyendo

a la autodepuracion de las aguas.
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e Es importante mantener una correcta proteccion de los puntos de emergencia y
canalizaciones, a fin de evitar la contaminacion de las aguas por bacterias aloctonas.

e EI conocimiento y estudio de la microbiota autoctona de las aguas mineromedicinales
es importante por su valor ecolégico y cientifico, ya que aln se desconocen muchos de

los mecanismos de adaptacidn y resistencia a condiciones extremas.

Nota: Todas las figuras de esta memoria son originales y fueron realizadas por M. Segui en

5

este TFG.
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