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RESUMEN

Se han estudiado los manantiales mineromedicinales, Termas y Rio, del Balnea-
rio de Valdelateja (Burgos). El agua tiene un numero de microorganismos tota-
les de 13 y 2,9x10*mL, respectivamente, estando la mayoria vivos (80,7 y 82,6%).
El nimero de bacterias heterétrofas y oligotrofas viables y esporuladas a 22° C y
37° C ha sido inferior a 100 ufc/mL, siendo menor en el manantial Termas y co-
rresponden, en su mayoria, a bacilos Gram negativos fermentadores (45,6%) y no
fermentadores (31,6%) de la clase Gammaproteobacteria (60,6%) y, en menor pro-
porcién, a bacilos y cocos Gram positivos (22,8%). Las principales especies han
sido: Aeromonas hydrophila en el manantial Rio, y Burkholderia cepacia en el ma-
nantial Termas. No se han encontrado indicadores fecales ni microorganismos pa-
tégenos y tampoco actinomicetos, halé6filos ni bacterias sulfato-reductoras. Se han
detectado microorganismos amonificantes, proteoliticos, amiloliticos, celuloliticos
y nitrificantes, cianobacterias, algas y hongos.

Palabras clave: Manantiales termales.—Balneario de Valdelateja.—Microbiota
autéctona.—Biodiversidad.

ABSTRACT
Microbiology of the mineral spring of Valdelajeta Spa

Two mineral springs, named Termas and Rio, have been studied in the Spa
Valdelateja (Burgos). The number of total microorganisms present in the water
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was of 13 and 2.9x10*mL respectively, being the majority alive (80.7 and 82.6%).
The number of the viable heterotrophic and oligotrophic bacteria and the
sporulated bacteria, at 22 °C and 37 °C, in the Rio spring, was lower than 100
cfu/mL; that number was even lower in the Termas spring. The strains of the
heterotrophic bacteria isolated predominantly correspond to fermenters (45.6%)
and non-fermenters (31.6%) Gram-negative bacilli, mainly belonging to the
Class Gammaproteobacteria (60.6%) and in a smaller proportion to Gram-positive
bacilli and cocci (22.8%). The most commonly identified species were: Aeromonas
hydrophila in the Rio spring, and Burkholderia cepacia in the Termas spring.
Neither faecal indicators, pathogenic microorganisms, sulphate-reducing
bacteria, halophilic bacteria nor actinomycetes were founded. On the other hand,
ammonifying, proteolytic, amylolytic, cellulolytic and nitrifying bacteria as well as
cyanobacteria, algi and fungi were detected.

Key words: Thermal springs.—Valdelateja Spa.—Authoctona microbiota.—
Biodiversity.

INTRODUCCION

El balneario de Valdelateja se encuentra ubicado en el término
municipal del mismo nombre en la provincia de Burgos, donde con-
fluyen los cafiones de los rios Ebro y Rudrén, en el valle de Sedano
(Figura 1). Sus origenes se remontan al siglo XIX, siendo declaradas
sus aguas de utilidad puablica en 1887 (1).

Este Balneario utiliza en sus instalaciones terapéuticas dos ma-
nantiales mineromedicinales denominados Termas y Rio. El punto
de emergencia del manantial Termas surge en la margen izquierda
del rio Rudrén y se encuentra debajo de la galeria de bafios, en el
interior del edificio del Balneario (Figura 2). El manantial Rio emer-
ge directamente en el suelo, en la margen derecha del rio, en un
paraje con abundante vegetacién. Actualmente, estd protegido con
una cubierta impermeable y rodeado de una valla metélica para
evitar el acceso de personas y animales (Figura 3). Desde los puntos
de emergencia el agua se canaliza hasta una pequena edificacién
donde se encuentran las arquetas de mezclas y desde alli se elevan
a un depdsito y se conducen a las instalaciones balnearias para su
empleo en los diversos tratamientos terapéuticos. El agua emerge a
una temperatura de 19° C, tiene un pH 7,3 y se clasifica como hipo-
termal, de mineralizacién media, bicarbonatada y calcica.
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Ficura 1. Edificios del Balneario. Fachadas principal y posterior.

Estas aguas mineromedicinales se utilizan en los tratamientos
terapéuticos del balneario, principalmente por via tépica, por lo que
su calidad sanitaria es de gran importancia para la salud de los
agiiistas. Uno de los objetivos del trabajo ha sido investigar la pre-
sencia de los microorganismos de interés sanitario: indicadores de
contaminacion fecal y bacterias patégenas que se transmiten a tra-
vés del agua. Pero no hay que olvidar que las aguas mineromedici-
nales son ecosistemas con unas caracteristicas fisicas y quimicas
especificas, en los que se forman micro-habitats donde se favorece
el desarrollo de determinadas especies microbianas, por lo que su
conocimiento nos ayudara a establecer la biologia y la ecologia de
los mismos. Por esta razén, el otro objetivo de este estudio ha sido
determinar la diversidad microbiana de este habitat, cuantificando y
caracterizando las distintas comunidades microbianas autéctonas,
asi como sus capacidades metabdlicas.

La empresa balnearia, a través de un laboratorio especializado,
realiza analisis periédicos para controlar la calidad sanitaria de las
aguas, pero es la primera vez que se estudia su microbiota autéctona
y las actividades metabélicas que intervienen en los ciclos biogeoqui-
micos de la naturaleza.
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Ficura 3. Manantial Rio. Punto de emergencia. Rio Rudron y canalizacion.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Las muestras se tomaron en octubre del afio 2007 en los puntos
de emergencia de los manantiales Termas y Rio. El agua se recogi6
en recipientes estériles de plastico de 1,5 litros de capacidad, los
cuales se trasladaron, a temperatura de refrigeracion y en oscuridad,
hasta el laboratorio donde se analizaron antes de 24 horas.
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Microorganismos totales y vivos

El recuento de microorganismos totales y vivos se ha realizado por
la técnica de fluorescencia empleando un microscopio de epifluores-
cencia (Nikon). Las muestras de agua se tifieron con el «kit» de viabi-
lidad bacteriana «BacLight Live/Dead» (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA), filtrando por un filtro Nucleopore de 0,2 pm. El resultado
se ha expresado como ntimero de microorganismos totales y vivos por
mililitro de muestra (2).

Bacterias aerobias

El recuento de bacterias viables y esporuladas se ha realizado por
las técnicas de filtracién y dilucién en placa. Se han utilizado los
medios agar extracto de levadura (AE) (3) para las heteré6trofas via-
bles, y agar R,A (4) para las oligotrofas viables, y los mismos medios
adicionados con 0,1% de almidén (AEA y R,AA) para las esporu-
ladas, incubando a 22° C, cinco dias y a 37° C, 48 horas. Los resul-
tados se expresaron en unidades formadoras de colonias por milili-
tro de agua (ufc/mL).

Microorganismos de interés sanitario

Se han realizado los recuentos de coliformes totales, coliformes
fecales, enterococos, esporas de Clostridium sulfito-reductores y C.
perfringens y se ha investigado la presencia de Escherichia coli, Sal-
monella y Pseudomonas aeruginosa por los métodos oficiales de las
aguas de bebida envasadas (5) y de consumo humano (3). La detec-
cién de Staphylococcus aureus se ha realizado filtrando 250 mL de
agua, inoculando el filtro en caldo triptona soja y aislando en agar
Baird-Parker (6), incubando a 37° C, 48 horas. La investigacién de
Legionella pneumophila se ha hecho por la técnica de filtracién des-
crita por Pelaz y Martin (7).
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Microorganismos de interés ecolégico

El nimero de bacterias proteoliticas, amiloliticas, celuloliticas,
amonificantes, nitrificantes y sulfato-reductoras, se determiné por la
técnica del namero mas probable (NMP), utilizando los medios des-
critos por Pochon y Tardieux (8) y el medio de Starkey (9) para las
ultimas, e incubando a 30° C durante 30 dias. Los resultados se han
expresado como NMP de microorganismos por 100 mL de agua.

Los recuentos de bacterias haléfilas moderadas, actinomicetos y
hongos se han realizado por la técnica de filtracién, utilizando agar
haléfilo con 15% de cloruro sédico (10), agar para actinomicetos
(Difco) y agar Sabouraud con cloramfenicol al 0,05% (6), respecti-
vamente. Las bacterias se incubaron a 30° C, durante 5-7 dias y los
hongos a 24° C, durante 7 dias. Los resultados se han expresado
como unidades formadoras de colonias (ufc) por 100 mL de agua.

La presencia de algas y cianobacterias se ha determinado filtran-
do 100 mL e inoculando el filtro en medio Stanier (11), incubando
con iluminacién controlada a 24° C, durante 30 dias.

Identificacion de microorganismos

Las cepas de bacterias se han identificado por las caracteristi-
cas morfolégicas (tincién de Gram y esporas), fisiolégicas (tipo res-
piratorio, produccién de pigmentos) y bioquimicas (oxidasa, catalasa,
oxidacién-fermentacién de la glucosa, reduccién de nitratos y movili-
dad) (12). Ademas se utiliz6 el sistema de identificaciéon por pruebas
bioquimicas miniaturizadas API® (bioMérieux), empleando las gale-
rias 20 E y 20 NE para los bacilos Gram negativos fermentadores y no
fermentadores, respectivamente. Para su clasificaciéon se siguieron los
criterios taxonémicos del Manual de Bergey (13, 14, 15).

Los hongos filamentosos se han identificado por la morfologia de
las colonias y la observacién microscépica de las hifas, esporangios
y esporas, siguiendo los criterios de Pitt y Hocking (16).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Microorganismos totales y vivos

El nimero de microorganismos totales ha sido de 13x10*/ mL en
el manantial Termas, y 2,9x10* en el manantial Rio, estando la ma-
yoria vivos, 80,7% y 82,6%, respectivamente. Estos resultados son in-
feriores a los encontrados en otros manantiales de aguas minerome-
dicinales hipotermales (17, 18).

Bacterias aerobias

En el punto de emergencia de los manantiales, el nimero de
bacterias heterotréfas y oligotrofas aerobias viables, detectadas en
los medios AE y R,A, respectivamente, ha sido inferior a 100 ufc/mL,
y el de bacterias esporuladas inferior a 5 ufc/mL, lo que indica que,
actualmente, la proteccion de los manantiales es adecuada (Tabla 1).
El manantial Rio tiene mas bacterias aerobias viables que el Termas.
Los valores obtenidos son semejantes a los de otros manantiales es-
pafioles bicarbonatados (18, 19, 20). Ambos manantiales presentan
mas bacterias oligotrofas que heterétrofas, lo que es propio de las
aguas subterraneas donde predominan estas bacterias oligotrofas que
viven a concentraciones muy bajas de sustratos orgéanicos (21).

TaBrLa 1. Niumero de bacterias aerobias viables y esporuladas (ufc/mL)

Bacterias aerobias ¢ Manantiales

Termas Rio

Viables heterétrofas 22° C <1 45
37° C <1 8

oligotrofas 22° C 4 94

37° C 1 25

Esporuladas heterétrofas 22° C <1 1
37° C <1 1

oligotrofas 22° C 1 3

37° C 1 5
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La diferencia entre los recuentos de microorganismos totales y
viables ha sido de hasta tres unidades logaritmicas, lo que se debe
a la dificultad de muchos microorganismos acuaticos de desarro-
llarse en las condiciones de cultivo de laboratorio. Ademas varios
autores sefialan que s6lo una pequena proporcién de los microorga-
nismos de los ambientes acuaticos son detectados, ya que no presen-
tan actividad metabdlica y se encuentran en el estado de viable no
cultivable (22, 23).

Se han aislado 114 cepas de bacterias viables heterétrofas y oli-
gotrofas, de las cuales han sido identificadas un 83,3%, que corres-
ponden a los tipos morfolégicos de bacilos Gram negativos fermen-
tadores (45,6%) y no fermentadores (31,6%), bacilos y cocos Gram
positivos (22,8%). Segun la clasificacién taxonémica del Manual
de Bergey (14), las cepas identificadas pertenecen, en su mayoria,
al Phylum Proteobacteria (71,6%), clases Alfa (4,2%), Beta (7,4%) vy
Gamma (60,0%), y en menor proporciéon a los Phyla: Actinobacte-
ria (16,8%), Firmicutes (10,5%) y Bacteroidetes (1,1%) (Figura 4).
Estos resultados son semejantes a los obtenidos en aguas subterra-
neas (22), aguas minerales envasadas (24) y manantiales minerales
frios (25) y termales (20).

Cepas bacterianas aisladas Cepas bacterianas aisladas

Firnicutes
10,5%

Actimobacteria
16.8%

Bacterowdetes

Giram-
[emeniadores

4% 6

Gram-+

12 8%

a Proteobactena
4.2

B Protechaciena

LETAMm - 1
. adoges
fermentadore ¥ Protechacienn

31.6% 60,00 TA%

Ficura 4. Diversidad de bacterias viables (% de cepas).

Estas aguas presentan una gran diversidad bacteriana, ya que se
han identificado 17 especies distintas en el manantial Termas, y 20
en el manantial Rio. En el primero han predominado las bacterias
Gram negativas no fermentadoras, Betaproteobacteria y de ellas la
especie Burkholderia cepacia (5,3%), mientras que en el segundo son
mas frecuentes las bacterias Gram negativas fermentadoras, Gam-
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maproteobacteria, principalmente la especie Aeromonas hydrophila
(15,8%) (Tabla 2). Burkholderia cepacia es una bacteria ubicua, ais-
lada frecuentemente en agua debido a sus escasos requerimientos
nutricionales y ha sido encontrada en manantiales mineromedici-
nales (18-20) y en aguas minerales envasadas (24, 26). Aeromonas
hydrophila es una bacteria autéctona del agua y también ha sido de-
tectada por diversos autores en aguas minerales (18, 19, 27).

Otras especies encontradas como: Ochrobactrum anthropi (Alpha-
proteobacteria), Pseudomonas fluorescens y P. alcaligenes (Gammapro-
teobacteria) estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, suelo y
agua (15) y se han aislado en otros manantiales minerales bicarbona-
tados (18-20) y en aguas envasadas (28).

En relacion a las cepas de bacterias Gram negativas fermentado-
ras se han detectado diversos géneros de la familia Enterobacteria-
ceae. Algunos pertenecen al grupo coliforme y se encuentran habi-
tualmente en el suelo, plantas y aguas, como Citrobacter, Enterobacter
y Klebsiella. En aguas subterraneas estos coliformes proceden gene-
ralmente del suelo y se han aislado en muestras de agua de distintas
procedencias (18, 19, 29), en ausencia de indicadores fecales. Otras
especies aisladas, como Budvicia aquatica, Rahnella aquatilis y Serra-
tia fonticola, son bacterias autéctonas del agua que han sido encon-
tradas en diversas regiones del mundo (15, 29-31).

Algunas de las especies detectadas pueden ser patégenas oportu-
nistas (15), sin embargo, no se ha descrito ninguna relacién entre la
exposicion y el consumo de aguas minerales y la presencia de estas
bacterias en las mismas, por lo que no existe riesgo para la salud de
los usuarios que utilizan este agua en sus distintas formas de admi-
nistracién (32).

En estos manantiales se han detectado, en pequefia proporcién,
bacilos Gram positivos de los géneros Bacillus y Corynebacterium
(Tabla 2). Estas bacterias, que proceden del suelo, se han encontra-
do en aguas envasadas (33) y en otros manantiales minerales hipo-
termales (17, 18), pero son méas abundantes en manantiales hiperter-
males (34, 35).

Los cocos Gram positivos se encuentran en baja proporcién y
corresponden a los géneros Micrococcus y Staphylococcus. Estas bac-
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TaBLA 2. Géneros y especies de bacterias heterdtrofas y oligotrofas (% cepas)

Manantial Manantial
Bacterias Termas Rio Total
n =50 n = 64 n=114
BACILOS GRAM-

No fermentadores 21,1 10,5 31,6
Acinetobacter baumannii 1,8 - 1,8
Brevundimonas vesicularis 0,9 - 0,9
Burkholderia cepacia 5,3 - 5,3
Chryseobacterium indologenes - 0,9 0,9
Ochrobactrum anthropi 2,6 - 2,6
Pseudomonas alcaligenes 2,6 - 2,6
Pseudomonas fluorescens 0,9 4,4 5,3
Pseudomonas spp 0,9 0,9 1,8
Ralstonia pickettii 0,9 - 0,9
Stenotrophomonas malthophilia - 0,9 0,9
No identificados 5,3 3,5 8,8

Fermentadores 14,4 34,2 45,6
Aeromonas hydrophila 2,6 15,8 18,4
Aeromonas spp - 0,9 0,9
Budvicia aquatica 0,9 1,8 2,6
Citrobacter freundii - 3,5 3,5
Citrobacter koseri - 0,9 0,9
Citrobacter spp - 0,9 0,9
Enterobacter amnigenus - 0,9 0,9
Enterobacter cloacae 0,9 - 0,9
Enterobacter sakazakii 0,9 - 0,9
Enterobacter spp 0,9 0,9 1,8
Hafnia alvei - 0,9 0,9
Klebsiella pneumoniae - 1,8 1,8
Pantoea spp 0,9 - 0,9
Rahnella aquatilis - 0,9 0,9
Raoultella terrigena - 0,9 0,9
Serratia fonticola - 0,9 0,9
No identificados 4.4 3,5 7,9

BACTERIAS GRAM+ 11,4 11,4 22,8
Bacillus spp 1,8 4,4 6,1
Corynebacterium aquaticum 6,1 4.4 10,5
Micrococcus spp 3,5 - 3,5
Staphylococcus spp - 2,6 2,6
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terias son muy ubicuas y se han detectado en aguas mineromedici-
nales (18, 20) y envasadas (36).

Microorganismos de interés sanitario

Los manantiales no presentan microorganismos indicadores de
contaminacion fecal (Escherichia coli, enterococos, Clostridium sul-
fito-reductores y Clostridium perfringens) en 100 mL de agua, ni
bacterias patogenas (Salmonella, Pseudomonas aeruginosa, Legionel-
la pneumophila y Staphylococcus aureus) en 250 mL de agua, por lo
que las muestras cumplen con la normativa de aguas de consumo
humano (3). En el manantial Rio se han encontrado coliformes to-
tales y termotolerantes (18 y 8 ufc/100 mL) pertenecientes a las es-
pecies Citrobacter freundii y Enterobacter amnigenus. La presencia de
estas especies en las aguas, en ausencia de E. coli, no indican con-
taminacion fecal, ya que son muy ubicuas y no suponen riesgo para
la salud de los usuarios (37).

Microorganismos de interés ecolégico

La investigacién de los microorganismos de interés ecolégico en
los ecosistemas acuaticos es importante para conocer el flujo de
energia y materia organica e inorganica y su relacién con las carac-
teristicas fisico-quimicas de los mismos. En las aguas minerales
naturales se encuentran comunidades microbianas autéctonas que
participan en los ciclos biogeoquimicos, principalmente del carbo-
no y del nitrégeno, transformando los compuestos para proveer de
nutrientes a otros organismos de la comunidad, ademas estas acti-
vidades metabdlicas favorecen la autodepuracion de posibles conta-
minantes (21, 38).

Los dos manantiales estudiados presentan microorganismos
amonificantes y amiloliticos y en el manantial Rio también se han
detectado proteoliticos, celuloliticos, nitrificantes, hongos, cianobac-
terias y algas. No se han encontrado bacterias sulfato-reductoras,
haléfilas ni actinomicetos (Tabla 3).
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TaBLA 3. Nimero de microorganismos de interés ecolégico

Microorganismos Manantial Termas Manantial Rio
NMP/100 mL
Proteoliticos <3 930
Amonificantes 430 1.400
Amiloliticos 36 150
Celuloliticos <3 36
Sulfato-reductores <3 <3
Nitrificantes <3 36
UFC/100 mL
Actinomicetos - -
Halofilos - -
Hongos 5 160

Las bacterias aisladas que intervienen en el ciclo del carbono con
actividad proteolitica son Aeromonas hydrophila y Pseudomonas fluo-
rescens, con actividad amilolitica, Aeromonas hydrophila y Bacillus
spp y con actividad celulolitica, Cellvibrio. Tanto las bacterias pro-
teoliticas como las amiloliticas estan ampliamente distribuidas en
los hébitats acuaticos y se han encontrado en diversos manantiales
mineromedicinales (18-20). Actualmente, son objeto de estudio los
enzimas que producen estas bacterias, aisladas de manantiales ter-
males en diversas partes del mundo, por sus posibles aplicaciones en
Biotecnologia (39).

Las bacterias amonificantes identificadas en estas aguas son Pseu-
domonas fluorescens y Aeromonas hydrophila. Estas bacterias inter-
vienen en el ciclo del nitrégeno en los habitats acuaticos, degradan-
do los compuestos organicos nitrogenados (38) y han sido aisladas
en otros manantiales mineromedicinales (18-20).

Los hongos filamentosos se han detectado, principalmente, en el
manantial Rio y pertenecen a los géneros Penicillium, Fusarium vy
Cladosporium. El estudio de la micobiota en aguas minerales es poco
frecuente debido a su bajo numero, sin embargo algunos de estos
géneros se han encontrado en otros manantiales mineromedicina-
les (18-20). En los dltimos afnos existe un gran interés por conocer
la ecologia de los hongos en aguas minerales envasadas (40, 41) y
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de consumo humano (42), tanto por las implicaciones sanitarias
como por las alteraciones organolépticas que pueden ocasionar en
las aguas de bebida.

En el manantial Rio también se han detectado algas filamento-
sas (Ulothrix), diatomeas (Fragilaria) y cianobacterias, tanto filamen-
tosas (Pseudanabaena) como esféricas (Synechocystis) (Figuras 5y 6).
Estos microorganismos fotosintéticos no se desarrollan en aguas sub-
terraneas, pero cuando estas aguas emergen a la superficie, las con-
diciones ambientales, principalmente la intensidad de luz y la tempe-
ratura, favorecen su crecimiento llegando a formar biotapetes (43),
siendo frecuentes en manantiales frios (18) y calientes (19, 44).

Ulothrix

/

Ficura 5. Fragilaria y Ulothrix. Observacion por microscopia de contraste
de fases y luz ultravioleta (40x).

T

Synechocyslis

/- Pseudanabaena.

FiGura 6. Pseudanabaena y Synechocystis. Observacion por microscopia
de contraste de fases (40x).
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CONCLUSIONES

Los manantiales presentan un nimero bajo de bacterias viables
y esporuladas, lo que indica que, actualmente, la proteccién de los
manantiales es adecuada. Desde el punto de vista sanitario, no con-
tienen indicadores fecales ni microorganismos patégenos, por lo que
cumplen con la normativa de aguas de consumo humano. La micro-
biota autéctona esta constituida, principalmente, por bacilos Gram
negativos, de la clase Gammaproteobacteria. Se han detectado bacte-
rias con actividad proteolitica, amilolitica, amonificante, celulolitica
y nitrificante que intervienen en los ciclos biogeoquimicos y contri-
buyen en la autodepuracion de las aguas.
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