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RESUMEN

Se han estudiado dos manantiales de aguas bicarbonatadas hipotermales Cer-
vantes y San Camilo, utilizados en los tratamientos terapéuticos en el Balneario
Cervantes, situado en Santa Cruz de Mudela (Ciudad Real). Se tomaron muestras
en tres épocas del ano de los puntos de emergencia y de los tapetes microbianos
formados a la salida de los manantiales. El agua muestra un namero de microor-
ganismos totales de 10°/mL, estando la mayoria vivos (97,1 %). El nimero de
bacterias heterétrofas viables ha sido inferior a 100 ufc/mL y el de esporuladas
menor de 5 ufc/mL. Las cepas de bacterias heterétrofas aisladas corresponden, en
su mayoria, a bacilos Gram negativos (56,0%) y en menor proporcién a bacilos
Gram positivos (24,0%) y cocos Gram positivos (14,6%). Los principales géneros de
bacilos Gram negativos identificados han sido: Burkholderia, Aeromonas, Serratia,
Pseudomonas y Ochrobactrum. Los cocos Gram positivos han sido Staphylococcus
y los bacilos Gram positivos Bacillus. El manantial San Camilo tiene una mayor
diversidad que el Cervantes. No se han encontrado indicadores fecales ni microor-
ganismos patégenos. Se han detectado microorganismos proteoliticos, amiloliticos
y amonificantes en namero alto (10%100 mL), sulfato reductores en niimero medio
(10%100 mL), celuloliticos, haléfilos y hongos en ntimero inferior a 20/100 mL. Los
tapetes microbianos estdan formados por una asociacién de algas verdes (Cosma-
rium), diatomeas, cianobacterias filamentosas (Oscillatoria, Pseudanabaena, Spiru-
lina) y esféricas (Gloeocapsa) y bacterias fototrofas filamentosas.

Palabras clave: Manantiales bicarbonatados.-Aguas mineromedicinales.-Balnea-
rio Cervantes.-Microbiologia.
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ABSTRACT
Microbiology of the mineral spring of Cervantes Spa

The hypothermal carbonated spring waters from Cervantes and San Camilo
mineral springs were studied. Waters from both mineral springs are used in the
curative spa therapy at the Cervantes Spa located in the town of Santa Cruz de
Mudela (Ciudad Real). At three different seasons of the year, samples were collec-
ted both at the source and at the microbial mats formed where the spring waters
emerge. The number of total microorganisms determined was 10°’mL, most of
which were alive (97,1%). The number of heterotrophic viable bacteria and sporu-
lated bacilli was lower than 100 cfu/mL and 5 cfu/mL, repectively. The majority of
the isolated heterotrophic bacteria strains was Gram-negative bacilli (56,0%), while
Gram-positive bacilli (24,0%) and Gram-positive cocci (14,6%) were found in lower
percentages. The main genera of Gram-negative bacilli identified were: Burkholde-
ria, Aeromonas, Serratia, Pseudomonas and Ochrobactrum; while Gram-positive
cocci belonged to the genus Staphylococcus and Gram-positive bacilli belonged to
the genus Bacillus. Waters from San Camilo spring have shown greater microbial
diversity than those from Cervantes spring. There were not detected faecal indica-
tors neither were pathogenic microorganisms. On the other hand, proteolytic,
amylolytic, and ammonifiers microorganisms were detected at a high number (10%/
100 mL); sulphate-reducing bacteria at a medium number (10100 mL); celluloly-
tic and halophiles microorganisms and fungi were detected at a reduced number
(lower than 20/100 mL). Finally, the analyzed microbial mats consist of an associa-
tion of green algi (Cosmarium), diatoms, filamentous cyanobacteria (Oscillatoria,
Pseudanabaena, Spirulina), sphaeric cyanobacteria (Gloeocapsa) and filamentous
phototrophic bacteria.

Key words: Carbonated mineral springs.-Natural water.-Cervantes Spa.-Micro-
biology.

Respondié Sancho (...) he dormido en la dura
tierra al cielo abierto (...) sustentdndome con ra-
jas de queso y mendrugos de pan y bebiendo
aguas, ya de arroyos, ya de fuentes, de las que
encontramos por esos andurriales donde anda-
mos.

El ingenioso hidalgo don Quijote
de la Mancha

Parte II. Capitulo XXVIII.
Miguel de Cervantes
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INTRODUCCION

El balneario Cervantes se encuentra ubicado en el término mu-
nicipal de Santa Cruz de Mudela, al noroeste de la provincia de
Ciudad Real, en un paraje denominado «El Salobral». Sus origenes
se remontan al siglo XVIII y en la actualidad se utilizan dos manan-
tiales: «San Camilo», denominado antes «Villa Rosa» y «Cervantes»,
llamado antiguamente «de los agonizantes» que procede de un pozo
de la mina Bilbao.

El manantial San Camilo se utiliza para agua de bebida mediante
una fuente instalada en el parque que rodea al establecimiento del
balneario. El agua emerge a una temperatura de 15,6°C, tiene un pH
de 6,1 y se clasifica como bicarbonatada sédica, calcica y carboga-
seosa (1). El manantial Cervantes se usa para los tratamientos tera-
péuticos que se realizan en las instalaciones del balneario. La tem-
peratura de emergencia del agua es de 17,5°C, el pH 6,6 y se clasifica
como sulfatada, bicarbonatada, calcica y magnésica (1). El primer
analisis microbiolégico de este manantial se realiz6 para gestionar el
expediente de declaracién de utilidad publica, por un organismo
oficial de reconocido prestigio, como la Brigada Sanitaria de Ciudad
Real (2).

El objeto del trabajo ha sido investigar la microbiota autéctona
que tiene como héabitat las aguas de estos dos manantiales, con la
finalidad de cuantificar y caracterizar su poblacién. Los ecosiste-
mas acuaticos por sus caracteristicas especificas constituyen nichos
ecolégicos que favorecen el desarrollo de determinadas especies, el
conocimiento de estos micro-hédbitat nos ayudara a establecer la
biologia y la ecologia de los mismos. El agua es un vehiculo im-
portante de transmisién de enfermedades, por lo cual también se
han investigado los microorganismos patégenos que pudieran su-
poner un riesgo para la salud de los usuarios del balneario ya que
el agua se utiliza en tratamientos terapéuticos tanto por via oral
como tépica.
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MATERIALES Y METODOS
Muestras

Se tomaron muestras del agua en los puntos de emergencia de
los dos manantiales, en los grifos de las barfieras, asi como en la
fuente de San Camilo. El manantial Cervantes tiene el punto de
emergencia en la zona noreste del edificio balneario y se accede a
éste por una entrada protegida del exterior por una tapa de hierro,
situada sobre una superficie de obra a una altura de 1,5 metros del
suelo (Figura 1). El agua se encuentra a una profundidad de 9-10
metros. Ademas de la muestra del pozo, se ha tomado otra a la
salida de la conduccién donde una bomba vierte el agua extraida del
pozo en un antiguo aljibe, desde donde se distribuye a los bafos.
También se han tomado muestras del grifo de una de las bafieras.

FiGura 1. Manantial Cervantes. Punto de emergencia.
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El punto de emergencia del manantial San Camilo se encuentra
situado a unos 500 metros del edificio del balneario dentro de una
pequenia edificaciéon rodeada por una tapia con una verja de hierro
donde atun se puede leer el nombre antiguo del manantial «Villa
Rosa». El brocal del pozo se encuentra protegido por una tapa de
cristal, el agua se encuentra a una profundidad de 2 metros (Figura
2). La muestra se ha tomado en un grifo que hay junto al pozo.
Desde este punto el agua se canaliza y se trata con radiaciones ul-
travioletas hasta una fuente clasica de chorro denominada de San
Camilo, instalada en una edificacion abierta en los jardines del bal-
neario. La muestra de agua se ha tomado del grifo de la fuente.

Ficgura 2. Manantial San Camilo (izquierda) vy punto de emergencia (derecha).

El muestreo se ha realizado en tres épocas del afo: en otofio (17
de octubre de 2004), en invierno (8 de febrero de 2005) y en prima-
vera (9 de mayo de 2005). En las tres ocasiones, se tomaron 2
muestras de agua de 1,5 litros, que se recogieron en recipientes
estériles de plastico, los cuales se trasladaron a temperatura de re-
frigeracién y en la oscuridad, al laboratorio, realizandose los analisis
microbiolégicos antes de las 24 horas.

Ademas se han tomado muestras de los tapetes microbianos que
se desarrollan en la fuente de San Camilo, en la pared del vaso
donde cae el agua y a la salida de la canalizacién del agua utilizada
en los banos, que discurre al aire libre formando un pequeno ria-
chuelo antes de verterse en un estanque.
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Microorganismos totales y vivos

El recuento de microorganismos totales y vivos se ha realizado
por la técnica de fluorescencia. Las muestras de agua se tifieron
durante 15 minutos con el «kit» de viabilidad bacteriana «BacLight
Live/Dead» (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), compuesto de dos
colorantes con afinidad a los 4cidos nucleicos, SYTO 9 y yoduro de
propidio. EI SYTO 9 colorea todas las células de verde y el yoduro
de propidio penetra en las células que tengan danada su membrana,
tinéndolas de rojo (3). Después de teiiir la muestra se filtré a través
de un filtro Nucleopore de 0,2 pm y se observé con objetivo de
inmersién en un microscopio de epifluorescencia (Nikon). Seguida-
mente se cuantificé el namero de células verdes (vivas) y rojas (muer-
tas) presentes, en al menos 10 campos del microscopio, y se calculé

el nimero de microorganismos totales y vivos por mililitro de mues-
tra (4).

Bacterias heterétrofas aerobias viables y esporuladas

El recuento de bacterias viables se ha realizado por dos técnicas:
filtracion y dilucién en placa, en los medios, agar recuento en placa
(PCA) (5) y agar R,A (6). La incubacién se ha realizado a 22° C
durante 5 dias y a 37° C durante dos dias. Para el recuento de
bacterias esporuladas se calenté la muestra a 80°C, 10 min, sem-
brando por las mismas técnicas y medios descritos anteriormente,
adicionados con 0,1% de almidén e incubando a las mismas tempe-
raturas. Los resultados se expresaron como medias aritméticas de
las unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/mL) de agua.

Microorganismos de interés sanitario

Se han utilizado los métodos oficiales de las aguas de bebida
envasadas (7). Los recuentos de coliformes totales, coliformes feca-
les y enterococos, se han realizado por las técnicas del nimero mas
probable (NMP/100 mL) y de filtracién, filtrando 100 mL de agua.
Las esporas de Clostridium sulfito-reductores y C. perfringens se han
determinado por el método de dilucién en tubo, inoculando 100 mL
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de agua. Se ha investigado la presencia de Escherichia coli, Salmo-
nella y Pseudomonas aeruginosa filtrando 250 mL de agua. La detec-
ciéon de Staphylococcus aureus se ha realizado por la técnica de fil-
tracion, filtrando 250 mL de agua y depositando el filtro en caldo
triptona soja y posteriormente aislando en agar Baird-Parker (5) e
incubando a 37°C, de 24 a 48 horas. El estudio de Legionella pneu-
mophila se ha hecho por la técnica de filtraciéon descrita por Pelaz
y Martin (8).

Microorganismos de interés ecolégico

Las bacterias proteoliticas, amiloliticas, celuloliticas, amonifican-
tes, nitrificantes y sulfato-reductoras, se determinaron por la técnica
del namero mas probable (NMP), utilizando los medios descritos
por Pochon y Tardieux (9) y el medio de Starkey (10) para las ulti-
mas, e incubando a 30°C durante 30 dias. Los recuentos se han
expresado como NMP de microorganismos por 100 mL de agua.

Los recuentos de las bacterias haléfilas moderadas, actinomice-
tos y los hongos se han realizado por la técnica de filtracién, utili-
zando agar haléfilo con 15 % de cloruro sédico (11), agar para ac-
tinomicetos (Difco) y agar Sabouraud con cloramfenicol al 0,05 %
(5), respectivamente. Las bacterias se incubaron a 30°C durante 5-
7dias y los hongos a 24° C, durante 7 dias. Los resultados se han
expresado como unidades formadoras de colonias (ufc) por 100
mililitros de agua.

La investigacion de las bacterias del hierro se hizo en el medio
Duchon-Miller (glucosa y sulfato ferroso 10 mg por litro) y las bac-
terias que oxidan el azufre en medios con tiosulfato (12,13), incu-
bando a 30°C, durante 15 dias.

Identificacién de microorganismos

Las cepas de bacterias se han identificado por las caracteristicas
morfolégicas (tincién de Gram y esporas), fisiolégicas (tipo respira-
torio, produccién de pigmentos) y bioquimicas (oxidasa, catalasa,
oxidacion-fermentacién de la glucosa, reduccién de nitratos y movi-
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lidad (14). Ademas los bacilos Gram negativos no fermentadores se
inocularon en las galerias API 20NE (bioMérieux), los bacilos Gram
negativos fermentadores en API 20E (bioMérieux), los bacilos Gram
positivos no esporulados en API Coryne (bioMérieux) y los cocos
Gram positivos en API Staph (bioMérieux).

Las cepas bacterianas aisladas se han clasificado siguiendo los
criterios taxonémicos del Manual de Bergey (15, 16, 17) y la nomen-
clatura del Comité Internacional de Sistematica Bacteriana (ICSB),
publicada en el International Journal of Systematic Bacteriology.

Los hongos filamentosos se han identificado por la morfologia de
las colonias y las observaciones microscopicas de las hifas, esporan-
gios y esporas, siguiendo los criterios de Pitt y Hocking (18).

Tapetes Microbianos

El estudio microbiolégico de los tapetes microbianos se ha rea-
lizado por técnicas microscépicas, utilizando microscopios de cam-
po claro, campo oscuro, contraste de fases y fluorescencia (Nikon).

Ademas se ha realizado la investigacién, por cultivo, de las bac-
terias del hierro y las que oxidan el azufre utilizando los medios y
condiciones de cultivo descritos anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados corresponden a la media aritmética de los valores
obtenidos en las determinaciones microbiol6gicas de los tres mues-
treos efectuados en cada uno de los manantiales.

Microorganismos totales y vivos

El nimero de microorganismos totales fue semejante en los dos
manantiales analizados, Cervantes y San Camilo, con un valor medio
por mL de 4,4 x 10° y 3,2 x 10°, estando la mayoria vivos 95,9 % y
98,3 %, respectivamente (Tabla 1). Estos resultados son similares a
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los encontrados en otros manantiales de aguas minerales naturales
(19) y mineromedicinales hipotermales (20, 21, 22).

TaBrLa 1. Microorganismos totales y vivos (N°/mlL)

Manantiales

Microorganismos Cervantes San Camilo
Totales 4,4 x 10° 3,2 x 10°
Vivos 4,2 x 10° 3,1 x 10°
% 95,9 98,3

Bacterias heterétrofas aerobias viables y esporuladas

En los puntos de emergencia de los dos manantiales, el nimero
de bacterias heterotréfas y oligotréficas aerobias viables ha sido
inferior a 100 ufc/mL (Tabla 2) y el de esporuladas inferior a 5 ufc/
mL, lo que indica una buena proteccién de los manantiales. Estos
valores son semejantes a los obtenidos en otros manantiales carbé-
nicos (20) y bicarbonatados espafnoles (23). No se han observado
diferencias en el nimero de bacterias obtenido en los distintos
medios y temperaturas de incubacién, debido a que en los ecosiste-
mas subterraneos predominan las bacterias oligotréficas facultativas
capaces de adaptarse a distintas concentraciones de sustratos orga-
nicos (24).

El agua utilizada para los tratamientos terapéuticos tanto en
banos como en bebida presenta un nimero muy bajo de bacterias.

El recuento de bacterias viables ha sido inferior en dos a tres
unidades logaritmicas, al de microorganismos totales. La selectivi-
dad de los medios de cultivo y las condiciones de incubacién para el
crecimiento de los microorganismos presentes en esos manantiales,
hace que solo una pequena proporcién de los que se encuentran en
las aguas sean cultivables (25). Diversos autores sefialan estas dife-
rencias, en los recuentos, cuando se analizan distintos tipos de aguas
(26,27).

293



M. A. MossSO Y COLS. AN. R. Acap. Nac. Farwm.

TaBLA 2. Niumero de bacterias heterdtrofas aerobias viables (ufc/mlL)

Manantiales
Cervantes San Camilo
T¢ Medio cultivo P. emergencia Bario P.emergencia Fuente
Pozo Conduccion

22°C PCA 20 1 20 49 2
R,A 14 13 32 85 12

37°C PCA 96 1 6 24 6
R,A 26 2 7 12 1

En la tabla 3 se muestra el porcentaje de cepas identificadas en
los dos manantiales. Se han aislado 75 cepas de bacterias heterétro-
fas de las cuales se han identificado 71 que corresponden a: bacilos
Gram negativos 42 (56,0 %), bacilos Gram positivos 18 (24,0 %) y
cocos Gram positivos 11 (14,6 %). En los manantiales han predomi-
nado los bacilos Gram negativos, encontrandose especies fermenta-
doras y no fermentadoras, lo que es caracteristico de aguas minera-
les hipotermales (24,28). El manantial San Camilo tiene una gran
biodiversidad presentando un nimero de especies diferentes mayor
que el manantial Cervantes.

En el manantial Cervantes se han aislado en mayor proporcién
cepas de bacilos no fermentadores, principalmente la especie Bur-
kholderia cepacia. Este microorganismo es frecuente en aguas mine-
rales ya que es muy ubicuo y necesita muy pocos nutrientes para su
desarrollo (21, 23,29).

En el manantial San Camilo han predominado las especies fermen-
tadoras, Aeromonas hydrophila y Serratia marcescens La especie A.
hydrophila forma parte de la micropoblacién autéctona de las aguas y
se aisla con frecuencia en manantiales de aguas minerales (23, 30) Lo
mismo sucede con algunas especies de Enterobacterias, no coliformes,
como S. marcescens y S. liquefaciens (31). También se ha aislado la
especie Escherichia vulneris, coliforme de origen no fecal, que se ha
encontrado en aguas de bebida y coloniza conducciones y depdsitos
refrigerados, debido a la produccion de biopeliculas (32). Entre las
especies no fermentadoras detectadas en este manantial destaca
Ochrobactrum anthropi que utiliza una gran variedad de compuestos
organicos y se ha aislado en otros manantiales (23, 33).
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TaBra 3. Géneros vy especies de bacterias heterdtrofas (% de cepas).

Manantiales
Bacterias Cervantes San Camilo
(n° = 35) (n° = 40)
BACILOS GRAM - 54,4 57,5
Fermentadores 22,9 37,5
Aeromonas hydrophila — 12,5
Citrobacter spp. — 2,5
Klebsiella pneumoniae 5,7 —
Proteus spp. — 2,5
Providencia rettgeri 5,7 —
Serratia liquefaciens 2,9 5,0
Serratia marcescens 8,6 10,0
Escherichia vulneris — 2,5
Enterobacter spp. — 2,5
No fermentadores 31,5 20,0
Acinetobacter baumanii — 5,0
Burkholderia cepacia 22,9 5,9
Ochrobactrum anthropi — 7,5
Pseudomonas fluorescens 5,7 2,5
Stenotrophomonas maltophilia 2,9 —
BACILOS GRAM + 31,4 17,5
Bacillus spp. 11,4 5,0
Clostridium spp. 14,3 5,0
Corynebacterium aquaticum 2,9 —
Corynebacterium spp. — 7,5
Rhodococcus spp. 2,9 —
COCOS GRAM + 11,5 17,5
Micrococcus spp. 2,9 2,5
Staphylococcus epidermidis — 2,5
Staphylococcus warneri — 2,5
Staphylococcus xylosus 5,7 2,5
Staphylococcus spp. 2,9 7,5
No identificadas 2,9 1,5
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También se han encontrado cepas de bacilos Gram positivos es-
porulados, de los géneros Bacillus y Clostridium y bacilos irregulares
no esporulados de los géneros Corynebacterium y Rhodococcus (Ta-
bla 3). Estas bacterias pueden proceder del aire y del suelo de donde
pasan al agua y han sido aislados en aguas minerales naturales por
diversos autores (21, 23, 24, 34).

Los cocos Gram positivos se encuentran en baja proporciéon en
ambos manantiales y corresponden en su mayoria al género Sta-
phylococcus. Estas bacterias estan en el ambiente y pueden llegar a
los manantiales a través del aire, el suelo y la lluvia (24) Otros inves-
tigadores han sefialado su presencia en aguas minerales naturales y
mineromedicinales (21, 22, 23, 34).

Microorganismos de interés sanitario

En los anélisis realizados, tanto en los puntos de emergencia de
los manantiales como en los bafnos y agua de bebida de la fuente de
San Camilo, no se encontraron indicadores fecales (Escherichia coli,
enterococos y Clostridium perfringens) en 100 mL de agua, por lo que
cumplen con la normativa de aguas de consumo humano (35). En
ninguna muestra se han detectado bacterias patégenas (Salmonella,
Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila y Staphylococcus
aureus) en 250 mL de agua.

Se han detectado coliformes totales y esporas de Clostridium
sulfito-reductores, en nimero muy bajo, menos de 10/100 mL de
agua, en los puntos de emergencia de los dos manantiales. Estos
microorganismos no se consideran indicadores de contaminacién
fecal en las udltimas normativas de las aguas de bebida (35, 36),
debido a que proceden del suelo y desde éste pueden pasar a las
aguas subterraneas.

Microorganismos de interés ecolégico

Las comunidades microbianas autéctonas de las aguas natura-
les participan en los ciclos biogeolégicos transformando los com-
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puestos para proveer de nutrientes a otros organismos de la comu-
nidad lo que contribuye al mantenimiento del equilibrio biol6gi-
co en el ecosistema, ademas estas actividades les permiten llevar
a cabo una autodepuraciéon de posibles contaminantes orgéanicos
(24).

En el punto de emergencia del manantial Cervantes se han detec-
tado bacterias proteoliticas, amiloliticas y amonificantes en nimero
alto (10100 mL) y sulfato reductoras en ntimero medio (10%/100mL)
(Tabla 4). En el manantial San Camilo también se han detectado
bacterias proteoliticas en numero alto, mientras que las bacterias
amiloliticas y sulfato-reductoras se han encontrado en nimero me-
dio y las amonificantes en nimero bajo. En ambos manantiales los

microorganismos celuloliticos y haléfilos estan en namero inferior a
10/100mL.

TaBLA 4. Nimero de microorganismos de interés ecoldgico.

Microorganismos Manantiales .
Cervantes San Camilo
NMP/100 mL
Proteoliticos 2,4 x 10* 1,1 x 10*
Amiloliticos 2,4 x 10* 4,6 x 10°
Amonificantes 2,4 x 10* 3,6
Celuloliticos 3,0 3,0
Sulfato reductores 2,4 x 10° 2,4 x 10°
ufc/100 mL
Halofilos 10,0 5,0
Hongos 14,0 19,0

Las bacterias proteoliticas y amiloliticas aisladas de estos manan-
tiales pertenecen, principalmente, a los géneros Burkholderia, Serra-
tia, Aeromonas y Bacillus. En aguas dulces se ha encontrado que un
numero alto de bacterias que hidrolizan la gelatina indica una buena
calidad del agua (37). Estas bacterias corresponden a bacilos aero-
bios Gram negativos y Gram positivos esporulados, lo que esta de
acuerdo con nuestros resultados. Las bacterias amiloliticas estan
ampliamente distribuidas en la naturaleza y corresponden a especies
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mesofilas y termoéfilas muy diversas (38). Esta diversidad se ha en-
contrado en manantiales mineromedicinales hipo, meso e hiperter-
males esparfioles (23, 39, 40).

Las bacterias amonificantes aisladas en estas aguas son bacilos
Gram negativos de los géneros Aeromonas, Pseudomonas y Acineto-
bacter. Estas bacterias del ciclo del nitrégeno son esenciales en los
habitats acuaticos ya que degradan la materia orgéanica (41).

Las bacterias sulfato-reductoras pertenecen a los géneros Clostri-
dium, Desulfovibrio y Desulfococcus. Estas bacterias que intervienen
en el ciclo del azufre, son frecuentes en manantiales ricos en sulfatos
y sulfuros (40, 42).

En estos manantiales se han identificado bacterias halofilas fa-
cultativas del género Staphylococcus que también han sido descritas
en otros manantiales hipotermales (21,22, 39).

En ambos manantiales no se detectaron bacterias nitrificantes,
oxidantes del azufre, del hierro ni actinomicetos.

Se han aislado hongos filamentosos en un niimero muy pequefio
(<20/100 mL) que pertenecen a los géneros Penicillium, Acremonium,
Mucor y Aureobasidium (Tabla 4). Los hongos son microorganismos
muy ubicuos pero en aguas subterraneas estan en ntmero bajo o no
se detectan (24), sin embargo, diversos autores los han encontrado
en manantiales de aguas hipotermales (22, 39), en aguas minerales
envasadas (43) y en aguas subterraneas de consumo publico (44).
Algunos de estos géneros han sido aislados en manantiales minero-
medicinales espafioles (23,40).

Los microorganismos celuloliticos detectados corresponden a
mohos de los géneros Mucor y Acremonium. La capacidad de degra-
dar la celulosa por enzimas extracelulares la poseen muchas especies
de mohos (45) como los encontrados en estas aguas.

Tapetes microbianos
En ambientes acuaticos es frecuente la formacién de biotapetes
adheridos a superficies que también se han encontrado en manan-

tiales minerales de aguas frias (21) y termales (40, 46). Estan forma-
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dos por comunidades microbianas complejas, dependiendo de las
caracteristicas fisico-quimicas ambientales (luz, oxigeno, temperatu-
ra, pH y composicion quimica del agua). Estos tapetes estan forma-
dos por asociaciones entre microorganismos filamentosos (algas y
cianobacterias) entretejidos y otros organismos unicelulares (diato-
meas, algas verdes, protozoos y bacterias) ya que de esta forma se
favorece el aporte de nutrientes.

El tapete microbiano epilitico que se desarrolla en la fuente de
San Camilo, es de color verde oscuro y marrén terroso en la parte
inferior, gelatinoso y de consistencia media (Figura 5). Esta com-
puesto por una gran diversidad de diatomeas (Navicula, Fragilaria,
Cymbella), cianobacterias filamentosas tipo Oscillatoria y esféricas
como Gloeocapsa. En menor proporcion se encuentran algas ver-
des unicelulares esféricas (Chlorococcum) y tetraédricas (Figura 3

y 4).

El tapete del manantial Cervantes esta constituido por tres capas
y tiene una estructura consistente. La capa superior es de color
verde, la intermedia marrén y la inferior negra. La parte superior
esta formada por algas verdes, tipo Cosmarium y diatomeas, de dis-
tintas morfologias, asi como cianobacterias filamentosas (Oscillato-
ria y Pseudanabaena) y bacterias fototrofas filamentosas (Choro-
flexus) (Figura 5). En la zona intermedia marrén disminuyen las

, [ -l i -
Ficura 3. Diatomeas, Chlorococcum y Ficura 4. Diatomeas y Oscillatoria.
Gloeocapsa. Observaciones por micros- Observaciones por microscopia de con-
copia de contraste de fases. Objetivo traste de fases. Objetivo 20X.
20X.
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algas verdes y aparecen cianobacterias en forma de espiral (Spiru-
lina) v en cadenas de células esféricas (Nostoc) (Figura 6). En la
zona inferior se observan cianobacterias filamentosas (Pseudana-
baena) junto con un gran numero de las bacterias que reducen los
sulfatos.

Ficura 5. Algas verdes (Cosmarium), diatomeas vy cia- Ficura 6. Cianobacte-

nobacterias. Observaciones por microscopia de contras- rias (Spirulina). Obser-
te de fases. Objetivo 20X. vaciones por microsco-

pia de contraste de fases.
Objetivo 40X.

Las algas conjugadas tipo Cosmarium y las diatomeas estan
ampliamente distribuidas en las aguas dulces donde juegan un im-
portante papel en la cadena tréfica ya que forman parte del plancton
(47). Las cianobacterias Spirulina y Pseudanabaena se encuentran en
la zona inferior del tapete, en condiciones anéxicas, donde las bac-

terias sulfato reductoras producen sulfhidrico que favorece su desa-
rrollo (48).

En el cultivo de ambos tapetes en medios con tiosulfato sédico se
han detectado unas bacterias de gran tamafo y forma irregular que
forman agregados, debido a la produccién de un polisacarido. Tam-
bién se han encontrado bacterias filamentosas que oxidan el azufre
(Thiothrix) al igual que en otros manantiales minerales (21). En el
cultivo de las bacterias del hierro se han observado bacterias fila-
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mentosas que forman precipitados de 6xidos y sulfuros de hierro y
manganeso (Sphaerotilus y Leptothrix) (Figuras 7 y 8).

[Y= ==

Ficura 7. Bacterias del hierro (Sphaero- FiGUura 8. Bacterias del hierro (Lepto-
tilus). Observaciones por microscopia de  thrix). Observaciones por microscopia de
contraste de fases. Objetivo 20X. contraste de fases. Objetivo 20X.

CONCLUSIONES

Los manantiales Cervantes y San Camilo presentan un nimero
bajo de bacterias viables y esporuladas, lo que indica un correcto
perimetro de proteccién. Desde el punto de vista sanitario, no con-
tiene indicadores fecales ni microorganismos patégenos por lo que
cumplen con la normativa de aguas de consumo humano. La micro-
poblacién autéctona estd constituida principalmente por bacilos
Gram negativos fermentadores y no fermentadores, caracteristica de
manantiales hipotermales. El manantial San Camilo presenta una
mayor diversidad microbiana.
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