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RESUMEN

Se han estudiado los microorganismos
autéctonos y aléctonos de las aguas
mineromedicinales del Balneario San Nicolas
(Alhama de Almeria). No se han encontrado
bacterias patdgenas ni indicadores fecales en
250 mL de agua. La microbiota autéctona esta
constituida, principalmente, por bacterias
oligotrofas Gram positivas de la clase Firmicutes.
El sondeo Sillero, utilizado en los tratamientos,
presenta un numero muy bajo de bacterias
viables (<10 ufc/mL) que corresponden en su
mayoria a cocos Gram positivos (93,3%) y a la
especie Staphylococcus lugdunensis (40%). El
sondeo San Marcos tiene una mayor diversidad
microbiana, predominando los bacilos Gram
positivos de la especie Bacillus licheniformis
(32,4%) y los bacilos Gram negativos de la
especie Cupriavidus pauculus (16,2%). En todas
las muestras se han detectado microorganismos
proteoliticos, amiloliticos, nitrificantes y
amonificantes, asi como bacterias haléfilas y del
hierro. También se han estudiado los biotapetes
formados en las fuentes utilizadas para bebida,
constituidos  por una  asociacién de
cianobacterias filamentosas y esféricas, asi
como del alga Cosmarium.

Palabras clave: Manantial hipertermal; Microbiota
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ABSTRACT

Both the autochthonous and the allochthonous
microorganisms of minero-medicinal water
from the San Nicolas spa (Alhama of Almeria,
Spain) have been analyzed. No pathogen
bacteria or faecal indicators have been found in
250 mL of water. The autochthonous microbiota
is mainly composed of oligotrophic Gram-
positive bacteria of the Firmicutes phylum. The
Sillero sampling, used in the spa treatments,
presents a very low count of viable bacteria (<
10 cfu / mL), being the most part of them Gram-
positive cocci (93.3%) of the Staphylococcus
lugdunensis (40%) species. The San Marcos
sampling presents a higher microbial diversity,
predominantly Gram-positive bacilli of the
Bacillus licheniformis (32.4%) species and
Gram-negative bacilli of the Cupriavidus
pauculus (16.2%) species. Proteolytic,
amylolitic,  nitrifying and  ammonifying
microorganisms have been detected in all
samples, altogether with halophilic and iron
bacteria. An analysis of the microbial mats
growing in the spa drinking water sources
shows that these consist of an association of
spherical and filamentous cyanobacteria and the
Cosmarium algae.

Keywords: Hyperthermal spring; Autochthonous
microbiota; Biodiversity; Microbial mats.
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1. INTRODUCCION

El Balneario de San Nicolas se encuentra situado en el municipio de Alhama de
Almeria, en la zona sur de la provincia de Almeria, perteneciente a la Comunidad
Auténoma de Andalucia. El término municipal se encuentra en las estribaciones de la
Sierra de Gador y el valle del rio Andarax en la comarca de la Alpujarra almeriense.
(Figura 1).

Figura 1. Municipio de Alhama de Almeria: entrada, vista general.

Las propiedades curativas de las aguas de esta localidad ya eran conocidas por
los romanos y arabes que le dieron el nombre de Alhama, pero fue a finales del siglo
XVI cuando se construyeron las primeras casetas de bafios. En 1522, debido a un
terremoto, se secO el manantial y en el siglo XIX se construy6 el primer Balneario que
se inauguro en 1877, declarandose ese afio sus aguas de utilidad publica (1). En 1885,
un nuevo terremoto aumentd el caudal y la temperatura del manantial, no afectando a
las instalaciones balnearias que tuvieron continuas mejoras. Los afios 20 y 30 del siglo
XX fueron la época de esplendor del Balneario en la que se confirma su utilidad
publica (2). Durante la Guerra Civil se destruyen las instalaciones del balneario y en
1952 resurge un nuevo edificio. El Balneario actual, que ocupa una manzana en el
centro de la poblacion, ha sido objeto de numerosas reformas desde los afios 80,
convirtiéndose en un lugar de referencia de la provincia (Figura 2).

El objetivo principal de este trabajo ha sido determinar los microorganismos
indicadores de contaminacidn fecal y algunos patdgenos que se trasmiten por el agua
que pueden suponer un riesgo para la salud de los usuarios que reciben los
tratamientos terapéuticos en el Balneario. Ademas, por primera vez, se ha estudiado la
microbiota autdctona de estas aguas mineromedicinales, con el fin de conocer su
numero, identidad y diversidad, asi como su actividad metabdlica, de gran
importancia en la autodepuracién de las mismas.
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Figura 2. Edificio del balneario de San Nicolas.

2. RESULTADOS

2.1. Muestras

Estas aguas mineromedicinales emergen a una temperatura de 47,5 2C, tienen
un pH neutro y se clasifican como hipertermales, de mineralizaciéon media,
bicarbonatadas, sulfatadas, calcicas, magnésicas y extremadamente duras (3).

El Balneario utiliza el agua mineromedicinal procedente del sondeo Sillero, que
se encuentra a unos 300 metros de distancia del edificio balneario en la calle Nicolas
Salmeron. Se accede por una puerta en forma de arco de herradura, bajando unas
empinadas escaleras y atravesando unas angostas galerias (Figura 3). A unos 100
metros de éste se encuentra el sondeo San Marcos que se utiliza en caso necesario. El
agua se capta con unas bombas y se conduce por tuberias a las instalaciones del
Balneario para su uso en los distintos tratamientos.

Para realizar este estudio, se tomaron muestras, en octubre del afio 2015, del
agua de los dos sondeos y de las fuentes que se encuentran en el patio del Balneario y
que se utilizan en bebida por los agiiistas (Figura 4). También se tomaron muestras de
los tapetes microbianos formados en dichas fuentes.
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Figura 3. Punto de emergencia: entrada, pozo.

Figura 4. Fuente.

Las muestras de agua se recogieron en recipientes estériles de 1,5 litros, por
duplicado y se trasladaron, a temperatura ambiente y en oscuridad, hasta el
laboratorio, analizandolas antes de las 24 horas. Una muestra de agua y otra de
biotapetes se fijaron con formol al 4% para su posterior estudio.
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2.2. Microorganismos totales y vivos

La determinacién del nimero de todos los microorganismos presentes en el
agua se ha realizado por el método del recuento directo, utilizando naranja de
acridina. Las muestras tefiidas se filtraron por una membrana Nucleopore de 0,2 pm
de didmetro de poro y se observaron y contaron las células verdes y rojas con un
microscopio de fluorescencia y objetivo de inmersion (Nikon).

El nimero de microorganismos totales en los sondeos Sillero y San Marcos ha
sido de 69 x 103 y 5,1 x 10* por mL y el porcentaje de vivos 30 y 52,2%,
respectivamente. Estos resultados son menores a los encontrados en otros
manantiales de aguas mineromedicinales extremadamente duras (4, 5, 6). Los
recuentos obtenidos por esta técnica suelen ser de cien a mil veces mayores que los
obtenidos por los métodos de cultivo debido a que se contabilizan todos los
microorganismos presentes, incluso los muertos o sin actividad metabdlica..

2.3. Bacterias aerobias viables

La determinacion del nimero de bacterias aerobias viables se ha utilizado
desde finales del siglo XIX, como indicador de la calidad del agua de bebida. En las
aguas mineromedicinales, este recuento, permite conocer si el agua ha sido tratada
con algun proceso de desinfeccion o si ha habido contaminacién del acuifero. Para
detectar el mayor numero de estas bacterias, presentes en este tipo de aguas, hay que
utilizar medios de cultivo con diferentes nutrientes, periodos de incubacion largos y
varias temperaturas (7, 8). En este trabajo se han determinado las bacterias
heterdtrofas, utilizando el medio agar extracto de levadura (9) y las bacterias
oligotrofas, empleando agar RzA (7). El recuento de estas bacterias se realizé por las
técnicas de filtracidn con filtros Millipore de 0,22 pm y dilucién en placa, e incubando
a 222 C, cinco dias, a 37 2C, 48 horas y a 45 2C, 24 horas. Los resultados se han
expresado en unidades formadoras de colonias por mL de agua (ufc/mL). (Tabla 1).

El numero de bacterias viables ha sido bajo, <10 en el sondeo Sillero y <100
ufc/mL en el San Marcos, lo que indica que los puntos de emergencia estan bien
protegidos. Los valores obtenidos son semejantes a los de otros manantiales
extremadamente duros (4, 5). El nimero de bacterias termofilas, incubadas a 45 2C, ha
sido menor que el de mesdéfilas, lo que indica que la microbiota de estas aguas esta
constituida por bacterias meséfilas que se han adaptado a las elevadas temperaturas
del agua. Ademas, presentan mas bacterias oligotrofas que heterdtrofas, propio de
aguas subterraneas donde predominan las bacterias que viven con poca materia
organica (8).
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Tabla 1. Nimero de bacterias aerobias viables (ufc/mL).

BACTERIAS T2 (°C) MUESTRAS
SILLERO SAN MARCOS FUENTE

22 2 19 81
Heteroétrofas 37 5 6 52
45 0 5 0

22 2 47 -

Oligotrofas 37 4 67 -
45 0 27 -

En este estudio hemos obtenido que las bacterias cultivables son cien veces
menores que los microorganismos vivos, observados con microscopio de
fluorescencia, lo que se debe a que muchas de las bacterias presentes se encuentran
en el estado de viable no cultivable y no crecen en las condiciones y medios de cultivo
utilizados en el laboratorio (10).

2.4. Microorganismos de interés sanitario

Las aguas mineromedicinales que se utilizan en los balnearios con fines
terapéuticos, deben tener ausencia de bacterias que indiquen contaminacion fecal y de
microorganismos patégenos que puedan transmitirse a través del agua por via oral,
topica o inhalatoria.

Para detectar la posible presencia de indicadores fecales se han
realizado, en los dos sondeos y en el agua de bebida de la fuente, los recuentos de
coliformes totales, coliformes fecales, enterococos, esporas de Clostridium sulfito-
reductores y C. perfringens. Ademas, se ha investigado la presencia de Escherichia coli,
Salmonella y Pseudomonas aeruginosa, utilizando los métodos oficiales espafioles de
las aguas de consumo humano (9) y de bebida envasadas (11). También se ha
estudiado la presencia de Staphylococcus aureus, filtrando 250 mL de agua, cultivando
el filtro en caldo triptona soja a 37 2C y aislando en agar Baird-Parker y de Legionella
pneumophila, segiin la Norma ISO 11731 (12).

Ninguna muestra ha presentado microorganismos indicadores de
contaminacion fecal, ni bacterias patégenas (E. coli, Salmonella, P. aeruginosa,
S. aureus y L. pneumophila) en 250 mL de agua.

2.5. Microorganismos de interés ecoldgico

La microbiota autéctona de las aguas mineromedicinales es de gran interés
ecologico ya que, debido a su gran variedad metabdlica, participa en los procesos
biogeoquimicos del carbono, nitrégeno y azufre. Estos microorganismos transforman
los compuestos organicos en inorganicos, lo que contribuye a la autodepuracidon de las
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aguas de posibles contaminantes organicos y mantiene el equilibrio bioldgico de estos
ambientes hidrotermales (8).

En este estudio, se ha determinado el nimero de bacterias que intervienen en
el ciclo del carbono (proteoliticas, amiloliticas, celuloliticas), del nitrégeno
(amonificantes, nitrificantes) y del azufre (sulfato-reductoras). Se ha utilizado la
técnica del nimero mas probable (NMP) y los medios descritos en otro trabajo (13),
incubando a 30 °C durante 30 dias. Los resultados se han expresado como NMP de
microorganismos en 100 mL de agua (Tabla 2).

Tabla 2. Nimero de microorganismos de interés ecologico.

MICROORGANISMOS MUESTRA
NMP/100mL SILLERO SAN MARCOS
Proteoliticos 4,3x10 4,6x102
Amiloliticos 1,1x10 2,4x102
Celuloliticos <3 <3
Nitrificantes >2,4x103 2,9x102

Amonificantes 4,6x102 >2,44x104
Sulfato-reductores <3 4,3x10
UFC/100mL
Haléfilos 14 15
Hongos 4 7

El agua de los dos sondeos ha presentado bacterias proteoliticas, amiloliticas,
nitrificantes y amonificantes. Las bacterias proteoliticas detectadas hidrolizan la
gelatina y se han identificado como Rothia terrea y Bacillus licheniformis. Las bacterias
amiloliticas que hidrolizan el almidon son Brevibacillus levickii y B.licheniformis. En
cuanto a las bacterias amonificantes que producen amoniaco de la asparragina,
pertenecen a las especies Rothia terrea y Cupriavidus pauculus y las nitrificantes que
oxidan el amoniaco a nitrato, son C. pauculus.

Los microorganismos con actividades proteoliticas, amiloliticas y
amonificantes son muy abundantes en los habitats naturales y son importantes en la
eliminacion de materia organica en las aguas subterraneas, siendo frecuente su
presencia en manantiales de diferente composicion quimica, tanto hipertermales (4, 6,
14, 15) como hipotermales (13, 16, 17, 18). Las bacterias nitrificantes son abundantes
en el suelo pero también se han encontrado en algunas aguas mineromedicinales en
un numero pequefio (13, 15, 17, 18). Suelen ser quimiolitotrofas, aunque también se
han encontrado cepas de bacterias heter6trofas y en concreto, de la especie C
pauculus, aislada en estas aguas, que tienen la capacidad de oxidar compuestos
nitrogenados, lo que, unido a su resistencia a metales pesados, podria ser utilizada en
la bioremediacion de ambientes contaminados (19).

En el sondeo San Marcos se han encontrado bacterias sulfato reductoras
del género Desulfovibrio que intervienen en el ciclo del azufre y que podrian convertir
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los sulfatos presentes en estas aguas en sulfuros, en ausencia de oxigeno. Estas
bacterias son poco frecuentes en aguas pero se han detectado en otros manantiales
mineromedicinales sulfatados (5, 6, 16, 17).

Debido a que estas aguas contienen hierro, se estudiaron las bacterias
que oxidan este metal en el medio Duchon Miller (20), filtrando 100 mL e incubando a
30 2C, 15 dias. En los dos sondeos se ha observado la presencia de estas bacterias que
podrian producir depoésitos de hidroxido férrico y obstruir las canalizaciones. Estas
bacterias también se han encontrado en los manantiales mineromedicinales
ferruginosos de Caldas de Bohi (21).

Se han estudiado los microorganismos halo6filos moderados, utilizando
agar halofilo con 15 % de cloruro sddico e incubando a 30 °C, durante 7 dias. En los
dos sondeos se ha detectado un nuimero pequefio (< 20 ufc/ 100mL) de bacterias
haléfilas facultativas que corresponden a Staphylococcus lugdunensis, en el sondeo
Sillero y a Bacillus licheniformis, en el San Marcos. Estas bacterias propias de
ambientes salinos también se han encontrado en otros manantiales de mineralizacion
media (4, 13, 15, 17).

Ademas, se han estudiado otros tipos de microorganismos
constituyentes de la microbiota autoctona de estas aguas: cianobacterias, algas y
hongos. No se han detectado cianobacterias ni algas en ninguna muestra de agua.

El recuento de hongos se realiz6 por el método de filtracion, utilizando
el medio agar Sabouraud con cloranfenicol al 0,05 %. Se ha encontrado un nimero
bajo de hongos (< 10 por 100 mL) que corresponden a levaduras y hongos
filamentosos de los géneros Aspergillus, Cladosporium y Penicillium. Estos hongos
proceden del suelo pero se adaptan a las condiciones de los ambientes acuaticos. Su
presencia en aguas mineromedicinales es frecuente, aunque en pequefio numero (4, 5,
6,13, 15, 16).

2.6. Identificacion de bacterias cultivables

Las cepas aisladas en los distintos medios de recuento se han identificado por
varias caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y bioquimicas descritas en un trabajo
anterior (22). Ademas, se utilizé el sistema de identificacién miniaturizado API®
(bioMérieux), empleando las galerias: 20 NE para los bacilos Gram negativos no
fermentadores, Staph para los cocos Gram positivos, Coryne para los bacilos Gram
positivos no esporulados y 50CH para los esporulados.

En las muestras de los dos sondeos se han aislado 52 cepas de bacterias
viables heterotrofas y oligotrofas, que corresponden a los tipos morfoldgicos de
bacilos Gram negativos (34,6%), bacilos Gram positivos (36,5%) y cocos Gram
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positivos (28,8%). Segun la clasificaciéon taxon6mica del Manual de Bergey (23), las
cepas identificadas pertenecen, en su mayoria, al Phylum Firmicutes (55,7%) y
Proteobacteria (34,6%) y en menor proporcion al Phylum: Actinobacteria (9,6%). En
estas aguas se ha detectado una gran proporcion de bacterias Gram positivas del
Phylum Firmicutes, lo que coincide con lo encontrado en otros manantiales minerales
extremadamente duros (5, 16, 24, 25). Los resultados obtenidos en cada sondeo se
exponen en la figura 5.

Figura 5. Clasificacion morfolégica y taxonomica (% cepas).

En la Tabla 3 se detallan los géneros y especies de bacterias aisladas en este
manantial.
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Tabla 3. Géneros y especies de bacterias ( % de cepas).

BACTERIAS MUESTRAS
Phylum Géneros/Especies Sillero (N=15) | San Marcos (N=37)

Staphylococcus sp. 6,60% 2,70%

S. lugdunensis 40,00% -

Firmicutes S. warneri 20% -
Bacillus sp. - 8,10%
B. licheniformis - 32,40%

B. mycoides - -

Brevibacillus sp. 6,60% -
Paenibacillus thiaminolyticus - 5,40%

Cellulomonas sp. - -

Actinobacteria Micrococcus luteus 6,60% -
Rhodococcus sp. - 2,70%

Rothia terrae 20% -
Acinetobacter lwoffii - 5,40%
Brevundimonas diminuta - 16,20%

Proteobacterias Brevundimonas vesicularis - -
Cupriavidus pauculus - 16,20%
Desulfovibrio sp. - 5,40%

Pseudomonas aeruginosa - -
Pseudomonas alcaligenes - 5,40%

El sondeo Sillero presenta, principalmente, cocos Gram positivos (93,3%) de la
especie Staphylococcus lugdunensis (40%), seguido de Rothia terrae (20%). No se han
encontrado bacterias Gram negativas, al igual que en otro manantial mineromedicinal
hipertermal (26), debido probablemente a la menor resistencia al calor de estas
bacterias. La presencia de Staphylococcus en pequefio numero, en aguas
mineromedicinales es frecuente, procedentes del suelo y el aire (5, 13, 16, 22). Se ha
descubierto recientemente que S. lugdunensis produce lugdunina, un antibidtico
bactericida contra varias bacterias patdégenas Gram positivas, resistentes a otros
antibidticos, como Staphylococcus aureus y Enterococcus, lo que puede suponer
futuras aplicaciones clinicas (27). Rothia terrae es un actinomiceto que ha sido aislado

en el suelo (28).

El sondeo San Marcos tiene una mayor diversidad microbiana.Predominan los
bacilos Gram positivos de la especie Bacillus licheniformis (32,4%), pero también se
han encontrado bacilos Gram negativos de las especies Cupriavidus pauculus y
Brevundimonas diminuta(16,2%).
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Los bacilos Gram positivos esporulados del género Bacillus han sido
detectados en numerosos manantiales mineromedicinales (8, 16, 22, 25, 29),
procedentes del suelo. La especie B. licheniformis crece en medios salinos y esta
ampliamente distribuido en el suelo y otros ambientes, habiéndose detectado también
en el manantial del Balneario de Puente Viesgo (29). También se han identificado dos
cepas de Paenibacillus thiaminolyticus, esta especie, incluida antes en el género
Bacillus, es capaz de hidrolizar distintos compuestos organicos como el almidén y la
tiamina, por lo que puede jugar un papel en la autodepuracion de las aguas (30).

Los bacilos Gram negativos aislados pertenecen al Phylum Proteobacteria y son
no fermentadores lo que es habitual en manantiales extremadamente duros (6, 13,
17). La especie Cupriavidus pauculus se encuentra en el agua y, actualmente, tiene un
gran interés por su posible uso en biorremediacidon debido a su resistencia al cobre y
otros metales pesados y su capacidad para metabolizar compuestos xenobiéticos
como el fenol (31). Anteriormente incluida en el género Ralstonia como R. paucula, fue
reclasificada en 2004 e incorporada al género Cupriavidus (32). Como hemos indicado
anteriormente, las cepas aisladas en este agua mineromedicinal tienen capacidad
nitrificante, oxidando compuestos nitrogenados a nitratos, por lo que su presencia
puede ser importante en la autodepuracion de estas aguas para eliminar el exceso de
nitrégeno. Otros autores también han encontrado cepas de C. pauculus con esta
propiedad (19). Hemos estudiado su sensibilidad a los antibiéticos ya que, como
patégeno oportunista, en raras ocasiones puede ocasionar infecciones en personas
inmunodeprimidas (33, 34). Todas las cepas son sensibles a trimetoprim-
sulfametoxazol y ceftazidima, la mayoria a ciprofloxacino e imipenen y resistentes a
amikacina, amoxicilina-clavulanico, gentamicina, ticarcilina, piperacilina y oxacilina.
Estos resultados son semejantes a los publicados por Uzodi et al (34).

Brevundimonas diminuta, como su nombre indica, es un bacilo pequefio, antes
incluido en el género Pseudomonas, cuyo habitat es el agua (35).

Biotapetes

La formacion de biotapetes adheridos a superficies es frecuente en ambientes
acuaticos, habiéndose encontrado tanto en manantiales mineromedicinales frios
(5,13, 16), como termales (15). Estan constituidos por comunidades microbianas
complejas de microorganismos procariotas y eucariotas que dependen de las
condiciones ambientales (luz, oxigeno, temperatura) y de la composicion quimica del
agua. La asociacion simbidtica de estos microorganismos tiene muchas ventajas, ya
que comparten los nutrientes, se protegen de agentes externos y metabolizan
distintos compuestos, por lo que pueden vivir en ambientes desfavorables (36).
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Se han estudiado los biotapetes formados en las fuentes donde los agiiistas
toman agua para los tratamientos hidroponicos procedente del sondeo Sillero y
situadas en el patio central del Balneario. Los biotapetes son de color marrén verdoso
y aspecto consistente. La identificacion de su microbiota se ha realizado estudiando su
morfologia por técnicas microscopicas, utilizando microscopios de campo claro,
campo oscuro, contraste de fase, fluorescencia y electrénico de barrido. Esta formado,
principalmente, por cianobacterias filamentosas (Pseudoanabaena) y en menor
proporcidn, cianobacterias esféricas (Gloeocapsa) y algas conjugadas (Cosmarium) y
verdes (Chlorella). Ademas, hay muchos depositos de hierro y arcilla (Figura 6).

a)

Gloeocapsa

Cosmarium

Chlorella
Pseudoanabaena

b)

Cosmarium

Figura 6. Biotapetes. a) Microscopia 6ptica de contraste de fases (40x); b) Microscopia electrénica de
barrido.
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Las algas conjugadas tipo Cosmarium estdn ampliamente distribuidas en las
aguas dulces, donde forman parte del plancton y son importantes en la cadena tréfica.

Se han encontrado en otros biotapetes de aguas mineromedicinales extremadamente
duras (5, 13, 16).

El microorganismo componente principal de estos biotapetes es
Pseudoanabaena, una cianobacteria sin vaina y tabicada que con sus células alargadas,
formando largos filamentos, constituye un entramado donde se alojan algunas
cianobacterias esféricas y las algas. Biotapetes semejantes se encontraron en el
Balneario de Alicun de las Torres (5).

3. CONCLUSIONES

En las muestras estudiadas no se han detectado indicadores de contaminacion
fecal ni microorganismos patogenos, por lo que cumplen con la normativa de aguas de
consumo humano. La microbiota autdctona esta constituida, principalmente, por
bacterias oligotroficas, Gram positivas, lo que es habitual en los manantiales
hipertermales. En el sondeo Sillero, utilizado en los tratamientos, predominan los
cocos Gram positivos de la especie Staphylococcus lugdunensis. En el sondeo San
Marcos hay mas diversidad microbiana, siendo las principales especies Bacillus
licheniformis y Cupriavidus pauculus. Se han detectado bacterias con actividad
proteolitica, amilolitica nitrificante y amonificante que intervienen en los ciclos
biogeoquimicos y contribuyen a la autodepuracion de las aguas.
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